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Ririn Sumiyani1·, Sudibyo Martono2, Sugiyanto3 

ABSTRACT: A rapid, accurate, and sensitive method for determining /isinopril 
in spiked plasma was developed by means using an Ultra Performance Liquid 
Chromatography (UPLC) with 1-fluoro 2,4 dinitrobenzen (FDNB) derivatization. 
Lisinopri/was precolumn derivatizedwith FDNB Qt optimum condition. i.e. room 
temperature and borate buffer at pH 11, subsequently analyzed with UPLC 
/socratic condition of acetate buffer (0.01 M, pH 3.50) : acetonitrile : metana/= 
70 : 10 : 20 (v/v/v) as mobile phase, 0.3 mL/min of flow rate at A 296 nm were 
applf~ at A equity BEH C

18
column, nsultfng a linearity oflfsfnoprlf at range of 

concentration of5,0-100 ng/mL (Y = 410,59x + 211,91, r = 0.93). Theaccuration 
of the established method was achieved by 88,59:t6,01 to 101,70:t 2,56% 
recovery, while the precision was shown with RSD value of2,57- 8,16 %,limit of 
detection (LOD) instrument of 0,73 ngjmL and limit of quatijication (LOQ) 2,44 
ng/mL, dwith Rl = 0,9987 dan r = 0,9993. In addition, the resulted LOD and LOQ 
more or less similar with the published HPLC-MS-MS method (1 .03-1 0.0 ngjmL). 
Hence. it could be concluded that the developed UPLC method can be used as an 
alternative method for determining lisinopril in plasma. 

Keywords: Lisinopril, FDNB, derivatization, UPLC 

ABSTRAK: Penetapan kadar lisinopril dalam spiked plasma secara Ultra 
Performance Liquid Chromatography (UPLC) melalui derivatisasi dengan 1-fluoro 
2,4 dinitrobenzen (FDNB) merupakan metode yang cepat, sensitif dan akurat. 
Derivatisasi precolumn lisinoprll dan FDNB optimum pada suhu kamar, suasana 
dapar borat pH 11,0, dilanjutkan analisis secara UPLC isokratis menggunakan 
kolom Acquity BEH C..a dill\ fase &erak dapar asetat (0,01 M pH 3.50): asetonitril: 
metanol (70: 10: 20, v fv fv),laju alir 0,3 mL/menit pada A 296 nm, menghasilkan 
llnietitas kadar lisinoprll dalam spiked plasma pada rentang 5,0 -100 ng/mL 
terhadap luas area lisinoprli-DNB dengan persamaan Y = 410,59x + 211,91 
dengan RZ ~ 0,9987 dan r ~ 0,9993 Akurasi metode ditunjukkan dengan nilai % 
rekoveti sebesar88,59±6,01 smpai dengan 101, 70± 2,56%. Ketelltian ditunjukkan 
dengan nilai RSD 2,57- 8,16 %, sedangkan Batas Deteksi Instrumen = 0,73 ngf 
mL dan Batas Kuantitasi = 2,44 ngfmL. Hasil Batas Deteksi penelitian ini relatif 
sama dengan Batas Deteksi penetapan kadar lisinoprll secara HPLC-MS (1.03-
10,0 ngfmL). Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa metode ini berpotensi 
dikembangkan sebagai metode altematif pengganti HPLC-MS untuk penetapan 
lisinoprll dalam plasma. 

KatD lcund: Lisinopril, FDNB, derivatisa.si, UPLC 
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PENDAHULUAN
Ltsinopril [LN) dengan nama Hmia f25.)-r-

[ ( 2 S) - 6-a nino - 2 [ [ ( 1 S) - 1 - carbory' 3 -p h enylpro pyl ]
ominol hexonoyll pytole -2-corborylic ocid,

adalah dipeptida sintetik {lisil-prolin) yang

merupakan pilihan utama untuk penBobatan

hipertensi, iuga untuk gagal iantung dan setelah

infark miokard (1,2). Lisinopril adalah inhibitor
enzim pengubah angiotensin atatu ACE Inhibitor
yang merupakan senyawa aktif yang analog
dengan lisin enalaprilal Secara rn vitra lisinopril
lebih aktif dibanding enalaprilal Lisinopril
diabsorpsi secara lamba! bervariasi dan tidak
sempurwr [sekitar 30%J setelah pemberian

orat (2). Obat anti hipertensi golongan inhibitor
enzim pengubah angiotensin at:lu ACE Inhibitor
adalah salah satu dari 48 jenis obatyang meniadi
prioritas Badan Pengawas Obat dan Makanan
Republik Indonesia IBPOMRI) untuk dilakukan
uii bioekivalensi [3). Prinsip uji bioekivalensi
adalah membandingkan proses penyerapan,
metabolisme dan ekslio'esi obat yang diuji dengan
obat inovatornya. Oleh karena itu diperlukan
penetapan kadar obat dalam darah {plasma)
dari waktu ke waktu, sehingga suatu metode
penetapan kadar obat dalam darah yang valid
mutlak diperlukan-

Uii bioekivalensi lisinopril memakai HPLC-

Tandem Spektra-Massa telah dilakukan oleh
Zbou et al. (4) dan Qin et aL (5, 6J, Pengukuran
HPLC-Tandem Spektra-Massa (HPLC-MS-MS)

memberikan hasil yang sensitifdan akurat, tetapi
biayanya sangat rnahal oleh karena iur perlu
dikembangkan metode lain yang lebih murah.

