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ABSTRACT

Tuberculosis is a respiratory disorder that is contagious and is caused by an infection with the bacterium
Mycobacterium tuberculosis (aerobic bacteria). Treatment of tuberculosis usually uses first-line drugs,
namely isoniazid, rifampicin, ethambutol and pyrazinamide. The purpose of this study was to review the
effectiveness of developing HPLC or UPLC methods with UV and MS detectors to review tuberculosis drug
concentrations in biological blood plasma samples. The author's search method in compiling the results of a
journal review regarding the development of methods for analyzing anti-tuberculosis drugs (OAT) in
biological blood samples using databases from Google Scholar and Pubmed®. A total of 26 relevant journals
will be used for discussion in the journal review. The results obtained are the most widely used method in the
analysis of OAT using HPLC/UPLC mass and ultraviolet detectors in a biological sample, blood plasma. It
has been reported in several studies that the UPLC method has increased sensitivity as indicated by a
decrease in LOD and LOQ values compared to the HPLC method.

Keywords: Analysis; Anti-tuberculosis drugs; HPLC; UPLC; Blood plasma

ABSTRAK

Penyakit tuberkulosis merupakan suatu gangguan pernapasan yang menular dan penyebabnya dari adanya
infeksi bakteri Mycobacterium Tuberkulosis (bakteri aerob). Pengobatan tuberculosis biasa digunakan obat
lini pertama yakni isoniazid, rifampisin, etambutol dan pirazinamid. Tujuan penelitian ini adalah untuk
meninjau efektivitas dari pengembangan metode HPLC atau UPLC dengan detektor UV dan MS untuk
meninjau konsentrasi obat tuberkulosis dalam sampel biologis plasma darah. Metode pencarian penulis
dalam menyusun hasil review jurnal mengenai pengembangan metode analisis obat anti tuberkulosis (OAT)
dalam sampel biologis darah dengan menggunakan database dari Google Scholar dan Pubmed®. Sejumlah
26 jurnal yang relevan akan digunakan untuk pembahasan dalam review jurnal. Hasil yang diperoleh adalah
metode yang paling banyak digunakan dalam analisis OAT dengan menggunakan HPLC/UPLC detektor
massa dan ultaviolet dalam suatu sampel biologis, plasma darah. Dilaporkan dalam beberapa penelitian
bahwa metode UPLC terjadi peningkatan sensitivitas yang ditunjukkan dengan adanya penurunan nilai LOD
dan LOQ dibandingkan dengan metode HPLC.

Kata kunci: Analisis; Obat Anti Tuberkulosis; HPLC; UPLC; Plasma darah
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PENDAHULUAN

Tuberkulosis merupakan penyakit menular
paling mematikan pada urutan kedua di dunia
setelah Covid-19 dan menjadi peringkat ketiga
belas sebagai faktor utama penyebab kematian di
seluruh dunia pada tahun 2021 (WHO, 2022).
Pada tahun 2022, Kementerian Kesehatan
Republik  Indonesia  mendeteksi  penderita
Tuberkulosis lebih dari 700 kasus. Pada saat ini,
Indonesia menempati peringkat kedua setelah
India mengenai penyakit tuberkulosis, yaitu
dengan jumlah kasus sebanyak 969 ribu dan
kematian 93 ribu per tahun atau setara dengan 11
kematian per jam (Kemenkes RI, 2023).

Penyakit tuberkulosis disebabkan oleh
infeksi  Mycobacterium  tuberculosis.  Sumber
penyebaran penyakit tuberkulosis ini adalah
melalui individu actively infected yakni penderita
tuberkulosis (TBC) aktif. Penderita TBC aktif
menyebarkan kuman ke udara dalam bentuk
droplet (percikan dahak) pada saat batuk atau
bersin. Droplet yang mengandung kuman dapat
bertahan di udara pada suhu kamar selama
beberapa jam. Seseorang dapat terinfeksi apabila
droplet tersebut terhirup ke dalam saluran
pernafasan lalu menyebar dari bagian paru-paru
ke bagian tubuh lainnya melalui sistem peredaran
darah, saluran limfe atau dapat terjadi penyebaran
langsung ke bagian tubuh lainnya (Rafflesia,
2014).

