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ABSTRAK

Ofloxacin adalah antibiotik golongan fluorokuinolon yang aktif terhadap bakteri gram positif dan
bakteri gram negatif dengan menghambat enzim DNA gyrase, topoisomerase tipe Il dan IV.
Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis senyawa ofloxacin dalam sediaan tablet. Kondisi
optimum KCKT diperoleh menggunakan kolom C18 (5 pm 150 x 4,6 mm) dengan komposisi fase
gerak buffer fosfat: asetonitril (70:30, v/v), laju alir sebesar 1,0 mL/menit, volume injeksi sebesar 15
pL, panjang gelombang 288 nm dan dihasilkan waktu retensi kurang dari 2,5 menit. Kurva kalibrasi
linear diperoleh pada rentang konsentrasi 10-50 mg/L dengan nilai koefisien determinasi (r?) sebesar
0,998. Hasil yang diperoleh digunakan untuk menentukan kadar ofloxacin dalam sediaan tablet dan
dihasilkan nilai % (recovery) sebesar 95,23 %. Metode KCKT ini valid, akurat dan memiliki waktu
analisis singkat.

Kata kunci: Ofloxacin, KCKT, Sediaan tablet

ABSTRACT

Ofloxacin is a fluoroguinolone antibiotic that is active against gram-positive and gram-negative
bacteria by inhibiting the enzymes DNA gyrase, topoisomerase type |1, and V. This study aims to
analyze ofloxacin compounds in tablet preparations. The optimum conditions for HPLC were
obtained using a C18 column (5 m 150 x 4.6 mm) with a phosphate buffer mobile phase composition
: acetonitrile (70:30, v/v), a flow rate of 1.0 mL/min, an injection volume of 15 L, a wavelength of
288 nm and the resulting retention time is less than 2.5 minutes. A linear calibration curve was
obtained in the concentration range of 10-50 mg/L with a coefficient of determination (r?) of 0.998.
The results obtained were used to determine the levels of ofloxacin in tablet preparations and the
resulting % (recovery) value of 95.23%. This HPLC method is valid, accurate, and has a short
analysis time.

Keywords: Ofloxacin, HPLC, Tablet preparation
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PENDAHULUAN

Antibiotik adalah zat kimia yang dihasilkan oleh fungi serta bakteri yang dapat mematikan
atau menghambat pertumbuhan bakteri maupun organisme lain. Antibiotik memiliki kemampuan
toksisitas tinggi terhadap bakteri namun tidak pada manusia yang disebut toksisitas selektif.
Antibiotik dikelompokkan menjadi beberapa jenis yaitu obat yang menghambat sintesis atau merusak
dinding sel bakteri, obat yang memodifikasi atau menghambat sintesis protein, obat anti metabolit
yang menghambat enzim-enzim esensial dalam metabolisme folat, dan obat yang mempengaruhi
sintesis atau metabolisme asam nukleat. Salah satu obat yang mempengaruhi sintesis atau
metabolisme asam nukleat adalah golongan kuinolon. Kuinolon memiliki sifat spektrum antibakteri
untuk melawan bakteri gram positif, gram negatif dan patogen mikrobakterial anaerob. Contoh
antibakteri golongan kuinolon adalah Ofloxacin (Klein et al., 2018).

Ofloxacin merupakan antibiotik golongan fluorokuinolon generasi kedua yang efektif
terhadap bakteri gram positif (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus) dan bakteri gram
negatif (Eschericia coli, Moraxella catharralis, Haemophylus Influenza) (Czyrski & Szatek, 2016).
Ofloxacin yang banyak digunakan hingga saat ini, maka perlu adanya pemeriksaan mutu pada suatu
obat. Pemeriksaan mutu obat perlu dilakukan agar obat dapat sampai pada reseptor target dan
memberikan efek terapi yang dikehendaki dengan kadar yang tepat. Salah satu parameter dari uji
mutu tersebut adalah kadar zat berkhasiat dari suatu sediaan obat harus memenuhi persyaratan kadar
seperti yang tercantum dalam Farmakope Indonesia atau sumber resmi lainnya. Persyaratan kadar
untuk sediaan ofloxacin dalam tablet menurut Farmakope Indonesia edisi ke-VI 2020 vyaitu
mengandung ofloxacin tidak kurang dari 90 % dan tidak lebih dari 110 % (Farmalkes, 2020).
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Gambar 1. Struktur Kimia dari Senyawa Ofloxacin

