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ABSTRAK 

SHAFA HAURA SUHARTO. Analisis Stabilitas Tiopiperin dalam Plasma 
Tikus Menggunakan HPLC (Dibimbing oleh Muhammad Aswad dan Andi 
Dian Permana). 
 

Tiopiperin adalah senyawa turunan dari piperin yang telah berhasil 
disintesis  dan berpotensi untuk dikembangkan sebagai obat baru karena 
memiliki aktivitas sebagai antikanker dan antiinflamasi. Dalam 
pengembangan nya, khususnya dalam pengujian farmakokinetik, 
dibutuhkan suatu metode analisis yang tervalidasi untuk menganalisis 
senyawa tiopiperin dalam plasma darah menggunakan HPLC. Salah satu 
pengujian yang dilakukan dalam validasi metode analisis adalah pengujian 
stabilitas.Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi stabilitas 
dari tiopiperin dalam plasma darah selama proses analisis terhadap 
berbagai kondisi penyimpanan dan perlakuan. Adapun pengujian stabilitas 
yang dilakukan meliputi stabilitas autosampler, stabilitas bench-top, 
stabilitas long-term, dan stabilitas freeze-thaw. Pengukuran dilakukan 
dengan menggunakan kolom Xselect CSHTM C18 (Waters,3,0 x 150 mm, 
3,5 µm) dengan fase gerak Asetonitril : Air (60:40 v/v) dengan laju alir 0,5 
mL/menit. Deteksi dilakukan dengan menggunakan Detektor PDA pada 
panjang gelombang 340 nm dan volume penyuntikan 20 µL dan dilakukan 
ekstraksi menggunakan metanol dengan perbandingan (1:3) dengan 
prinsip pengendapan protein. Hasil yang diperoleh pada pengujian 
stabilitas autosampler, bench-top, long term dan freeze-thaw untuk  nilai 
%RE dari konsentrasi rendah dan tinggi masing masing sebesar 
8,31±5,97 dan 7,20±6,03; 5,43±4,94 dan 7,60±6,94; 10,05±3,24 dan 
3,12±2,37; 12,47±5,80 dan 9,04±5,84. Pada semua pengujian stabilitas 
didapatkan nilai %RE yang memenuhi persyaratan yaitu ±15%. Dari hasil 
tersebut dapat disimpulkan bahwa tiopiperin stabil didalam plasma darah 
dalam kondisi pengujian dan penyimpanan yang dilakukan selama proses 
analisis.  
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ABSTRACT 
 
 

SHAFA HAURA SUHARTO. Stability Studies of Thiopiperine in Rat 
Plasma Using HPLC (Supervised by Muhammad Aswad and Andi Dian 
Permana). 
 
Thiopiperine is a derivative of piperine that has been successfully 
synthesized and potentially to be developed as a new drug due to its 
anticancer and anti-inflammatory activity. In drug development especially 
in pharmacokinetics study, a validated analytical method is needed to 
analyze thiopiperine in blood plasma using HPLC. One of the test in 
validation of analytical method is stability testing. The purpose of this study 
was to evaluate the stability of thiopiperine in blood plasma were exposed 
to various storage and treatment condition during analysis. The stability 
studies such are autosampler stability, bench-top stability, long-term 
stability, and freeze-thaw stability. Chromatography analysis was achieved 
using Xselect CSHTM C18 column (Waters®, 3.0 x 150 mm, 3.5 µm) with a 
mobile phase of Acetonitrile: Water (60:40 v / v) with a flow rate of 0.5 mL / 
minute. Detection system was performed using a PDA Detector at a 
wavelength of 340 nm and an injection volume of 20 µL and extraction 
was carried out using methanol with a ratio (1: 3) of extraction with the 
protein precipitation method. The results obtained in the autosampler, 
bench-top, long-term and freeze-thaw stability tests for the %RE values of 
low and high concentrations were respectively, 8.31±5.97 and 7.20±6.03; 
5.43±4.94 and 7.60±6.94; 10.05±3.24 and 3.12±2.37; 12.47±5.80 and 
9.04±5.84. In all stability tests, the %RE value that meets the requirements 
is ± 15%. From these results it can be concluded that thiopiperine was 
stable in blood plasma under various treatment and storage conditions 
during analysis. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

I.1 Latar Belakang 

Piperin merupakan senyawa aktif pertama yang berhasil diisolasi dari 

tanaman dengan famili Piperaceae dan terbukti memiliki beberapa 

aktivitas farmakologis (Shityakov et al., 2019). Beberapa penelitian terkait 

dengan aktivitas farmakologis dari piperin telah melaporkan adanya efek 

antioksidan (Bracke et al., 2018), anti karsinogenik (Tharmalingam et al., 

2014) , anti inflamasi,  (Tasleem et al., 2014), dan aktivitasnya dalam 

meningkatkan bioavaibilitas dari beberapa obat (Bedada and Boga, 2017). 