Lisinopril di daerah UV-Vis mempunyai
serapan rendah karena minim gugus lcomofor,
oleh karena itu analisis dengan spektrofotometer
biasanya dilakukan melalui derivatisasi dengan
cara direaksikan dengan senyawa penderivat
untuk membentuk suatu senyawa yang
berfluoresensi atau ditambah gugus la'omofor
sehingga sensitivitasnya meningkat (1, 7).

Analisis lisinopril secara speldrofotometri
menggunakan 1-Fluoro 2,4 Dinitrobenzen
(FDNB) telah dilakukan ole Paraskevas et aL (1).
Dalam metode ini digunakan laruta[ lisi[opril
dalam akuades, yang selaniutsrya direaksikan
dengan mNB dalam asetoniEil pada pH &2
(dapar borat], lalu difnnaskan pada suhu 6O.C
selama 45 meniL Derivat lisinopril diukur pada
panjang gelombang ({ 3565 dan 405,5 nm.

Kurva kalibrasi menuniukkan linear (r > 0,996
pada kedua I tersebut). Batas kuantitasi adalah

3,49 x 10'5 M dan 5,69 x 10{ M untuk L 356,5 dan

405,5 nm. Akurasi dan presisi metode memenuhi
peByaratan denBan nilai recovery 99,2-l00,4o/o
pada 405,5 nm dan 97,9-104,30/6 pada 356,5

nm, sedangkan nilai Relative Standard Deviation
(RSDI 0,,18-0,92% pada I 405,5 nm dan 0,35-
0,510/6 pada 356,5 nm.

Selain Paraskevas et ol. (l), derivatisasi
lisinopril dengan FDNB iuga dilaporkan oleh
Abdel-Razak etoL (8). Dalam penelitian tersebut
digunakan Lisinopril 0,25010 (Vv) dalam metanol.
Reaksi diamati den*an spelfofotometer pad3

I 400 nm, pH 10, suhu 80'C dengan waktu
reaksi 30 menil Kelemahan metode ini adalah
produk derivadsasi hanya stabil dalam waktu
kurang dari 30 menil Telah diketahui bahwa
kelarutan lisinopril dalam metanol lebih besar
dibandingkan kelarutan lisinopril dalam air (1,

8), sehingga reaksi dalam pelarut metanol lebih
cepat dibandingkan dalam air. Oleh karena itu
dalam penelitian ini, reaksi derivatisasi lisinopril
dan FDNB dilakukan dengan cara melarutkan
lisinopril dalam metanol.

Analisis lisinopril dalam spiked plasma
mqlalui dcriyrtisasi dergrn FDNB secrra Ulda
Performance Liquid Chromatography (UPLC')

hingga saat ini belum pernah dilaporkao
sehingga m€tode UPL{ ini dipilih untuk
memvalidasi metode penetapan kadar lisinopril
dalam spiked plasma melalui derivatisasi dengan
FDNB. Analisis secara UPLC dilalarkan &ngan
menggunakan kolom Acquity UPLC6 BEH Crs 1,7
gm (2,1 mm x 50 mm) fwaters). Setektifitas,
linieritat batas deteksi, batas kuantitasi, akurasi
dan presisi merupakan parameter-paramter
yang divalidasi di dalam penelitian ini. Metode
analisis yang telah tervalidasi pada penelitian
ini, dapat dlgunakan sebagai metode alternatif
untuk uii bioekivalensi. Metode ini lebih murah
dibandingkan metode-metode yang ada yang
telah digunakan selama ini, yaihr HPLC tandem
spekEa-massa.

i,|ETODE PE EL]TIAN
Bahan

Lisinopril baku pembanding demiat pro
analisis (Sigma), serta NarB.O7.2HrO, NaOH dan
KCI deralat pro analisis (E. Merck), Akuabides

tfid farrfrt M. vol a No.I . Jonnd mrc 345
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Derivatisa5i dengan 1_Fluoro2,4 Dinitrobenzen