Analisis kadar senyawa aktif merupakan salah satu jenis pengawasan mutu yang dilakukan
untuk menjamin kualitas dan keamanan suatu bahan obat. Metode yang dapat digunakan untuk
analisis kadar senyawa ofloxacin dalam sediaan obat adalah Spektrofotometri UV-Vis (Rosaini,
Halim, & Fatonah, 2020), Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (Wang et al., 2019),
Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) (Zheng et al., 2018), Elektroforesis
Kapiler (Kanchi, Sabela, Sharma, & Bisetty, 2017) dan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)
(Shah, Pandya, Gohel, & Thakkar, 2019). Metode yang dipilih pada penelitian ini adalah KCKT
karena metode analisisnya memiliki tingkat selektivitas dan sensitifitas tinggi sehingga lebih akurat
dalam menentukan kadar suatu obat. Selain itu metode KCKT digunakan karena analisisnya cepat,
volume sampel yang dibutuhkan sedikit dan mampu memisahkan analit dari bahan-bahan lain yang
mengganggu analisis .

Penelitian sebelumnya oleh Babu, Ramachandran, & Bhavani (2021) melakukan validasi
metode levofloxacin dalam sediaan injeksi menggunakan KCKT. Fase gerak yang digunakan adalah
buffer asetat : acetonitril. Hasil dari penelitian tersebut didapatkan waktu retensi sebesar 11,2 menit.
Waktu retensi yang didapatkan cukup lama sehingga kurang efisien untuk keperluan analisis secara
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rutin. Menurut Susanti, Araaf, & Kusbandari (2020) perbandingan metode spektrofotometri UV dan
KCKT dalam penetepan kadar diperoleh hasil analisis bahwa metode KCKT memiliki sensitifitas
yang lebih baik, terlihat dari Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantification (LOQ) yang lebih
rendah. Berdasarkan penelitian sebelumnya, diharapkan penetapan kadar menggunakan metode
KCKT dengan fase gerak buffer fosfat pH 7 : asetonitril ini diperoleh hasil pemisahan dengan puncak
simetris dan waktu analisis yang singkat sehingga dapat digunakan untuk keperluan analisis rutin.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan selama 5 bulan dari bulan Desember 2020 sampai dengan April
2021 di Laboratorium Kimia Analitik Unsoed dan Laboratorium Riset Terpadu Universitas Jenderal
Soedirman Purwokerto
Pembuatan Larutan Ofloxacin

Larutan induk 1000 mg/L dibuat dengan cara menimbang sebanyak 10 mg ofloxacin
kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu ukur 10 mL hingga tanda batas. Larutan stok 100
mg/L dibuat dengan mengambil 1 mL larutan induk 1000 mg/L kemudian diencerkan dengan
metanol labu ukur 10 mL hingga tanda batas. Larutan standar ofloxacin 10; 30; 40 dan 50 mg/L
dibuat dari larutan stok 100 mg/L berturut-turut sebanyak 1,0; 3,0; 4,0 dan 5,0 mL kemudian masing-
masing diencerkan dengan metanol pada labu ukur 10 mL hingga tanda batas.

Preparasi Sampel

Sebanyak 1 tablet (200 mg) sampel ofloxacin digerus dan selanjutnya dilarutkan dalam 25
mL metanol. Larutan kemudian disonifikasi selama 30 menit. Larutan dimasukkan ke dalam labu
ukur 50 mL dan diencerkan dengan metanol hingga tanda batas. Selanjutnya larutan diambil 1 mL
dan diencerkan dengan metanol hingga 25 mL. Larutan disaring dengan kertas saring. Filtrat yang
didapat diambil 1,25 mL dan diencerkan dengan metanol sampai 5 mL dan didapat konsentrasi akhir
ofloxacin sebesar 40 mg/L. Larutan sampel digunakan untuk analisis dengan metode KCKT
Optimasi Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Larutan standar 50 mg/L ofloxacin dianalisis menggunakan sistem KCKT, dengan variasi
fase gerak buffer fosfat pH 7 : asetonitril 70 : 30; 60 : 40 dan 50 : 50 (v/v). Variasi panjang gelombang
278; 288 dan 298 nm, variasi laju alirnya 0,6; 0,8; dan 1,0 mL/menit, dengan volume injeksi 10; 15
dan 20 pL. Semua variasi diinjeksikan sebanyak tiga kali pengulangan. Kondisi optimum ditentukan
berdasarkan nilai waktu retensi, luas area, dan tinggi puncak (Hermawan et al., 2021).

Pembuatan Kurva Kalibrasi

Larutan standar 10; 30; 40 dan 50 mg/L diinjeksikan sebanyak 15 pL menggunakan syringe
ke dalam kolom KCKT dan dilakukan dengan cara tiga kali pengulangan. Data yang diperoleh
digunakan untuk membuat kurva kalibrasi standar (Harmita, 2004).