Pengobatan atau terapi pada tuberkulosis
membutuhkan waktu yang lama. Pengobatan
tuberkulosis bisa mencapai lebih dari 6 bulan, dan
pengobatan tuberkulosis resisten obat
membutuhkan waktu yang lebih lama (18 - 24
bulan) (Aviana et al, 2021). Menurut Food and
Drug Administration (FDA), obat-obatan yang
digunakan sebagai lini pertama pengobatan
tuberkulosis  diantaranya  adalah isoniazid,
rifampisin, etambutol dan pirazinamid. Salah satu
faktor penyebab kegagalan pengobatan TB yakni
karena keberadaan kadar obat tuberkulosis dalam
tubuh yang rendah sehingga mengakibatkan
terjadi resisten dan peningkatan side effect dari
pengobatan.

Plasma darah merupakan salah satu jenis
sampel biologis yang biasa digunakan dalam studi
bioanalisis. Pemilihan sampel plasma darah dalam
menentukan konsentrasi obat didasarkan pada
keterikatan reseptor dengan obat yang merupakan
metode yang akurat untuk pemantauan

farmakokinetika klinik (Rizalina et al., 2018). Obat
antituberkulosis seperti rifampisin (RIF) bersifat
lipofilik dan hampir 90% diserap dari saluran
pencernaan dan proses metabolisme di hati
menjadi bentuk terdeasetilasi rifampisin. Setelah
itu, masuk ke dalam resirkulasi enterohepatik dan
dikeluarkan dari tubuh dengan sebagian besar
metabolit diekskresikan melalui cairan empedu
(Sarkar & Ganguly, 2016).

Therapeutic drug monitoring (TDM) atau
pemantauan kadar obat merupakan cabang ilmu
kimia klinik dan farmakokinetik yang berkaitan
dengan optimalisasi efek obat serta penyesuaian
dosis obat secara individu dengan cara mengukur
konsentrasi obat dalam cairan tubuh (Hazarika,
2015). Dalam penggunaannya, Therapeutic drug
monitoring (TDM) digunakan untuk
mengoptimalkan dan mempersonalisasi berbagai
terapi obat. Optimalisasi dosis obat dapat
meningkatkan hasil pengobatan, mengurangi
toksisitas dan mengurangi resiko resistensi obat
(Tuzimski &  Petruczynik, 2020).  Seiring
berkembangnya zaman, banyak pengujian untuk
mengetahui konsentrasi obat di dalam darah,
salah satunya adalah penggunaan Therapeutic
drug monitoring (TDM) yang digunakan dalam
terapi tuberkulosis. Dalam bidang klinis, sampel
darah adalah matriks yang paling sering digunakan
untuk pemantauan kadar obat (TDM). Sebagian
besar pemantauan kadar obat dilakukan dengang
menggunakan kromatografi cair yang digabungkan
dengan teknik spektrometri massa tandem (LC-
MS/MS) karena selektivitas dan sensitivitasnya
yang tinggi. Kromatografi kinerja tinggi dengan
metode deteksi ultraviolet (HPLC-UV) juga
digunakan untuk pemantauan kadar obat, metode
ini sering digunakan karena lebih sederhana dan
terjangkau untuk pemantauan klinis (Tuzimski &
Petruczynik, 2020).

Beberapa metode yang digunakan untuk
penetapan kadar seperti obat tuberkulosis dalam
plasma darah diantaranya adalah  High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) dan
Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)
dengan detektor UV atau MS. Dalam
pengembangannya, HPLC dengan detektor UV
memberikan nilai batas bawah deteksi mencapai
1,25 ng/ml (Sholihah et al., 2011) dan detektor MS
memiliki nilai bawah deteksi mencapai 0,08 ng/ml
(Ju et al., 2014). UPLC dengan detektor MS
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memiliki nilai batas bawah kuantifikasi mencapai 5
ng/ml (Wang et al., 2020).