(PT. Ikapharmindo Putramas), asam asetat

pekat (HAc), metanol (MeOH), dan asetonitril
(ACN) deraiat pro HPLC diperoleh dari MercL

dan 1-fluoro-2+dinirobenzen (FDNB) derafat

derivatisasi untuk 6as Chromatogrdphy,

Ahr
Spektrofotometer (Shimadzu), pH meter,

seperangkat alatUPLC AcquityWaters dilengkapi

detektor UV-Vis dengan kolom Acquity BEH C1s

(1pm) pre-packedkolom 50 mm x2,6 mm: 1,7 pm

dilengkapi dengan kolom gaard (Waters). Selain

itu digunakan juga sentrifus Biofuge, U,ltrosontc

Eat r (Branson 1 ZO0), milcopipet ukuran 20-200

ul, 200-1000 d [Socorex Acura 821) dan ukuran

0,5-5,0 mL (Brand Transferpew) serta alat-alat
gelas yang lazim digunaken di laboratorium
analisis.

maksimum lisinopril'DNB, I matsimum yant

diperoleh digunakan pada analisis UPLC.

Opt&nrd pererrter UPt C pade penaefn
kad., llsinopril melalui d€rlvatls.sl dengan

FDNB
1. Pembuatan fase gerak dengan komposisi hasil

optimasi: Fase gerak terdiri dari dapar asetat

pH 3,5 pada kadar 0,01 M ; ACN : MeOH

pada perbandingan 7O:2010, 70:15:15 dan

70:10:20 [v/v/v] pada laiu alir 0,3 ml/menit
dilakukan optimasi, selaniutnfa dilakukan

optimasi pH [3,5; 45 dan 5,5] pada fase gerak

opdmum. Setelah itu dilakukan optimasi

laiu alir [0,2 ; 0,3 dan 0,4 mllmenit] pada

komposisi hse gerak dan pH optimum' Selain

itu dilskuls oPimasi rnol ^rn FDNB /
lisinopril dan waktu derivatisasi dilaniutl<an

uji kesesuaian sistem.

2. Pr€parag sampel untrk uii akurasi &n
presisi: Plasma yang digunakan diperoleh dari

Palang Merah Indonesia IPMIJ, disimpan pada

temp€rahrr -20'C sampai siap dianalisis gmpel

plasrna 25O0 pL dicampur dengan 250,0 pL

lisinopril yang dlryrked fl<adar akhir lisinopril
5-100,0 n&/ml), divort€x 10 detik dideproteinasi
dengan asetonitril 750 lll. dengan vortex 20 detik
dan disentrifus 5000 rpm 10 menit Supernatan

diambil 250,0 td, ditambahkan dapar borat
200,0 & dan FDNB sejurnlah tert€ntu sesual

dengan jumlah mo, ruab t€rpilih dan dilakukan
derivatisasi sebagaimana yang telah dijelaskan
Hasil deri\atisasi disarinB dengar penyarlng
miliqrc o,2 gm dan diulafi dengan UPLC pada

I maksimum lisinopril-DNB. Dari data yang

diperoleh diburt kurva lirder kader hs@l
terhadap luas area (mV) lisinopriFDNB.

3. Uji kesesuaian sistem: Uii kesesuaian sistem
dilakukan untuk memistikan keefektifan
sistem operasional pada hasi optimasi yang
dilakukan. Uii dilakukan dengan cara membuat
larutan lisinopril kadar kecil [25 nglml) dan
besar (45 ng/mLJ masing-masing 6 replikasi,
Ialu dilakukan derivatisasi, dan kemudian
hasil diinieksikan pada UPLC.

V.lldatl m€tode analBis
Validasi metode meliputi selektivitas,

linieritas dan Batas Deteksl serta Batas
Kuantitasi, ketepatan (accuracy) dan ketelitian
(repeatabiliy).

Jurr,,l faar,cri kffi. vola{o I . lonuoriml6

Oprim.sf rca*ti derlY.tk si
1. Pembuatan larutan standar: Lisinopril 1mg/

mL dibuat menggunakan Pelarut metanol,

sedangkan larutan FDNB 1 mg/ml dibuat
dengan pelarut asetonitril. Pembuatan
pereaksi ini harus dilakukan dan ditangani
secara hati-hati, karena dapat mengiritasi
kulil Dapar borat 0,125 M yang mengandung
KCI 0,125 M dibuat dengan menimbang H3BO3

dan KCI yang sesuai dan dibuat pada pH yang

diinginkan (dibuat pH 8; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0;
10,5; 11,0 dan 11,51 dengan menambahkan
NaOH 1,0 M seiumlah tertentu secara ha6-
hati hinBBa pH yang diinginftan tercapai. pH
larutan yang diperoleh diukur menggunakan
pH meter.