Saat ini telah dikembangkan beberapa penelitian untuk melakukan 

modifikasi stuktur dari senyawa piperin dengan menerapkan prinsip 

bioisosterisme untuk menghasilkan senyawa turunan yang memiliki 

aktivitas farmakologis yang lebih efektif dibandingkan dengan senyawa 

piperin tanpa mengubah stuktur kimia dari piperin secara signifikan 

(Gaikwad et al., 2012). Salah satunya adalah senyawa tiopiperin. 

Tiopiperin merupakan senyawa derivat dari piperin yang mengalami 

modifikasi berupa substitusi atom Oksigen (O) dengan atom Sulfur (S) 

pada gugus karbonil (C=O) dalam stuktur piperin. Penelitian yang 

dilakukan oleh (Sukmana, 2018) menunjukkan adanya aktivitas dari 

senyawa tiopiperin terhadap enzim siklooksigenase-2 (COX-2) pada uji 

prediksi in silico yang ditunjukkan dari nilai energi ikatan yang lebih besar 
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jika dibandingkan dengan piperin. Penelitian lain yang dilakukan oleh 

(Aswad et al., 2020), Tiopiperin juga memiliki potensi sebagai anti kanker 

dengan mekanisme sebagai inhibitor kuat dalam proses aktivasi dari NF-

kB pada sel kanker payudara. Berdasarkan beberapa aktivitas tersebut, 

maka tiopiperin berpotensi untuk dikembangkan menjadi kandidat obat 

baru. Sebagai langkah awal dalam tahapan pengembangan kandidat obat 

maka dilakukan uji praklinik dengan menggunakan metode in vitro dan in 

vivo. Sebelum melakukan pengujian kinerja obat dalam in vivo maka perlu 

dilakukan uji validasi metode bioanalisis terhadap senyawa tiopiperin 

dalam plasma darah.  

 

 

 

Bioanalisis merupakan metode analisis yang digunakan untuk 

menggambarkan pengukuran kuantitatif senyawa (obat) atau metabolitnya 

dalam cairan biologis, seperti darah, plasma, serum, urin atau ekstrak 

jaringan. Metode bioanalisis digunakan dalam melakukan evaluasi dan 

interpretasi hasil pada uji farmakokinetik, bioavaibilitas, bioekivalensi dan 

toksikokinetik dari obat atau metabolit obat (Pandey et al., 2010). Salah 

satu faktor penting dalam prosedur validasi metode bioanalisis, adalah uji 

evaluasi terhadap stabilitas obat dan metabolit obat dalam matriks biologis 

seperti plasma darah. Uji stabilitas obat bertujuan untuk mengetahui 

Gambar 1. Stuktur senyawa Tiopiperin 
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pengaruh stabilitas sampel/analit terhadap berbagai kondisi penyimpanan 

tertentu (Van De Merbel et al., 2014). Berbagai kondisi penyimpanan 

tersebut meliputi  penyimpanan selama proses pembekuan dan 

pencairan, penyimpanan dalam ruang analisis, dan penyimpanan dalam 

alat/ instrument selama proses analisis.  Hal ini menjadi proses yang 

krusial karena terdapat kemungkinan bahwa obat yang dianalisis tidak 

stabil di bawah penyimpanan, kondisi, atau perlakuan tertentu yang 

mengakibatkan degradasi/kehilangan jumlah obat sebelum dianalisis  

yang menyebabkan ketidakakuratan hasil penentuan kadar yang diperoleh 

(Briscoe and Hage, 2009). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

sebelumnya telah dilaporkan beberapa obat yang tidak stabil didalam 

plasma darah.  Penelitian yang dilakukan oleh  (Wang et al., 2007) 

Senyawa asam kafeat fenetil ester dan derivat fluorinasinya mengalami 

degradasi hingga 80% dalam plasma darah tikus pada pengujian stabilitas 

short-term setelah disimpan dalam suhu 4oC, 25 oC dan 37 oC selama 24 

jam. Penelitian lain yang dilakukan oleh (Pan et al., 2017), Senyawa 

arecoline mengalami degradasi dalam plasma sekitar 15% setelah 12 jam 

disimpan pada suhu ruang. Berdasarkan penelitian tersebut bahwa tidak 

semua molekul obat stabil didalam plasma. Oleh karena itu, perlu untuk 

mengetahui  stabilitas tiopiperin dalam plasma darah. 

