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KATA PENGANTAR EDITOR

Puji dan syukur kehadirat Allah SWT, Tuhan Yang Maha Esa vang terus
mencurahkan rahmat dan karunia-Nya kepada kita semua, sehingga Rapat Kerja Nasional
dan Pekan llmiah Tahunan Ikatan Apoteker Indonesia 2017 (Rakernas PIT 2017) dengan
tema “Improving an Accessible and Trusted Pharmacist”, dapat terlaksana dengan baik
dan Prosiding ini dapat diterbitkan.

Seminar ini diikuti oleh praktisi maupuan akademisi dari seluruh Indonesia, yang telah
membahas lima bidang kajian spesifik yaitu bidang Farmakologi dan Toksikelogi (FT).
Farmasetika dan Teknologi Farmasi (FF), Farmasi Bahan Alam dan Obat Tradisional
(FA), Farmasi Klinik, Farmasi Sosial, Pendidikan dan Regulasi (FK) dan Kimia Medisinal,
Biologi Molekuler dan Bioteknologi (KM). Kelima bidang tersebut pada kegiatan ini
memberikan pemikiran dan solusi untuk memperkuat peran apoteker Indonesia dalam
menghadapi perkembangan di era global.

Akhir kata, kami mengucapkan terimakasih kepada Pemakalah, Peserta, Panitia, dan
Sponsor yang telah berupaya mensukseskan Rakernas PIT 2017 ini. Semoga Allah SWT,
Tuhan Yang Maha Esa meridhoi semua usaha baik kita.

Yogyakarta, 11 September 2017
Steering Committee 1lmizh,

Prof.Dr. Zulieslkawati, Apt
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ABSTRAK

Latar belakang: enalapril merupakan obat hipertensi pilihan utama; pada kondisi tertentu
diperlukan monitoring kadar enalapril dalam darah pasien, oleh sebab itu diperlukan
metode analisis enalapril yang sensitive untuk mendeteksi enalapril dalam kadar rendah.
Selain itu, enalapril termasuk golongan obat yang harus mempunyai uji Bioekivalensi,
Tujuan: metode yang direkomendasikan untuk uji Bioekivalensi adalah Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi—spektra masa (KCKT-SM). Instrumen analisa tersebut sensitive dan
akurat tetapi harganya relative mahal, sehingga perlu dicari metode analisa alternative
vang lebih murah. Mengingat enalapril merupakan senyawa dengan gugus kromofor
rendah, penetapan kadarnya secara KCKT-UV-Vis perlu ditingkatkan sensitivitasnya.
Metode: penelitian ini melaporkan pemilihan metode uji alternative enallapril secara
KCKT-MS. Optimasi reaksi enalapril dengan 1-Fluoro 2.4 Dinitro Benzen (FDNB) secara
spektrofotometri untuk meningkatkan sensitivitas enalapril turut dilakukan. Faktor-faktor
yang mempengaruhi reaks: dengan FDNB seperti pH reaksi. kondisi reaksi. waktu reaksi
dan suhu reaksi diteliti. Kondisi analisis secara KCKT: komposisi, pH dan laju alir fase
gerak juga turut di optimasi.

Hasil penelitian: hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa derivatisasi enalapril dengan
FDNB terbukti dapat meningkatkan sensitivitas enalapril, sehingga dapat dianalisis dalam
kadar rendah menggunakan KCKT-UV-Vis,

Kesimpulan: kondisi optimum reaksi derivatisasi enalapril dengan FDNB adalah : pH
reaksi dapar borat pH 11,0 waktu ultrasonik 20 menit, suhu 65 menit selama 10 menit.
Sedangkan kondisi KCKT optimum digunakan Vydac 218 MS ODS dengan komposisi
fase gerak dapar asetat (0,01 M pH 5,0): metanol: asetonitril = 70:15:15 (v/v/v), dan laju
alir 1,2 mL/menit.