Z, Derivatis8si lisinspril dcn penentucn penisng
gelombang maksimum: l-arutan lisinopril
dipipet sebanyak 100,0 BL, lalu ditambahkan
500,0FLdaparborat 300,0BLFDNBdan2,1 mL
asetonitril. Campuran larutan dihomogenkan,
lalu ditambah 100 pL HCI 0,1 N dan ditambah
asetonitril sampai 5,0 mL l,arutan yang
dihasilkan diukur dengan spekkofotometer
pada rentang panjang gelombang 200-600
nm. Optimasi pH, suhu reaksi, dan waktu reaksi
derivadsasi dilakukan dengan cara tersebut di
atas. Untuk optimasi mol roao FDNB/lisinopril
dan waktu kestabilan produk derivatisasi
dtlakukan menggunakan UPLC. Analisis
secara spektrofotomen'i dilakukan pada
kondisi optimum reaksi. Setelah didapatJ<an tr

346
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Optmasl pH dan suhu untuk rcaksl derivatisasl
llsinopdl dan FDI{B

Suhu reaksi dan pH pelarut mempengaruhi
reaksi derivatisasi Lisinopril dan FDNB, oleh
sebab itu dilakukan optimasi pH pelarut dan
suhu rraksi untuk mcmperoleh hasil deriwatisasi

lnng maksimal. Mol rorio dan waktu derivatisasi
juga turut dioptimasi.

Reaksi derivatisasi lisinopril optimum teriadi
pada pH 11,0 fGarnbar 1J, sedangkan untuk
optimasi suhu dilakukan optimasi pada suhu

kamar, 30, 40 50, 60, 70 dan 80'C. Variasi suhu

tidak memberikan perbedaan bermalcra terhadap
hasil reakl Oleh karena itu selaniuhya dipilih
zuhu kamar sebagai suhu reaksi (Gambar 2).

Optimerl kondisi Urt o Perfomonce Uquid
ChrcnotogMprty IUPLCI

Optimasi kondisi UPLC dilakukan scbefum
dilakukan optimasi mol raf,ro waktu kestabilan
produk derivatisasl Optimasi kondisi UPLC ini
meliputi perbandingan fase gerak pH fase gerak
dan laju alir. Hasil optimasi komposisi fase gerak
dapat dilihat pada Tabel 1.

T

o

0,5

0
9 10 11 12

Gambar 1. Kun a hubungan pH (dapar bomt)
terhadap luas area (mV) lisinopilDNB

87

Tabel 1. Hosr'l optim asi komposisi fase gerak berbagai perbandingan untuk lisinopril-
DNB poda laju alir 0,3 mL/menit padaA2g6nm(n-S).

Komposisi
Fase

gerale

tnt
Iisinopril-DNB

(menitJ
Luas area

(mY)
N7 Tailing

facnr
Rst

70:20:10
70:15:15
7O: l0 :20

5,887i 0,01
5,6631 0,01
4,615l. 0,01

4.372.3361227.736,4
4.375.0261239.151,8
4.354.5181248.661,1

6.502,46i35,35 1,04010,002
6.719,96155,80 1,0S710,00S
7.078,091 81,O2 1,033i0,005

8,241 0,03
7,47t 0,02
5,87! 0,04

,Ir].t-"'s]s.,j::-1g]:rak 
larutan dapar asetat [0,01 M, pH 3,5J: asetonitrile : metanol dalam v/v/v.,\ = waktu retensi [menit].

N = lempengteorlds.
oRs = resolusi

lumal fan or, hdot .tto. Vot.I l,lo.I. Januoi ZOt 6
347
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Gambar 2. Kurva hubungan sthu terhadap
luas oreo (mV) liinopril-DN B.
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Derivatisa5i dengan 1 -Fluoro 2y' Din;trobenzen

Komposisi fase gerak dapar asetat {0,O1 M,

pH 3,5):asetonitril: metanol = 70:.10:20 (v/v/v)
menghasilkan nilai N fiumlah lempeng teoritis)
terbesar,yaitu 7,01&09 dibandingkan komposisi

fase gerak yang lain, walaupun luas area pada

komposisi ini sedikit lebih kecil (< 1Yo) dari luas

area pada komposisi fase gcrak 70:15:15 {v /v /v)
fTabel lJ. Nilai N tinggi akan menghasilkan
puncak yang lebih ramping dan pemisahan yang

lebih baik Sehingga komposisi fuse gerak dapar
asetat (0,01 M, pH 3,5): asetonitril:metanol

= 7o:70:20 [v/v/v) dipilih sebagai fase gerak

terbaik dan digunakan untuk analisis berikutnya.
Optimasi pH tuse Berak dilakukan dengan

memvariasikan pH pada nilai pH 3,5; 45 dan

5,5. Komposisi Ese gerak dapar aseut (0,01 M,

pH 3,5): asetonitril; metanol = 70:1O:20 (v/v/v)
menghasilkan nilai N fiumlah lempeng teoritis]
t€rbesar yainl 7.01&09 dibandinglan dengan

fase gerak pada pH 45 dan pH 5,50 (Tabel 2)'
Dengan demikian disimpulkan bahwa pH = 3,5

merupakan kondisi pH optimum. Semakin besar

nilai N maka akan dihasilkan puncak yang lebih

sempit dan pemisahan yang lebih baik
Optimasi laiu alir pada komposisi fase gerak

buffer asetat [0,01M pH 3,5] : asetonitrll: metanol

= 70:10:20 (v/v/vl adalah langkah optimasi

selanjutnya yang dilakukan. Laju alir 0,2; 0,3 dan

0,4 ml/menit adalah nilai laju atiryang dioptimasi
untuk kondisi UPLC [Tabel 3). Ialu alir 0,2 mLl