Penelitian ini bertujuan untuk meninjau
metode yang digunakan untuk analisis obat
tuberkulosis  dalam  sampel darah  yakni
menggunakan metode HPLC dan UPLC dengan
detektor MS atau UV.

METODE

Penulis dalam menyusun jurnal studi,
menggunakan metode pencarian riset tentang
pengembangan metode analisis obat anti
tuberkulosis (OAT) dalam sampel biologis darah
dengan memperoleh database dari media
pencarian seperti Pubmed dan Google Scholar
dengan kata kunci pencarian “Determination”,
“‘Anti-Tuberculosis Drugs”, “Blood Sample”, dan
‘HPLC; UPLC” pada kata kunci ditambahkan
pencarian lanjutan dengan kata ‘OR’, dan ‘AND’.
Kriteria inklusi artikel yang digunakan adalah
artikel dengan waktu 10 tahun terakhir dimulai
tahun 2013 hingga 2023, menggunakan analisis
penentuan konsentrasi dan determinasi metode
pada obat anti-tuberkulosis (OAT). Hasil pencarian
jurnal awal ditemukan sejumlah 566 jurnal,
kemudian dikerucutkan sesuai dengan kriteria
kesamaan topik menjadi 26 artikel. Sejumlah 26
jurnal yang relevan akan digunakan untuk
pembahasan dalam review jurnal.

HASIL DAN DISKUSI

Penyakit tuberkulosis termasuk salah satu
penyakit infeksi  progresif menular yang
diakibatkan oleh bakteri aerob Mycobacterium
Tuberculosis. Pengobatan tuberkulosis yang biasa
diberikan  yaitu dengan pemberian  obat
tuberkulosis  yang standar vyaitu isoniazid,
rifampisin, pirazinamid,  dan  etambutol.
Pengobatan tuberkulosis (TB) dapat dilakukan
secara kombinasi paket dan Fix Dose Combination
(FDC). FDC menyediakan kombinasi yang umum
digunakan yaitu kombinasi 4 antibiotik (rifampicin,
isoniazid, pirazinamid, dan etambutol) yang dapat
digunakan sebagai pengobatan awal dan
kombinasi 2 antibiotik (isoniazid-rifampicin) untuk
pengobatan selanjutnya. Kombinasi ini didasarkan
pada kepraktisan dan  untuk meningkatkan
kepatuhan pasien TB dalam mengkonsumsi Obat
tuberkulosis (Kautsar & Intani., 2016).

Terapi pengobatan tuberkulosis terus
dikembangkan untuk mencapai hasil pengobatan

TB yang maksimal. Pengobatan baru terhadap TB
dan penggunaan rejimen TB multidrug-resistant
(MDR) yang lebih pendek menjadi pengembangan
dari terapi tuberkulosis (Soedarsono., 2021; Van
Der Werf et al., 2017; World Health Organization
(WHO), 2016). Usaha untuk mencegah MDR-TB
dan efek samping pengobatan, dapat dilakukan
dengan uji monitoring terapeutik dari konsentrasi
obat TB di dalam darah (Jang et al., 2016;
Tuzimski, Tomasz; Petruczynik, 2020).
Therapeutic drug monitoring (TDM) merupakan
praktik klinis dalam mengukur konsentrasi obat
dalam cairan tubuh yang berperan dalam
mengoptimalkan terapi obat anti tuberkulosis
(Dewi, 2019; Papamichael et al., 2017; Tamargo et
al., 2015).