Dalam melakukan metode bioanalisis obat dalam plasma digunakan 

instrument RP-HPLC. Metode ini memiliki kemampuan untuk menganalisis 

sampel dengan rentang polaritas yang berbeda,  selektif, memilliki 
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sensitivitas yang tinggi dengan batas deteksi yang rendah, dan preparasi 

sampel yang mudah (Kirthi et al., 2014; Moldoveanu and David, 2017). 

Dalam validasi pengembangan metode bionalisis, dilakukan uji stabilitas 

terhadap sampel matriks biologis seperti plasma darah meliputi uji 

stabilitas autosampler, bench-top (short-term), extract or processed, 

freeze-thaw, long-term, dan stock solution. (Food and Drug Administration, 

2018). Sampai saat ini, Belum ada penelitian yang dilaporkan terkait 

dengan data stabilitas dari senyawa tiopiperin dalam plasma darah 

dengan menggunakan metode HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography). Pengujian stabilitas dalam validasi metode bioanalisis 

menjadi faktor yang penting dalam melakukan interpretasi hasil pada uji 

farmakokinetik, farmakodinamika dan bioekivalensi dari obat.  

Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukanlah penelitian mengenai uji 

Stabilitas senyawa tiopiperin turunan piperin dalam sampel plasma darah 

tikus dengan HPLC. 

1.1 Rumusan Masalah 

Bagaimana stabilitas dari senyawa tiopiperin dalam plasma darah tikus 

dengan menggunakan HPLC? 

1.2 Tujuan Penelitian  

Untuk mengevaluasi stabilitas dari senyawa tiopiperin dalam plasma 

darah tikus dengan menggunakan HPLC  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

II.1 Tiopiperin 

      Tiopiperin merupakan senyawa turunan piperin yang mengalami 

modifikasi stuktur berupa substitusi atau penggantian gugus karbonil 

(C=O) dengan gugus tiokarbonil (C=S) pada stuktur piperin. Tiopiperin 

memiliki pemerian berupa serbuk berwarna oranye, memilki bau khas 

sulfur. Tiopiperin larut dalam metanol, aseton, dan kloroform tetapi agak 

sukar larut dalam air. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh 

(Sukmana, 2018) Tiopiperin berhasil disintesis  dari senyawa induk piperin 

dengan menggunakan pereaksi Lawesson sebagai agen tionasi dan 

tetrahidrofuran sebagai pelarut dengan memberikan %yield sebesar 

85,64%. 

Beberapa penelitian telah melaporkan adanya aktivitas 

farmakologis dari tiopiperin. Berdasarkan Penelitian yang dilakukan oleh 

(Sukmana, 2018) Tiopiperin menunjukkan adanya aktivitas terhadap 

enzim siklooksigenase-2 (COX-2) pada uji prediksi in silico yang dilakukan 

yang ditunjukkan dari nilai energi ikatan yang lebih kuat jika dibandingkan 

dengan piperin dan asam arakhidonat sebagai senyawa pembanding yang 

telah terbukti aktivitasnya. Dalam penelitian yang yang dilakukan oleh 

(Aswad et al., 2020). Tiopiperin juga memiliki potensi sebagai anti kanker 
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dengan mekanisme sebagai inhibitor kuar dalam proses aktivasi dari 

faktor transkripsi NF-kB pada sel kanker payudara.  

 

 

 

II.2 HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 

II.2.1 Pendahuluan 

HPLC (High Perfomance Liquid Chromatography) atau biasa juga 

disebut Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan suatu teknik 

pemisahan analit/senyawa berdasarkan kepolarannya dengan 

menggunakan fase gerak cair yang dialirkan melalui kolom (fase diam) 

dengan menggunakan bantuan  tekanan. Dengan memberikan tekanan 

tinggi, akan meningkatkan laju dan efisiensi pemisahan. Adapun 

keunggulan metode HPLC dengan metode analisis yang lain yaitu berada 

pada akurasi dan kepekaan yang tinggi  dengan batas deteksi yang 

rendah serta cocok untuk memisahkan senyawa senyawa yang bersifat 

termolabil atau tidak tahan terhadap pemanasan yang tinggi. Peningkatan 

akurasi dan efesiensi pemisahannya didasarkan atas peningkatan 

performa dari kolom (fase diamnya)(Susanti and Dachriyanus, 2011) 

Prinsip Pemisahan yang terjadi dalam HPLC didasarkan atas 

adanya solut atau zat–zat terlarut terpisah oleh perbedaan kecepatan 

elusi, dikarenakan solut-solut ini melewati suatu kolom kromatografi.  

Gambar 1. Stuktur senyawa tiopiperin 