TabI 2, Hasil Optimasi pH 3,5-5,5 pada Komposisi Fose Gerak Bufer Aetot [0,01 M) : Axbnitil :

Metanol Pefiondingan (70:10:20, v/v/v), Kecepaton Alir 0,3 mL/menit dan 7 296 nm (n = 5)'

Komposisi
Fase gerakd

pH
fase
gerak

trF
lisinopril-

DNB
(menitl

Luas area
(mY) NY Psl

Tailing

factor

7$:1$:2$
4,59510,51
4,500t 0,02

4,377!0,07

1,04510,019

1,039a0,fiz
1,048r0,002

6,841 0,02

6,75i 0,03

8,241 0,03

3,5

45
5,5

4.545.L7 6,00 L2 48.661,10

4.SO 4.522,4A*25.A29,39
4.527.837,80t22t.254,52

7.018,09r81,02
5.450,30153,17

6.197,33!28,35

Tabel3. Hasil Optimasi Kecepaton AIir (02; 03 dan 0,4 mUmenit) pado Kompoisi Fase
Gerak Bufer Asetat (0,01 M, pH 3,5) : Asetonitril : Metanol = 70:10:20 (v/v/v) (n = 5).

NI
Toiling

factor Rsi

70:10:20
7,L26! 0,07

4,601! 0,01

3,501r O,03

0,2

0,3

0,4

8.5 69.27 3,00 !54.4 4 6,40

5.673.698,40115.483,28

1.236.580,2017 1.481,66

5.487,71!28,60 1,05910.001

5.259,34t33,44 1,061610,002

4.402,44163.10 1,61,110,017

6,8910,02

6,49t0,02
5,81!0,03

"Komposisi fase gerak larutan bufer asetat (0,01 M, pH 3,S) : asetonitrile : metanol dalamv lv lv
tqr = rr"ktu retenri {m€nit},
,N 

= lempeng teorius,
rRs 

= resolusi.
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'Komposisi fase gerak'larutanbufer asetat {0,01 M, pH 3,5) : asetonitrile r metanol dalam v/v/v.
Ptn = waktu retensi (menit).
YN = lempengteorids
.fis = resolusl

Komposisi tnF

Fase taiu AIir lisinopril-
geral( (mL/min) DNB

(menit)

Luas area
(mv)
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menit, komposisi fase gerak dapar asetat [0,01 M,

pll 3,t: asetonitril: metanol = 70:10:20 [v/v/v)
menghasilkan nilai N fiumlah lempeng teoritis)
terbesar yaitu 5.487,11r28,60 dibandingkan laiu
alir 0,3 ml/menit yaitu 5.259,34133,44 [sclisih
t2 %). Namun, pada laiu alir ini, waktu retensi
lisinopril-DNB 1,5x lebih lama (\ = 7,15 menit)
dibardingkan w:ktu rst€nsi lisinopril-DNB
pada laiu alir 0,3 ml/menit (tR = 4,60 menit).
Sehingga disimpulkan bahwa kondisi optimum
analisis LisinoprilDNB secara UPLC adahh pada
komposisi fase gerak isolrratik-dapar asetat
(0,01 M, pH 3,5) : asetonitril : metanol = 70:10:20

[v/v/v] dengan laju alir 0,3 mvmeniL

Opdmasi mo, rolio dan ralrtu deriyatls.ii
Optimasi mol rohb dilakukan pada rentang

mol ratio FDNB/lisinopril 2/L-706/L (Gambar
3). Reaksi derivatisasi Lisinopril dengan FDNB
teriadi pada semua rcntar.gmol rotioyang dipilih
(data tidak dituniukkan), akan tetapi terpilih
mol ratio 76/l- 86/1 mengingat kurva tersebut
Iandai. Hal ini teriadi kemungkinan karena
strukfur lisinopril yang memah, luga karena
adanya sifat amfoter Lisinopril, yang memiliki
gugus karbokilat dan gugus amin primer.

R€aksi d€rivrtisrsi lisirroFril berialan sangrt
lambat karena stmktur lisinopril, sebagaimana
yang iuga dinyatakan oleh para peneliti lain

[9J, oleh karena itu waku kestabilan produk
derivatlsasi yang optimum harus dltentukan.

