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ABSTRAK

Elsa Mualim. Validasi Metode Analisis Spektrofotometer UV-Vis untuk
Mengukur Amphotericin B pada Mukosa Hidung Babi dan Otak Tikus
(dibimbing oleh Andi Dian Permana).

Latar belakang. Amphotericin B (AmB) adalah obat lini pertama yang digunakan
untuk pengobatan meningitis kriptokokus. AmB memiliki permeabilitas yang buruk
pada saluran cerna dan sawar darah otak karena berat molekulnya yang besar
serta kelarutan yang rendah. Selain itu, AmB juga dilaporkan memiliki efek
samping sistemik yang tinggi. Oleh karena itu, penting untuk mengembangkan
AmB dalam suatu sistem penghantaran yang lebih optimal. Dalam proses
pengembangan formulasi, validasi metode analisis perlu dilakukan untuk
mendapatkan hasil pengukuran AmB yang akurat. Tujuan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengembangkan suatu metode analisis menggunakan spektrofotometer UV-
Vis untuk mengukur AmB pada jaringan biologis tubuh seperti mukosa hidung dan
otak. Metode. Metode analisis yang dikembangkan kemudian divalidasi
berdasarkan pedoman ICH dengan menilai parameter spesifitas, linearitas, akurasi
dan presisi, Limit of Detection (LOD) dan Lower Limit of Quantification (LLOQ),
dilution integrity, dan extraction recovery. Hasil. Hasil yang diperoleh menunjukkan
nilai koefisien linier (r) dari kurva baku AmB yaitu 0,999. Nilai LLOQ dalam jaringan
mukosa hidung dan jaringan otak masing-masing adalah 1,55 pg/mL dan 1,62
pg/mL. Akurasi dan presisi dari metode analisis yang dikembangkan terbukti tepat
tanpa pengaruh pengenceran. Kesimpulan. Oleh karena itu, metode ini berhasil
diterapkan untuk mengukur jumlah AmB dalam jaringan biologis seperti jaringan
mukosa hidung dan otak.

Kata kunci: Amphotericin B, Validasi Metode Analisis, Spektrofotometer UV-Vis,
Mukosa hidung, Jaringan Otak.
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ABSTRACT

Elsa Mualim. Validation of UV-Vis Spectrophotometer Analysis Method to
Measure Amphotericin B in Pig Nasal Mucosa and Rat Brain (supervised by
Andi Dian Permana).

Background. Amphotericin B (AmB) is the first-line drug used for the treatment of
cryptococcal meningitis. AmB has poor permeability to the gastrointestinal tract and
blood brain barrier due to its large molecular weight and low solubility. In addition,
AmB is also reported to have high systemic side effects. Therefore, it is important to
develop AmB in a more optimized delivery system. In the formulation development
process, validation of the analytical method is necessary to obtain accurate
measurement results of AmB. Aim. This study aims to develop an analytical
method using UV-Vis spectrophotometer to measure AmB in biological body tissues
such as nasal mucosa and brain. Methods. The developed analytical method was
validated based on ICH guidelines by assessing the parameters of specificity,
linearity, accuracy and precision, Limit of Detection (LOD) and Lower Limit of
Quantification (LLOQ), dilution integrity, and extraction recovery. Results. The
results obtained showed the linear coefficient (r) value of the AmB standard curve
was 0.999. The LLOQ values in nasal mucosa tissue and brain tissue were 1.55
ug/mL and 1.62 ug/mL, respectively. The accuracy and precision of the developed
analytical method proved to be precise without the effect of dilution. Conclusion.
Therefore, the method was successfully applied to measure the amount of AmB in
biological tissues such as nasal mucosal tissue and brain.

Keywords: ~ Amphotericin B, Analytical Method Validation, UV-Vis
Spectrophotometer, Nasal mucosa, Brain Tissue.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Amphotericin B (AmB) merupakan obat antijamur dengan spektrum luas dan
digunakan sebagai lini pertama dalam pengobatan meningitis kriptokokus pada
otak yang umumnya diberikan secara intravena selama 2 minggu (WHO, 2022).
AmB termasuk kedalam Biopharmaceutics Classification System (BCS) kelas IV
yang ditandai dengan kelarutan yang buruk dan permeabilitas yang rendah,
sehingga berdampak terhadap bioavailabilitasnya pada jaringan target (Mutlu-
Agardan dkk, 2021). AmB juga tidak dapat diabsorpsi pada saluran gastrointestinal
serta tidak dapat menembus sawar darah otak karena ukuran partikel yang sangat
besar (Cuddihy dkk, 2019). Selain itu, AmB dilaporkan memiliki efek samping
sistemik yang tinggi seperti gangguan ginjal, kelainan elektrolit hingga anemia
(Jarvis dkk, 2020). Berdasarkan permasalahan tersebut, maka perlu dilakukan
pengembangan sistem obat yang lebih efektif dan optimal dalam menghantarkan
AmB ke jaringan target tanpa efek samping yang tinggi.