Analisis Sampel dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Larutan sampel yang telah dipreparasi selanjutnya dianalisis 3 kali pada kondisi optimum
KCKT. Kadar sampel dapat ditentukan menggunakan persamaan regresi linier (kurva hubungan
antara konsentrasi standar dengan luas area atau tinggi puncak).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

Optimasi metode KCKT dilakukan untuk menghasilkan suatu kondisi yang ideal selama
proses analisis. Optimasi dilakukan pada berbagai kondisi tertentu hingga komponen-komponen
dalam campuran terpisah dengan baik. Kondisi optimum yang diperoleh, digunakan untuk analisis
sampel pada kondisi yang sama dengan standar. Optimasi ini dilakukan dengan beberapa parameter
yaitu perbandingan komposisi fase gerak, laju alir, volume injeksi dan panjang gelombang. Optimasi
ini menggunakan fase terbalik (reversed phase) yaitu fase gerak berupa buffer fosfat dan asetonitril
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bersifat polar serta fase diam berupa kolom C18 Perkin Elmer (5 pum 150 x 4,6 mm) bersifat non
polar.

Optimasi fase gerak dilakukan dengan memvariasi perbandingan komposisi fase gerak buffer
fosfat pH 7 : asetonitril 50 : 50; 60 : 40; dan 70 : 30 (v/v). Optimasi ini dilakukan menggunakan
larutan standar ofloxacin 50 mg/L dengan laju alir 1,0 mL/menit dan panjang gelombang 288 nm.
Volume injeksi sebanyak 5 pul. Hasil yang didapatkan dari optimasi ini berupa puncak kromatogram
yang dapat dilihat pada Gambar 2.

50 3
EAJL 50 : 50
0 3
50
ﬂ 60 : 40
50 3
%QL 70: 30
o
0 1 2 3 4 5 6 7 menit

Gambar 2. Optimasi fase gerak buffer fosfat : asetonitril menggunakan larutan standar 50 mg/L
dengan laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 5 pL dan panjang gelombang 288 nm

Berdasarkan Gambar 2. kromatogram pada komposisi fase gerak 50 : 50 dan 60 : 40 (v/v)
mengalami overlap antara pelarut dan analit karena analit kurang tertahan di kolom, sehingga
pemisahan yang dihasilkan kurang baik. Komposisi fase gerak 70 : 30 dipilih karena analit dan
pelarut dapat terpisah dan tidak ada overlap.

Kondisi optimum pada komposisi fase gerak digunakan untuk mengoptimasi laju alir.
Optimasi laju alir dilakukan dengan variasi 0,6; 0,8; dan 1,0 mL/menit serta kondisi yang lain sama
dengan variasi sebelumnya. Hasil dari optimasi laju alir berupa kromatogram dengan waktu retensi
tertentu yang dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Optimasi laju alir menggunakan larutan standar ofloxacin 50 mg/L, fase gerak buffer
fosfat : asetonitril (70:30, v/v), volume injeksi 5 uL dan panjang gelombang 288 nm.

Berdasarkan pada Gambar 3. laju alir 1 mL/menit dipilih karena menghasilkan tinggi
puncak yang paling tinggi dan waktu retensi yang paling cepat sebesar 2.25 menit dibandingkan
dengan laju alir 0,6 dan 0,8 mL/menit. Semakin cepat waktu retensi yang dihasilkan, maka waktu
analisis menjadi lebih efisien sehingga penggunaan fase gerak tidak boros.

Kondisi optimum dari perbandingan komposisi fase gerak dan laju alir digunakan untuk
mengoptimasi volume injeksi. Optimasi volume injeksi dilakukan dengan memvariasi volume
injeksi sebesar 10; 15 dan 20 pL kondisi lainnya sama dengan variasi sebelumnya. Hasil optimasi
volume injeksi berupa kromatogram dengan luas area dan tinggi puncak tertentu yang dapat dilihat
pada Gambar 3.
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Gambar 3. Optimasi volume injeksi menggunakan larutan standar 50 mg/L, fase gerak buffer fosfat
: asetonitril (70:30, v/v) dengan laju alir 1 mL/menit dan panjang gelombang 288 nm.
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Berdasarkan pada Gambar 3. volume injeksi 15 pL merupakan kondisi yang optimum.
Volume injeksi 15 pL menghasilkan tinggi puncak yang paling tinggi daripada volume injeksi 10
dan 20 pL. Selain itu waktu retensi yang dihasilkan pada volume injeksi 15 pL lebih cepat yaitu
sebesar 2,25 menit, semakin cepat waktu retensi maka waktu analisis akan semakin efisien.