Kata Kkunei: derivatisasi, enalapril, FDNB

PENDAHULUAN pengobatan hipertensi  dan obat ini
Hipertensi merupakan penyakit yang menurut  (BPOM °) harus mempunyai
tidak  dapat  diabaikan, karena uji bioekialensi. Uji bioekivalensi yang

prevalensinya yang cukup tinggi. yaitu
25,8% (Riskesda'). Obat antihipertensi
Inhibitor ACE contohnya lisinopri! dan
enalapril merupakan pilihan utama pada

biasa dilakukan memakai  Hight
Performance Liguid  Chromatography-
Mass Spectra (HPLC-MS) (Bischoft., et
al’y vang merupakan metode yang
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sensitiv akurat tapi harganya sangat
mahal, sehingga tidak  semua
laboratorium memilikinya, oleh karena
itu perlu dikembangkan metode lain yang
lebih murah misalnya Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT)-detektor UV-
Vis. Lisinopril dan enalapril didaerah
UV-Vis mempunyai serapan rendah
karena mempunyai  gugus kromofor
minim, oleh karena itu analisis secara
spektrofotometri perlu dilakukan
derivatisasi dengan senyawa penderivat
untuk membentuk suatu senyawa yang
berfluoresensi  atau ditambah  gugus

kromofor sehingga sensitjvitasnya
meningkat (El Gindy., er. ai4).
Analisis lisinopril secara

spektrofotometri menggunakan 1-Fluoro
24 Dinitro Benzen (FDNB) telah
dilakukan Paraskevas., et.al’, didapatkan
bahwa akurasi dan presisi metode
memenubhi persyaratan validasi.
Penelitian Sumiyani dkk® melaporkan
bahwa untuk reaksi derivatisasi lisinopril,
gabapentin, enalapril, amlodipin dan
metoprolol dengan FDNB, menggunakan
pelarut metanol lebih efektif dari pada
pelarut akuvades. Selanjutnya penelitian
Sumiyani dkk’ , yaitu analisis lisinopril
secara  Ultra  Performance  Liguid
Chromatography (UPLC) melaui
derivatisasi dengan FDNB, menggunakan
kolom Acquity BEH C,; dan fase gerak
bufer asetat (0,01 M, pH 3.,5) : asetonitril
: metanol = 70 : 10 : 20 (v/v/v) pada A
296,0 nm, memenuhi  persyaratan
validasi.yaitu linicaritas lisinopril pada
rentang 5,0-100,0 ng/mL (~ =0,9987),
rekoveri 88,59+£6,01-101,70+2,56% dan
nilai RSD 2,57-8,16 %. Batas deteksi
instrumen = 0,73 ng/mL dan batas
kuantitasi 2,44 ng/mL. Metode ini juga
disimpulkan mempunyai potensi untuk
dikembangkan sebagai sebagai metode
alternative, selain penentuan  kadar
lisinopril dalam spiked plasma secara
HPLC-MS, meskipun masih
memerlukan penelitian  lebih  lanjut.