Waktu derivatisasi optimum adalah

56 menit dengan luas area lisinopril-DNB
209.588t6.568,68, sedangkaD untuk 70 menit
luas area = 20.9343t10.489,37 (Gambar 4).
Walaupun terdapat perbedaan 0,12016, namun
drpat dirrtilqn bahwa pcrbedaan luas area
produk derivatisasi 56 menit dan 70 menit tidak
bermakna Dengan demikian disimpulkan bahwa
produk dcrivatisasi dapat dilakukan mulai waktu
derivatisasi 56-70 menil

Selanjutnya dilakukan uii kesesuaian sistem

$abel aJ. Diperoleh nilat Rclative Standord
Deviatrbn (RSD) dari Refertrbn fime (tR) lisinopril-
DNB setara lisinopril kadar 30,0 ng/ml 0,578 <
toh, Tailing factor RSD = 1,91.9 s 2, luas area RSD

= 0,919 < 1% lempeng teorids 3776,745139,290
> dari 2000 dan resolusi 77.593 > 2. Parameter-
parameter ini memenuhi persyaratan yang
diterima yaitu RSD keterulangan dari (Q < 1%
(untuk n = 5), fakor ttiling (T) 3 2, resolusi (Rsl
> 2,0 dan nilai tlreoretical plates (N) > dari 2000,
serta fal(or kapasitas > dari 2,0 (101.

Selain lisinopril kadar 30,0 nglml" uji
kesesuaian sistem iuga dilakukan pada kadar
l2,O ng/ml {data tidrk ditunlukkanl yang
menghasilkan nilai RSD waktu retensi lisinopril-
DNBadalah0,62%< l.Yo,TailingfoctorRsD = 1.979

t-[@
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I
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Gambar 3. Kurtto hubungan mol rotio (FDNB/
Lisinopril) dan luos qrea Lisinopril-
DNB

Gembar 4. Waktu kestobilan produk
derivatiso si Lisinopil DN B terhadap
luos puncak
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validasi Metode Penetapan Kadar Lisinopril dalam Spi*ed Plasma S€cara Ulto Performonce Liguid Chbfiotogtuphy Melakti
Derlvatisasi dengan 1-Fluoro 2,4 Dinitrobenzen

Tebel.,. Hasil Uji Kesesuoian Sistfrti Lisinopril Kadar3o,ong/mlpada Kondii FaseGemkBufferAsetat
(0,01 M, pH 3,50) : Asebnitril : Mettnol = 70:10:20 (v/v/v) Loju alir 0,j mL/nenit (n = 6).

Replikasi Luas area

Imv]
Tailing

facnr Rst

7

2
3
4
5
6

R ta-rata
sD (r)

RSD 1o161

3.744,11
3.826,85
3.7 46,O4
3.755,E0
3.756,t2
3.827,55

3775,75
39,290
1,040

r,272
1,308
1,233
7,264
7,273
7,277

1,271
0,024
1,9t9

11,504
10,108
tl,736
13,511
t7,457
1,7,243

11,593
1,100
9,491

\= waktu retensi (menitl.
YN = lempeng teoritis.
eRs = resolusi.

< 2, luas area RSD = 1,841< 10/6, lempeng teoritis
3.733,737r.43A,202 > dari 2000 dan resolusi
10,240>2. Dari hasil tersebut disimpulkan bahwa
metode ini memenuhi uii kesesuaian sistem.

Validasi Metode Analisis
Validasi metode analisis dilakukan dengan

parameter uji selektivitas, linieritas, batas
deteksi, batas kuantitasi, akurasi dan presisL

Selektivitas metode UPIC untuk penetapan
kadar lisinopril dalam spiked plasma dapat
dilihat pada lcomatogram dan dihitung nilai
resolusi (Rs) antara oH-DNB dengan produk
derivatisasi lisinopril-DNB setara lisinopril 10
nglml. Lisinopril-DNB dan OH-DNB dibedakan
dengan melihat waku retensi yaitu waktu retensi
OH-DNB 2,359 menit dan lisinopril-DNB 5,458
meniL Selektivitas dibuktikan dengan pemisahan
yang bagus antara analit dan komponen lain
[seperti matrik impuritis, produk degradasi dan
metabolit) )rang ditunjukkan dengan resolusi
analit lebih dari 2,5 [11, 12). Dari hasil yang
dlperoleh dapat .tisiinpulkan bahwa selekttvitas
pada metode ini memenuhi persyaratan validasi.
Kromatogram blanko plasma, FDNB dalam spiked
plasma dan lisinofil.DNB dalam spitsd plasma
ditampilkan pada Gambar 5.