Setelah didapatkan kondisi optimum fasa gerak dan laju alir, maka kondisi tersebut
digunakan untuk mengoptimasi panjang gelombang. Optimasi panjang gelombang dilakukan pada
variasi 278, 288 dan 298 nm kondisi yang lain sama dengan variasi sebelumnya. Hasil optimasi dapat
dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Optimasi panjang gelombang menggunakan larutan standar 50 mg/L, fase gerak buffer
fosfat : asetonitril (70:30, v/v) laju alir 1 mL/menit dan volume injeksi 15 pL.

Berdasarkan pada Gambar 4, panjang gelombang 288 nm dipilih karena menghasilkan nilai
luas area dan tinggi puncak yang paling besar. Selain itu panjang gelombang 288 nm menghasilkan
waktu retensi yang lebih cepat yaitu sebesar 2,26 menit. Berdasarkan hasil optimasi yang telah
dilakukan, maka didapatkan kondisi optimum dari analisis senyawa ofloxacin dengan perbandingan
komposisi fase gerak buffer fosfat : asetonitril (70:30, v/v), laju alir sebesar 1 mL/menit, volume
injeksi sebesar 15 puL dan panjang gelombang 288 nm.

Penentuan Linearitas

Linearitas merupakan kemampuan suatu metode analisis dalam menunjukkan hubungan
antara respon detektor terhadap berbagai perubahan konsentrasi analit dalam rentang tertentu.
Linearitas ditentukan menggunakan larutan standar pada konsentrasi yang berbeda, yaitu 10; 30; 40
dan 50 mg/L. Larutan standar tersebut diinjeksikan sebanyak tiga kali pengulangan pada kondisi
yang optimum. Hasil yang didapat berupa puncak kromatogram dengan luas area dan tinggi puncak
dari berbagai konsentrasi. Luas area yang didapatkan kemudian dicari nilai rata-ratanya dan dibuat
kurva kalibrasi standar ofloxacin menggunakan microsoft excel. Linearitas diukur dengan r? dari
kurva hubungan antara luas area (sebagai sumbu y) dengan konsentrasi larutan standar (sebagai
sumbu x). Hasil uji linearitas dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Grafik hubungan antara konsentrasi standar dengan luas area

Berdasarkan Gambar 5 diperoleh persamaan garis y = 43020x — 146070 dengan nilai
koefisien determinasi (r?) sebesar 0.998 dan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,999. Syarat
keterimaan linearitas yang memiliki ketelitian baik dapat ditunjukkan oleh nilai koefisien determinasi
(r3) > 0,997, selain itu suatu metode dapat dikatakan memenuhi kriteria linearitas jika nilai koefisien
korelasinya (r) adalah 0,995 < r < 1 (Gandjar, I.G. dan Rohman, 2010). Berdasarkan data nilai
koefisien determinasi dan nilai koefisien korelasi yang didapatkan pada penelitian ini memenuhi
syarat keterimaan uji linearitas dari rentang 10-50 mg/L, sehingga dapat disimpulkan bahwa metode
KCKT pada analisis senyawa ofloxacin memberikan respon analitik yang baik terhadap deret
konsentrasi standar yang dianalisis.

Analisis Sampel menggunakan metode KCKT

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tablet ofloxacin dari Indofarma. Analisis
sampel ofloxacin bertujuan untuk mengetahui kadar senyawa ofloxacin dalam sediaan tablet dengan
menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT). Analisis sampel dilakukan dengan cara
sampel tablet ofloxacin yang telah dipreparasi selanjutnya diinjeksi pada perbandingan komposisi
fase gerak buffer fosfat : acetonitril (70 : 30, v/v), laju alir sebesar 1,0 mL/menit, volume injeksi
sebesar 15 pL dan panjang gelombang 288 nm. Sampel diinjeksi sebanyak 3 kali pengulangan. Hasil
yang didapat berupa puncak kromatogram yang dapat dilihat pada Gambar 6.

wy
s0: 3 Sampel ofloxacin 40 ppm
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0 1 2 3 4 5 6 7 st
Gambar 6. Hasil kromatogram uji sampel tablet ofloxacin
KESIMPULAN

Kondisi optimum untuk analisis senyawa levofloxacin dengan metode kromatografi cair
kinerja tinggi (KCKT) adalah perbandingan komposisi fase gerak buffer fosfat : asetonitril (70 : 30,
v/v), laju alir sebesar 1,0 mL/menit, volume injeksi sebesar 15 puLL dan panjang gelombang 288 nm
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dan nilai koefisien determinasi (r? ) sebesar 0,998 dan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,999
dengan nilai y = 43020x — 146070. Kadar ofloxacin dalam sediaan tablet yang dianalisis
menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) diperoleh sebesar 38,09 ppm dengan nilai %
recovery sebesar 95,23%
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