Enalapril mempunyai struktur yang

mirip dengan lisinopril, perbedaannya
adalah lisinopril mempunyai gugus amin
primer yang bereaksi dengan
FDNB,sedangkan pada enalapril yang
berecaksi dengan FDNB adalah gugus
amin sekunder. Telah dibuktikan bahwa
enalapril juga bereaksi dengan FDNB
membentuk senyawa derivat yang lebih
sensitive  dibandingkan senyawa asal
(Sumiyani dkk’ ). selain itu enalapril
juga termasuk obat prioritas yang ]1aFES
mempunyai uji bioekivalensi (BPOM -),
oleh karena itu perlu diteliti juga, apakah
penentuan kadar enalapril dalam spiked
plasma melalui derivatisasi  dengan
FDNB mempunyai potensi sebagai
metode alternative pengganti HPLC-MS.
Pada penelitian ini baru dilakukan
langkah awal dari serangkaian penelitian
vang diperlukan untuk validasi metode
penetapan  kadar enalapril  melalui
derivatisasi dengan FDNB secara KCKT.
Reaksi derivatisasi enalapril dengan
FDNB dipengaruhi beberapa parameter,
antara lain: waktu optimum
homogenitas  secara ultrasonik antara
enalapril dengan FDNB, pH optimum
dapar borat, suhu optimum reaksi. dan
waktu pemanasan optimum. Selain itu
ditentuan kondisi optimum untuk analisis
dengan HPLC yaitu komposisi fase
gerak, pH dan laju alir fase gerak. Pada
penelitian ~ ini  parameter-parameter
tersebut ditentukan untuk  mengawali
penelitian selanjutnya yaitu optimasi dan
validasi penentuan kadar enalapril dalam
spiked  plasma  melalui  derivatisasi
dengan FDNB secara Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT). Pada analisis
selanjutnya digunakan KCKT, oleh
karena itu pada penelitian ini juga
ditentukan  kondisi optimum  KCKT
vaitu: perbandingan fase gerak, pH dan
laju alir fase gerak. Penelitian ini
bertujuan menentukan kondisi optimum
reaksi enalapril dengan FDNB secara
spektrofotometri , dengan parameter pH,
kondisi reaksi, waktu dan suhu reaksi.
Tujuan  selanjutnya adalah  mencari

255
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sensitiv akurat tapi harganya sangat
mahal, sehingga tidak  semua
laboratorium memilikinya, oleh karena
itu perlu dikembangkan metode lain yang
lebih murah misalnya Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT)-detektor UV-
Vis. Lisinopril dan enalapril didaerah
UV-Vis mempunyai serapan rendah
karena mempunyai  gugus kromofor
minim, oleh karena itu analisis secara
spektrofotometri perlu dilakukan
derivatisasi dengan senyawa penderivat
untuk membentuk suatu senyawa yang
berfluoresensi atau ditambah  gugus
kromotor sehingga sensitivitasnya
meningkat (El Gindy., er. al4).

Analisis lisinopril secara
spektrofotometri menggunakan 1-Fluoro
24 Dinitro Benzen (FDNB) telah
dilakukan Paraskevas., et.al’, didapatkan
bahwa akurasi dan presisi  metode
memenuhi persyaratan validasi.
Penelitian Sumiyani dkk® melaporkan
bahwa untuk reaksi derivatisasi lisinopril,
gabapentin, enalapril, amlodipin dan
metoprolol dengan FDNB, menggunakan
pelarut metanol lebih efektif dari pada
pelarut akuades. Selanjutnya penelitian
Sumiyani dkk’ . yaitu analisis lisinopril
secara  Ultra  Performance  Liguid
Chromatography (UPLC) melaui
derivatisasi dengan FDNB, menggunakan
kolom Acquity BEH Cis dan fase gerak
bufer asetat (0,01 M, pH 3,3) : asetonitril
»metanol = 70 : 10 ; 20 (v/v/v) pada A
296,0 nm, memenuhi  persyaratan
validasi.yaitu liniearitas lisinopril pada
rentang 5,0-100,0 ng/mL (¥ =0,9987),
rekoveri 88,59+6,01-101,70+2,56% dan
nilai RSD 2,57-8,16 %. Batas deteksi
instrumen = 0,73 ng/mL dan batas
kuantitasi 2,44 ng/mL. Metode ini juga
disimpulkan mempunyai potensi untuk
dikembangkan sebagai sebagai metode
alternative, selain penentuan kadar
lisinopri! dalam spiked plasma secara
HPLC-MS, meskipun masih
memerlukan  penelitian  lebih  lanjut.