Kromatogramr [A) blanko plasma, IBJ
FDNB dalam spiked plasma, dan [C)
lkinopril-DNB i.tara lkinopril 30 r!&/ml
dalam spi&ed plasma- Kondisi analisis:
fase diam: kolom Acquity BEH C," [1,7
yml pre-pockedValom {50 mm x 2.6 mm)
dilengkapi dengan kolomruord [Waters],
fase gerak : kondisi isolcati& Bufer
Asetat (0,01 M ): asetonitril: metanol

{7Ot7Ot2O, v /v/v),l{u alir 0,3 ml/menit
dan detektor W pada /r 296 nnr-

I

Gambar 5.

i

I

lt
a

c
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hP
Lisinopril-

DNB
(menit)

N1

5,200
5,203
5,145
5,135
5,L44
5,158

5,16,r
0,030
0,578

12.252
12.532
12.475
72324
72.263
72.357

12.367,83
113,6L9

0,919
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Uji linieritas dilakukan dengan cara membuat
kurva baku dalam spiked plasma pada kadar
5,0-100 ng/ml dan didapatkan kurva hubungan
antara kadar lisinopril dalam spiked plasma
dan luas area lisinopril-DNB adalah Y = 410,59x
+ 277,97 dan r = 0,9993 (Gambar 6). Kriteria
evaluasi garis regresi tidakdiatur dalam panduan
vatidasi mstodr anahsis 5rang dipubtikasikan
oleh European Medicines Agency (2011), tetapi
dapat ditemukan dalam panduan bioanalisis
yang dipublikasikan oleh UNODC (13), yang
menyatakan bahwa nilai r > 0,99 seringkali
digunakan sebagai lciteria penerimaan linieritas.
Dengan demilian dapat disimpullan bahwa
kurva yang dihasilkan linier sehingga dapat
digunakan sebagai kurva baku dan perhiu.rngan

batas deteksi dan batas kuantitasi dari insfumen.

50 o0o

.0 000

!o 000

r0 000

I0 cco

0t0t0to

Nilai 0/6 rekoveri untuk lisinopril dalam qpiked

plasrm pada kadar 20, 50 dan 80 ng/ml didapatlan
9&9617.90 - 109.8,1i5.96% [rabel 5). Nilai 0/6

rekoveri ini telah memenuhi perqraratan validasi
Kadar analit 10-100 ppb nilai 0/6 rekoveri yang

diperbolehkan adalah 80-100%" Dengan demikian
akurasi metode fang dituniulden dengan nilai %
rukov'eri rnqnetrfti pgrryrreten vaHasi

Uii ketelitian yang dilakukan pada validasi
metode UPLC ini adalah repeotabilivl
ketemlangan, yaitu p€nentuan berulang yang

dilakukan pada satu laboratorium dengan satu
peralatan tertentu, oleh seorang analis dalam
interval wa.ku yang pendelc Uii ini dilahrkan
dengan membuat 6 replikasi sampel pada kadar
30,0 ng/ml dan 50,0 ng/ml yang dilakukan
secara spiked pada ptasma (Tabel 6J, selaniuhya

E

2
+

cI
.I

I

y: alo.:tr r 2u,tl
Ir r O.9987
r. 0,99t3

40 so ao ,o t0 90 td, tto
l(d.. lldiot l (^!/n{.f

i

Gambar 6, Kur1,o kodor boku liinopil tcrhsdop Luos puncok Liinopi-DNB dolom spiked posmo. r(ondist
onalisis: fose diom: kolom Acquity BEH c n [1,2 pm) pre-packed, kolom (s0 mm x 2,6 mm) dilengkapi dengon
kolom guard (Waters), fase gerak : kondisi isokrqtik Buler Asetat (0,01 M, pH 3,5): asetonitil : metanol
p0:10:2Q vft1\t), laJu ottr 0) ml/menlt, don detzctDt IIIWS l 296 nm.
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Validasi Metode Penetapan Kadar Lisinopril dalam Spiked Plasma *<aa Ultrd Pefiomonce Lhuid A@notogtophy Melallji
Derivatisasi dengan l-Fluoro 2l Dinitrobenzen

dilakukan derivatisasi dengan proscdur sama

dengan prmedur pada uli selektivitas Uli presisi

memberikan 2.&7.95%. Unurk kadar analit 100
ppbr ketelitian (presli) Vang ditErinra iika RSD <

15%, s€dangken unhlk analit 10 ppb, keteutian

fang diterima iika RSD < 25 0/6. Sehinqsa, hasil uji
ketelitian (Tabel 6) yang dilalorkan telah memenuhi
nibi RSD yang telab ditenbLar! RSD < 150/6,

Tabel 5. Hosil uii ketepatan metode UPLC penetapon kadar lisinopril kodar 20,0 ; 50,0 dan
80,0 ng/mL dalam spiked plosma pada kondii fase gerak bufer asetdt (0,01 t4, pH
3,5) : asetonitril : metanol {70:10:20, v/v/v), laju olir 0,3 menit/mL (n = 6)