Analisis konsentrasi obat anti tuberkulosis
(OAT) dalam sampel darah menggunakan metode
HPLC dan UPLC dengan detektor MS atau UV
(Tabel 1). Metode High performance liquid
chromatography (HPLC) adalah analisis metode
kromatografi cair dalam filtrasi, identifikasi dan
kuantifikasi senyawa obat (Chawla & Ranjan,
2016). Sedangkan ultra performance liquid
chromatography (UPLC) merupakan
pengembangan metode = HPLC  dengan
meningkatkan tiga titik kritis seperti kecepatan,
resolusi dan sensitivitas (Chemistry, 2015). HPLC
dan UPLC memiliki prinsip yang sama yaitu
penginjeksian sampel ke dalam fase diam, lalu
adanya fase gerak yang ditekan dengan tekanan
tinggi melalui instrumen kolom yang menyebabkan
analisis dari OAT (Akash & Rehman, 2019).
Analisis OAT dalam sampel plasma darah
didasarkan pada pemisahan tingkat kepolaran
sampel antara fase diam dan fase gerak (Aprilia et
al, 2018; Kusuma & Ismanto, 2016).
Perbandingan metode HPLC dan UPLC tertera
pada tabel 2 (Chawla & Ranjan, 2016; Chemistry,
2015).

Parameter dalam validasi metode HPLC
dan UPLC meliputi tingkat presisi, linieritas,
akurasi, selektivitas, kesesuaian sistem, limit
deteksi (LOD) dan limit kuantifikasi (LOQ)
(Arbianto, et al., 2020). LOD (/imit of detection)
merupakan parameter uji batas terkecil yang
dimiliki suatu instrumen untuk mendeteksi suatu
analit (Torowati & Galuh, 2014). Sedangkan LOQ
(limit of Quantification) merupakan batasan jumlah
analit dalam sampel yang masih dapat diukur
presisi menggunakan instrumen (Sumarno &
Kusumaningtyas, 2018). Tingkat LOQ yang kecil
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pada instrumen akan menjadikan nilai konsentrasi
dari analit dapat terkuantifikasi (Ingle et al., 2017).
Pada review jurnal, ditemukan 14 jurnal yang
menggunakan metode HPLC dan 13 jurnal
menggunakan metode UPLC dalam menganalisis
obat anti-tuberkulosis (OAT). Nilai kuantifikasi
terendah (LOQ) terdapat dengan nilai 0,1 ng/mL
dari riset yang ditemukan (X. Wang et al., 2020).
Penggunaan metode UPLC-MS/MS dengan analit
rifapentin.

Hasil  kuantifikasi (LOQ) kromatografi
disesuaikan dengan kondisi dari jenis fase gerak,
kolom, jenis elusi, detektor, dan laju alir. Hasil
review terdapat 19 riset menggunakan kolom
oktadesil silika (C18), sejumlah metode analisis
menggunakan kolom oktasilana (C8), dan ada tiga
metode analisis penelitian menggunakan kolom
fase silika berbasis diol. Penentuan konsentrasi
obat anti-tuberkulosis (OAT), kolom oktadesil silika
lebih sering dilakukan, karena kolom ini dinilai
lebih efisien saat proses penguraian senyawa
kimia obat yang bersifat tidak polar. Hal ini bisa
terjadi karena kolom oktadesil silika (C18) dinilai
memiliki rantai panjang karbon yang bagus pada
pemisahan senyawa non-polar. Sementara itu,
kolom oktasilana (C8) dinilai efisien untuk filtrasi
senyawa polar dengan berisikan rantai karbon
yang lebih pendek dibandingkan kolom oktadesil
silika. Obat anti-tuberkulosis (OAT) termasuk ke
dalam zat kimia yang bersifat tidak polar, oleh
karena itu penggunaan kolom oktadesil silika lebih
baik untuk digunakan.

Fase gerak merupakan beberapa pelarut
tunggal atau campuran yang berperan dalam
mempengaruhi dari kekuatan elusi dan resolusi
suatu sampel. Kekuatan dari elusi dan resolusi
bergantung pada tingkat kepolaran pelarut, fase
diam, dan karakteristik dari sampel yang
digunakan. Dalam kondisi normal fase diam
bersifat lebih polar, maka kekuatan elusi suatu
sampel bisa tinggi apabila tingkat polaritas dari
solvent juga meningkat. Berbeda dengan kondisi
terbalik yang karakteristiknya fase gerak bersifat
lebih polar, maka kekuatan elusi suatu sampel
akan lebih rendah karena adanya peningkatan
kepolaran dari solvent. Hasil review menunjukkan
bahwa fase gerak yang banyak digunakan vyaitu
asetonitril. Asetonitril merupakan fase gerak yang

digunakan untuk pelarut non polar. Asetonitril
bersifat polar aprotik dan mempunyai kelebihan
dibanding fase gerak yang lain yaitu asetonitril
mempunyai nilai penyerapan terhadap UV yang
kecil, suhu didih yang besar, dan kekuatan elusi
yang tinggi sehingga digunakan fase gerak yang
sering digunakan pada metode HPLC maupun
UPLC.