Enalapril mempunyai struktur vang

mirip dengan lisinopril, perbedaannya
adalah lisinopril mempunyai gugus amin
primer yang bereaksi dengan
FDNB,sedangkan pada enalapril yang
bereaksi dengan FDNB adalah gugus
amin sckunder. Telah dibuktikan bahwa
enalapril juga bereaksi dengan FDNB
membentuk senyawa derivat yang lebih
sensitive  dibandingkan senyawa asal
{Sumiyani dkk’ ). selain itu  enalapril
juga termasuk obat prioritas yang harus
mempunyai uji bicekivalensi (BPOM ),
oleh karena itu perlu diteliti juga, apakah
penentuan kadar enalapril dalam spiked
plasma melalui derivatisasi dengan
FDNB mempunyai potensi sebagai
metode alternative pengganti HPLC-MS,
Pada penclitian ini  baru dilakukan
langkah awal dari serangkaian penelitian
yang diperlukan untuk validasi metode

penctapan  kadar  enalaprii  melalui
derivatisasi dengan FDONB secara KCKT.
Reaksi derivatisasi enalapril dengan

FDNB dipengaruhi beberapa parameter,
antara lain: waktu optimum
homogenitas  secara ultrasonik antara
enalapril dengan FDNB, pH optimum
dapar borat. suhu optimum reaksi. dan
waktu pemanasan optimum. Selain ttu
ditentuan kondisi optimum untuk analisis
dengan HPLC vyaitu komposisi fase
gerak, pH dan laju alir fase gerak. Pada
penelitian  ini parameter-parameter
tersebut  ditentukan untuk  mengawali
penelitian selanjutnya vaitu optimasi dan
validasi penentuan kadar enalapril dalam
spiked  plasma  melalui  derivatisasi
dengan FDNB secara Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT). Pada analisis
selanjutnya  digunakan KCKT, oleh
karena itu pada penelitian ini juga
ditentukan  kondisi  optimum KCKT
yaitu: perbandingan fase gerak, pH dan
laju alir fase gerak. Penelitian ini
bertujuan menentukan kondisi optimum
reaksi enalapril dengan FDNB secara
spektrofotometri ., dengan parameter pH,
kondisi reaksi. wakiu dan suhu reaksi.
Tujuan  selanjutnya adalah  mencari
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kondisi  optimum analisis hasil
derivatisasi enalapril dengan FDNB
secara KCKT  dengan  parameter:
komposisi, pH dan laju alir fase gerak.

METODE
Pembuatan Larutan standar

Ditimbang 50,0 mg Enalapril maleat
dilarutkan dalam metanol sampai 50,0
mL didapatkan larutan induk pada kadar
1000,0 bpj. Larutan FDNB dibuat pada
kadar 0,0032 M dengan pelarut
asetonitril. Dapar borat 0,125 M yang
mengandung KCi 0,125 M, dibuat
dengan menimbang H3BO; dan KC1 yang
sesuai dan dibuat pH yang diinginkan
dengan NaOH 1,0 M dan diukur dengan
pH meter (dibuat pH 8. 8,5, 9,0. 9.5;
10,0; 10.5; 11,05 11,5 dan 12,0).

Derivatisasi Enalapril dan penentuan
panjang gelombang maksimum

Dipipet 100,0 uL Enalapril ditambah
500 pL buffer borat ditambah 300.0 pL
FDNB  dan 2,1 mL  asetonitri},
dihomogenkan kemudian dipanaskan

pada 70°C selama 25 menit. Larutan
yang dihasilkan didinginkan, ditambah
100 ul. HC! 0,1 N dan ditambah
asetonitril hingga 5,0 mL. Larutan di
ukur dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 200-600 nm. Cara
yang sama digunakan untuk optimasi pH,
suhu reaksi dan waktu reaksi sehingga
kondisi optimum reaksi derivatisasi
Enalapril dan FDNB didapatkan.

Pembuatan  fase gerak
komposisi hasil optimasi.

Fase gerak terdiri dari buffer asetat
(0,01 M, pH 3,3):Asetonitril: MeQH =
60:20:20; 65:17.5: 17,5 dan 70:15:15
(v/v/v} pada laju alir 1,0 mL/menit,
Komposisi fase gerak optimum yang
didaptkan selanjutnya dilakukan optimasi
pH. pH yang diujikan adalah pH 3.5 ; pH
4,5 dan pH 5,5 dan laju alic 1,0
mL/menit. Setelah itu dilakukan optimasi
laju alir 0,8: 1,0 dan 1,2 mL/menit.

dengan

HASIL PENELITIAN

|
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-

Gambar 1, Spektrogram Enalapril-DNBW(;l), FDNB (b) dan Enalapril {c).
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Gambar 3. Kromatogram analisis Enalapril-DNB menggunakan Vydac 218MS ODS.