Kadar
lisinopril
{nglmL}

Luas area
terukur

(mYJ

Kadar lisinopril
Terhitung

{ng,/mL)

o/o

Rekoveri
Rata-rata

o

R€koveri

sD (%) RSD [0/6)

5 1.933
LA43
2.123
2.O73
2.L23
2.749

5,26
5,04
5,71

5,45
5,71
5,78

105,12
L00,77
114 30
108,98
t14,30
r15,55

109,84 5,96 5,43

20 8.456
7.946
8.212
7.753
7.97 0
7.974

27,02
79,7A
20,43
79,32
1q84
19,85

105,09
9892
102,14
96,59
99,21
99,26

100,20 2,97 2,96

50 22.9+5
18.767
18.990
21.220
18.686
21.202

55,06
45,93
46,47
51,86
45,74
51,82

110,12
97,46
92,94

703,72
91,47
103,63

9996 7,90 7,98

80 32.686
33.222
34.495
34.666
32.838
33.800

79,56
80,86
83,93
84,35
79,93
42,26

99,45
707,07
704,92
105,43
99,97
102,82

702,27 2,54 2,48

100 40.605
39.824
40.478
40.238
45.467
41.489

98,70
96,8',J.

9439
9Z8r

110,43
100,83

98,70
96,81
98,39
97,81
110,43
100,83

100,50 505 s,02
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Hasil validasi metode analisis pada kondisi ini
terbuki memenuhi perqBratan seleldvitas yaiur
r€solusi lisinopril-DNB > 2,5, lmrva balcr lisinopril
dalam spite plasrna dibuat dad kadar 5,G100,0
n&/mL didapatlGn persamaan reEresi Y = 41O59x

+ 211,91 dengan R'z= O9987 dan r = O9993, serta
batas detelGi 0I)D) dari instumen = 0,73 ng/ml
dan batas kuantitasi o,OQ) = 2,++ ng,/ml

Nilai LOQ yang diperoleh memberikan
rentang nilai LOQyang setara dengan yang pernah

Tabel 6. llas uii ketelition metode UPLC penetapan kador lisinopril kador 5,0; 20,0; 50,0;
80,0; don 100,0 ng/mL dalam spiked plasma pada kondisi lase gerok bufer osetat
(0,01 M, pH 3,5) : asetonitril : metanol (70:10:20, v/v/v), laju alir 3 mentt/mL (n = 6).

Kadar
Iisinopril
(nglmLJ

Luas
puncak terukur

{mY)

Kadar lisinopril
terhitung

{nslmLJ

Rata-rat
kadar

(nglmL)

SD RSD

5 1.933
1.84:i
2.123
2.0L3
Lrz3
2.t49

5,26
5,04
5,71
5,45
5,7 |
5,7A

5,49 0,30 5,43Vo

20 8.456
7.946
8.2r2
7.753
7.970
7.974

21,02
19,7A
20,43
79,32
19,84
19,85

20,04 0,59 2,960k

50 55,06
45,93
46,47
51,86
45,7 4
5L,A2

49,48 3,95 7,9gn

80 32.686
33.222

34.495
34.666
32.838
33.800

79,56
80,86
83,93
843s
79,93
82,26

87,82 2,03 2,480k

100 40.605
39.824
40.478
40.238
45.467
41,,1a9

98,70
96,81
98,39
97,81

110,43
100,83

100,5 0 5,05 5,020/o
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18.686
21.202



ValidariMetode Penetapan Kadar Lisinoprildalam SpiiedPlasma Secara Uitrc Pelfomonce Liquid Chrcrnotogtophy Melalui
Derivatisasi denga n 1-Fluoro 2,4 Dinitrobenzen

dilaporkan oleh para p€neliti lain {4-6} untuk
penetapan kadar Lisinopril dalam spiked plasma
Rentang nilai LOQyang dilaporkan tersebut 1,03-
10 nB,/mL Dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa penetapan kadar lisinopril dalam spiked
plasma melalui metode derivatisasi dengan FDNB
secara UPLC mempunyai potensi sebagai metode
alternatif penetapan kadar secara HPLC-MS-MS

dengan nilai sensitivittas yang relatif sama
Obat golongan antihipertensi golongan

p-adrenerglk Blocking Agents, Calclum channel
blocker dan angiotensin I I receptor blockerbanyak
dipengaruhi oleh enzim sitolaom P4S0,sedangkan
inhibitor ACE dan obat antihipertensi yang lain
tidak terpengaruh. Kebanyakan inhibitor ACE
(misalny4 benazepril hidroklorida, cilazapril,
enalapril, natrium fosinopril, perindoprit,
erbumin, quinapril, ramipril, dan trdndolaprilJ
adalah prodrugs yang dimetabolisme di ha6,
namun tidak demikian halnya dengan kaptopril
dan lisinopril Dengan demikian, metabolit
seharusnya tidak didapatkan pada plasma setelah
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