Berdasarkan hasil review, sistem elusi yang
digunakan vyaitu sistem elusi isokratik dan sistem
elusi gradien. Sistem elusi isokratik merupakan
suatu proses pemisahan dengan menggunakan
komposisi pelarut yang sama. Dalam hal ini pelarut
yang digunakan dari awal hingga akhir proses
pemisahan konstan. Pada sistem elusi isokratik
dihasilkan puncak kromatogram yang rendah dan
sampel tertahan pada kolom sehingga puncak
kromatogram yang dihasilkan melebar. Sedangkan
sistem elusi gradien merupakan suatu proses
pemisahan dengan menggunakan komposisi
pelarut yang berbeda dalam kurun waktu tertentu.
Pada sistem elusi gradien dihasilkan puncak
kromatogram yang tidak lebar dibandingkan pada
sistem isokratik. Hal ini dikarenakan proses
pemisahan sistem gradient lebih signifikan
daripada sistem isokratik.

Untuk mendeteksi suatu sampel, maka
digunakan pendeteksi yang langsung terhubung
dengan instrumen analisis. Dalam review ini
pendeteksi yang digunakan yaitu ultraviolet (UV)
dan massa spektroskopi (MS). Pendeteksi UV
merupakan jenis detektor yang sering dan paling
umum digunakan dalam analisis dengan metode
HPLC. Dalam menganalisis sampel, pendeteksi
UV dinilai memiliki sensitif yang kurang dalam
jumlah kecil. Namun, detektor ini juga mempunyai
kelebihan yaitu peralatan yang digunakan simpel
dan tidak terlalu mahal. Sedangkan detektor MS
atau spektroskopi massa merupakan detektor
yang biasa digunakan dalam metode analisis
kromatografi yang terbaru. Kelebihan dari detektor
ini yaitu mempunyai sensitivitas dan selektivitas
sangat tinggi, dapat digunakan untuk menganalisis
sampel dalam jumlah banyak dalam waktu yang
singkat. Namun kekurangan dari detektor ini yaitu
peralatan yang digunakan mempunyai harga relatif
mahal.
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Tabel 1. Metode analisa obat anti tuberkulosis (OAT) dalam plasma darah

Metode Analit Sampel Sistem riset LoQ Rujukan
dalam (obat) biologis (ng/mL)
Jurnal

HPLC-UV Plasma ° Mobile phase : 5000 (Louveau et
Rifampicin manusia Penggunaan dapar asetat al., 2016)

0,05 M berpH 5,7 : asetonitril
(65:35 viv).

° Kolom : Oktasilana
(C8).

° Elusi : Gradien

° Flow rate : 1,2
mL/menit

° Pendeteksi : UV

HPLC-MS Plasma ° Mobile phase : 1000 (Grégoire et
Rifampicin manusia Penggunaan dapar asetonitril: al., 2016)
air: asam asetat (66:33.9:0.1
VIviv)
° Kolom : Oktasilana
(C8).
Elusi : Isokratik
Flow rate : 3 mL/menit.
Pendeteksi : MS

HPLC-UV Plasma Mobile phase : 1000 (Bozorg et
Rifampicin manusia Penggunaan fase gerak air al., 2019)
dan metanol
° Kolom : Kolom
oktadesil silika (C18)
° Elusi : Gradien.
° Flow rate : 1
mL/menit.
° Pendeteksi : UV

HPLC-UV Rifampic Plasma ° Mobile phase : 100 Goutal et al.,
in manusia Penggunaan fase gerak air : 2016)
asam asetat 0,01% dan
asetonitril: asam asetat 0,01%.