Dalam pengembangan sistem obat baru, diperlukan penguijian in vitro, ex vivo
dan in vivo untuk menentukan kelayakan, keefektifan dan keamanan dari obat
tersebut (Nurmaulawati dkk, 2021). In vitro merupakan pengujian yang
menggunakan lingkungan serupa dengan keadaan di dalam tubuh makhluk hidup
(Wen dkk, 2022). Ex vivo yaitu pengujian yang menggunakan jaringan hidup di luar
tempat asalnya namun masih dalam peralatan laboratorium dimana lingkungannya
dipertahankan untuk mensimulasikan kondisi alamiah. Sementara itu, in vivo
mengacu pada pengujian yang dilakukan di dalam tubuh hewan coba. Namun,
sebelum ketiga pengujian tersebut dilakukan perlu dikembangkan suatu metode
analisis yang tervalidasi dan mampu mengukur senyawa AmB pada jaringan
biologis.

Pengembangan metode analisis merupakan bagian yang sangat penting dalam
pengembangan obat untuk mendapatkan hasil pengujian secara kuantitatif. Metode
analisis yang akan dikembangkan harus tervalidasi agar hasil pengukuran yang
diperoleh dapat dipercaya dan dapat diinterpretasikan (Rios dkk, 2020).
Sebelumnya, telah dilakukan validasi metode analisis untuk mengukur AmB dalam
cairan serebrospinal, plasma darah dan urin menggunakan Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry (LC-MS) (Pippa dkk, 2021). Namun, metode ini memiliki
kekurangan yaitu membutuhkan peralatan yang canggih, relatif mahal, dan tidak
tersedia di beberapa tempat, khususnya laboratorium kecil. Analisis AmB
mengunakan kromatografi gas juga tidak dapat dilakukan, karena instrumen ini
hanya dapat menganalisis senyawa-senyawa yang mudah menguap (Capitain dan
Weller 2021). Oleh karena itu, diperlukan alternatif instrumen analisis lain yang
lebih efisien dan efektif dalam mengukur AmB pada jaringan biologi secara
kuantitatif.



Salah satu instrumen yang dapat digunakan sebagai alternatif adalah
spektrofotometer UV-Vis. Instrumen ini dipilih karena akurat, fleksibel, sederhana,
cepat, biaya efektif, dan masalah perawatan yang minimal untuk penelitian di
laboratorium dengan peralatan yang sederhana (Verma dan Mishra, 2018).
Penelitian yang dilakukan oleh Nath dkk, 2020 telah membuktikan bahwa metode
analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk mengukur AmB telah valid
dan dapat diterima (Nath dkk, 2020). Akan tetapi, penelitian tersebut tidak
melakukan validasi metode analisis pada jaringan biologis tubuh. Analisis
kandungan obat pada jaringan biologis tubuh sangat penting dilakukan untuk
memperoleh data stabilitas, profil kinetik dan profil farmakokinetik dari kandidat obat
baru (Nugrahaningsih dan Afanin, 2022). Maka dari itu, pada penelitian ini
digunakan spektrofotometer UV-Vis untuk mengukur kadar AmB dalam jaringan
biologis.

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan dan memvalidasi metode
analisis AmB dalam sampel biologis seperti jaringan mukosa hidung dan jaringan
otak menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis. Selain itu, penelitian ini
juga diharapkan dapat menjadi inovasi terbaru serta bentuk kontribusi untuk
pengembangan sistem obat baru. Metode analisis yang dikembangkan telah
divalidasi secara cermat berdasarkan persyaratan International Council for
Harmonization (ICH) dengan parameter yang diuji adalah spesifitas, akurasi,
presisi, linearitas, Limit of Detection (LOD), Lower Limit of Quantification (LLOQ),
dilution integrity dan extraction recovery.

1.2 Tujuan dan Manfaat

1. Menentukan metode ekstraksi untuk analisis AmB pada jaringan mukosa
hidung dan otak menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

2. Memperoleh parameter validasi dari metode analsisis AmB menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.