Tabel 1. Hasil Optimasi Komposisi Fase Gerak

Komposisi Fase | Area Enalapril- R, Enalapril- .+ | Z Lempeng }
Gerak (v/v/v) DNB DNB (min) | REOWS | egritis vy | Keterangan
60:20-20 251,251 8.011 2.434 2523719 | Kurang
T 251,480 8,012 2322 2384,393 optimum
65:17.5:17.5 263,575 10,824 2,748 2170,628 | Kurang
o 265,313 10,775 2,889 2435,264 1 optimum
el 260,611 15,047 3,361 2397,771
70:15:13 261,044 15,075 3.834 | 23183806 ' OPTIMUM
*Resolusi enalapril-DNB terhadap FDNB
Fase Gerak: Bufer Asetat 0.1 M pH 5,0 ; Metanol: Asetonitril
06 . a
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Gambar 4. Kromatogram Enalapril-DNB pada komposisi fase gerak larutan dapar
asetat (0,01 M, pH 5,0): Metanol: Asetonitril = 70:15: 15 (v/v/v) dengan laju alir 1,0
mL/menit.

Tabel 2, Hasil Optimasi pH Fase Gerak

Kompaosisi Fase Area R, Enalapril- Resolusi® Z Lempeng Ket n
Gerak (viviv) Enalapril-DNB | DNB (min) eSSl | Teoritis N eteranga
40 268,284 14,950 3.997 2210587 | Kurang
’ 275,135 14,548 3.975 2242059 | optimum
260,611 15,047 3,562 2402,099
5,0 261,044 15075 | 3,834 | 2322991 OPT'MUMJ

“Resolusi enalapril-DNB terhadap FDNB
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Fase Gerak: Bufer Asetat 0,1 M pH 3.0 : Metanol: Asetonitril
Tabel 3. Hasil Optimasi Pemilihan laju Alir Fase Gerak

RAKERNAS & PERTEMUAN ILMIAH TAHUNAN

. . Area .
Laju Alir .. RiEnalapril- .« 2 Lempeng
(mL/min) Enla)llaq%rsl DNB (min) Resolusi Teoritis (N) Keterangan
0.8 356,251 18,011 3.434 2300,719
’ 326,480 18,012 4,322 2363,393
10 260.575 15,824 3.748 2402.628
) 261,313 15,775 3,889 2322264
12 267,027 12,047 3,072 2051,7710 OPTIMUM
’ 267,219 12,075 3,471 2006,806
*Resolusi enalapril-DNB terhadap FDNB
PEMBAHASAN Spektra  hasil reaksi  derivatisasi

Sebagai obat hipertensi pilihan utama,
kadar enalapril dalam darah pasien perlu
dimonitor. Oleh sebab itu diperlukan
metode analisis enalapril yang sensitive
untuk mendeteksi enalapril dalam kadar

enalapri dengan FDNB (Gambar 1)
menunjukkan adanya reaksi derivatisasi
Enalapril-DNB.  Terdapat pergeseran
panjang gelombang maksimum (A
maksimum) Enalapril-DNB (Gambar 1§,

rendah. Saat ini hanva metode spektogram a) yang lebih besar dari X
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi - maksimum  Enalapril dan  FDNB
spektra  masa  (KCKT-SM)  yang (Gambar 1, spketogram b dan c¢);
direkomendasikan untuk uji adanya tambahan gugus khromofor pada
Bioekivalensi ~ walaupun  instrumen Enalapril. Selain itu, kondisi optimum

tersebut  memiliki  sensitivitas  dan
keakuratan yang tinggi, namun biaya
investasi dan operasinya relative mahal,
sehingga perlu dicari metode analisa
alternative yang lebih murah.