° Kolom : Kolom oktadesil
silika (C18)

° Elusi : Gradien.

° Flow rate : 1,2 mL/menit

° Pendeteksi : UV
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HPLC-MS Plasma ° Mobile  phase 10 (Z. Wang et al.,
Streptomisin tikus Penggunaan dua fase gerak: 2019)
(A) asam format 0,5% (0,54
ml/menit) dan (B) asetronitril

ACN (0,06 ml/ menit).
° Kolom : Kolom
oktadesil silika (C18)
° Elusi : Isokratik.
° Flow rate : 05
mL/menit.
° Pendeteksi : MS
HPLC- Plasma ) Mobile  phase 1200 (Lietal.,
uv Rifampicin manusia Penggunaan larutan amonium 2014)

dihidrogen fosfat 42mM pada
pH 4.60): asetonitril: metanol

(46:40:14 viviv).
° Kolom : Kolom
oktadesil silika (C18).
° Elusi : gradien.
° Flow rate : 1-12
mL/menit
° Pendeteksi : UV
HPLC-MS Plasma ° Mobile  phase 2000 (Jourdil et al.,
Rifampisin manusia Penggunaan air dengan asam 2013)

format  0,1%  (pertama),
metanol dengan asam format
0,1% (kedua), air dengan
asam format 10 mM (ketiga),
dan asetonitril dengan asam
format 0,1% (keempat)

° Kolom : Kolom

oktadesil silika (C18)

° Elusi : gradien

° Flow rate : 09

mL/menit

° Pendeteksi : MS
HPLC Rifampis Plasma ) Mobile  phase 200 (Zhang et al.,
Kolom in tikus Penggunaan Metanol - air 2015)
terbalik (5:95 viv).

) Kolom : Kolom

oktadesil silika (C18)

° Elusi : Isokritik.

° Flow rate : 1-2

ml/menit.

° Pendeteksi : UV
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HPLC-MS Pirazina Plasma ° Mobile phase : Fase PZA 200, (Gao et al.,
mid(PZA manusia gerak terdiri dari 40 : 60 A:B. INH 80, 2018)
), Pergerakan fase gradient A EMB
isoniazid dari 40% hingga 95%. 0,2,
(INH), fase gerak A (0,02% ST™M
etambut heptafluorobutyric acid + 0,2% 2000,
ol asam formit di metanol) RFP
(EMB), fase gerak B (0,02% asam 200
Streptomis heptafluorobutil + 0,2% asam
in formit di air).
(STM), ° Kolom : Kolom
rifampicin oktadesil silika (C18)
(RFP). ° Elusi: Gradien.
° Flow rate : 0,3
mL/menit.
° Pendeteksi : MS
HPLC- Pirazina Plasma e Mobile phase : PZA (Hernandez-
uv mid manusia Menggunakan bahan campur 2340, Gonzélez et
(PZA), larutan  natrium  heptana INH al., 2021)
Isoniazid sulfonat 20 mM dan dapar 570,
(INH), fosfat 2,5 mM: asetonitril RFP
Rifampisin (95:5). 1200,
(RFP), e Kolom : Kolom oktadesil silika ~ Ac-INH
Ac-Isoniazid (C18) 470.
(Ac-INH), e Elusi: Gradien
e Flow rate : 0,4 mL/menit
e Pendeteksi: UV
HPLC-  Etambutol Plasma e Mobile phase: Penggunaan 50 ng/mL John E., Lin
MS manusia, asetonitril 80%, 4mM untuk E., Zhao
cairan amonium asetat, dan 0,10% plasma Yeping.,
bronchoalveo asam trifluoroasetat. darah. Zurlinden E.
lar, dansel e Kolom : silika hipersil (50- x 2002
alveolar. 4.6-mm)
HPLC-  Isoniazid Injeksi e Mobile phase : Penggunaan  LoD: Budiarti A,
uv sediaan sirup campuran dapar fosfat: sebesar Yuniarsih N.H
asetonitril 1110
(75:25, viv) ng/mL;
e Kolom : Kolom oktadesil silika LoQ: 8850
(C18) ng/mL
e Elusi: Gradien
e Flow rate : 1,2 mL/menit
e Pendeteksi: UV
Isoniazid Plasma e Mobile phase : Dapar Fosfat: LLoQ Yantih N.,
HPLC dan manusia asetonitril;  Dapar  formiat- untuk INH 2019
Asetilisonia metanol; larutan  dan AcINH
zid heksansulfonat 5,10, dan 20 berturut-
mM- Metanol turut
e Kolom : Kolom oktadesil silika adalah
(C18) atau Oktasilana (C8). 1258
e Flow rate : 0,8, 1, atau 1,2 dan 1188