Telah diketahui enalapril mempunyai
struktur yang mirip dengan lisinopril.
Lisinopril memiliki gugus amin primer
sedangkan pada enalapril adalah gugus
amin sekunder. Sehingga keduanya dapat
bereaksi dengan baik dengan 1-Fluoro
2,4 Dinitro Benzen (FDNB). Enalapril
bereaksi baik dengan FDNB membentuk
senyawa derivate, enalapril-DNB, vang
lebih sensitive dibandingkan senyawa

reaksi derivatisasi terjadi pada larutan
borat (pH = 11,0), pengadukan elektronik
20 menit, suhu 653°C selama 10 menit.
Setelah didapatkan kondisi optimum
reaksi derivatisasi, kondisi analisisnya
secara Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT) vaitu komposisi fase gerak, pH
fase gerak, dan laju alir juga turut di
optimasi. Terlebih dahulu ditentukan
kolom KCKT yang mampu memisahkan
hasil derivatisasi. Kolom yang diteliti
dalam studi ini adalah: Nova-pak® ODS,
Vydac 218 MS ODS dan
LisoChrospher® ODS dengan fase gerak
larutan dapar asetat (0.01 M, pH =

asal (7). Penelitian ini bertujuan 5,6):MeOH:CAN = 70:15:15 (v/v/v) pada
menentukan kondisi optimum reaksi A 296,0 nm dan aju alir 1,0 mL/min.
enalapril ~ dengan  FDNB  secara Nova-pak® ODS memberikan waktu

spektrofotometri, dengan parameter pH,
kondisi reaksi, waktu dan suhu reaksi.

retensi (R} Enalapril DNB = 27402
menit dan total waktu analisis 30 menit

Tujuan  selanjutnya adalah mencari (Gambar 2). Sedangkan Vydac 218 MS
kondisi ~ optimum  analisis  hasil ODS berhasil memisahkan enalapril-
derivatisasi enalapril dengan FDNB DNB dengan waktu analisis lebih
secara  KCKT  dengan  parameter: singkat, (R,) Enalapril DNB = 15.047

komposisi, pH dan laju alir fase gerak.

menit, dan total waktu analisis 20 menit
(Gambar 3). Namun, kolom
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LisoChrospher®QDS tidak dapat
memisahkan  Enalapril-DNB.  Oleh
karena itu, Vydac 218MS ODS dipilih
untuk  tahap  berikutnya,  optimasi
komposisi fase gerak.

Optimasi fase gerak dilarukan dengan
memvariasikan komposist fase gerak
larutan bufer asetat (0,01 M, pH
5,0):asetonitril:metanol  pada  variasi:
60:20:20; 65 17,5:17.5 dan 70:15:15
(v/v/v) pada A 296,0 nm. Hasil optimasi
ditunjukkan  pada Tabel 1 dan
kromatogramnya pada Gambar 4.
Disimpulkan kondisi terbaik analisis
enalapril-DNB  pada komposisi fase
gerak larutan dapar asetat (0,01 M, pH
3,0:MeOH:ACN = 70:15:15 (v/viv)
(Tabel 1). Setelah itu, dilakukan optimasi
pH fase gerak, diperoleh pH fase gerak
optimum pH 5,0 { Tabel 2). Selanjutnya
dilakukan optimasi laju alir (Tabel 3),
optimum optimum pada 1,2 mL/ menit.

KESIMPULAN

Reaksi derivatisasi Enalapril dan
FDNB optimum pada kondisi pH borat
11,0 dengan pengadukan elektronik
slama 20 menit, setelah itu dipanaskan
pada suhu 65°C selama 10 menit, dan
kondisi optimum analisis dengan KCKT
adalah  menggunakan kolom Vydac
218MS ODS dengan komposisi fase
gerak (dapar asetat 0,01 M pH 5,0:
Metanol: Asetonitri) 70:15: 15 v/v/v dan
laju alir 1,2 mL/ menit.
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