mL/menit.
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Rifampisi Plasma ) Mobile  phase 25 (Hee etal.,
UPLC- n manusia Penggunaan fase  gerak 2015)
MS amonia asetat (pertama) dan
90% asetonitril dalam air
mengandung asam format
0,1% (kedua).
° Kolom : Kolom
oktadesil silika (C18) atau
Oktasilana (C8).

° Elusi : gradien.
° Flow rate : 05
mL/menit.

° Pendeteksi : MS

Pirazina Plasma ° Mobile phase : 5 mM RFP (Wu et al,

UPLC- mid(PZA  manusia larutan amonium asetat yang 38-49 2020)
MS ), mengandung 0,05 % asam 00,
isoniazid asetat (A) dan 50mM larutan
(INH), amonium  asetat-asetonitri RFB & EMB
etambut (1:9, viv) (B) 15-19
ol ° Kolom : kolom C18 60,
(EMB), non-polar
rifampici ° Elusi : Gradien PZA
n ° Flow rate : 04 306-3
(RFP), mL/menit 920,
° Pendeteksi : MS.
rifabuti INH
n 77-98
0.
(RFB)
UPLC- Plasma ° Mobile phase : amonia 1000 (Panda et al.,
MS Rifampicin manusia format 5 mM dan asam format 2020)

0,1% dalam air (pertama)
serta asetonitril (kedua).

° Kolom : kolom C18
non-polar
° Elusi : Gradien.
) Flow vrate : 06
mL/menit.
° Pendeteksi : MS
UPLC- Pirazina Plasma e Mobile phase : Fase gerak EMB (Baietto et al.,
MS mid manusia dari plasma : asetonitril — air. 2,93, 2015)
(PZA), & PBMC Fase gerak dari PBMC : air/ INH
isoniazid asetonitril (95:5, viv). 0,391,
(INH), e Kolom : UPLC HSS T3 PZA
etambut 1.8Mm (2.1x150 mm) kolom. 0,391,
ol e Elusi : Isokratik RFP
(EMB), e Flow rate : - 0,976.
rifampicin e Pendeteksi: MS
(RFP),
UPLC- Plasma e Mobile phase : Terdiri dari 200 (Kim et al.,
Rifampici manusia asam format 0,1% larutan 2015)
n (pertama) dan asetonitril
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dengan kandungan asam
format 0,1% (kedua).

e Kolom : kolom fase silika
berbasis diol.
Elusi : gradien.

Pendeteksi : MS

[ ]
e Flow rate : 0,2 mL/menit
[ ]
[ ]

UPLC- Isoniazid Plasma Mobile phase : : asetonitril-air ~ INH 5, (X. Wang et
MS (INH), manusia (mengandung 0,1% formik  EMB1, al., 2020)
Etambutol asam). PZA
(EMB), e Kolom : Shiseido CAPCELL 5,
Pirazinamid RAK-ADME (2,1 mmx50 mm, RFP
(PZA), 3 um) kolom. d,
e Elusi: Gradien.
Rifampicin e Flow rate : 0,4 mL/menit. Rifabutin
(RFP), e Pendeteksi ; Mass 1,
spectrometri. Rifapentin
Rifabutin, 01,
Rifapentin, Etionamid
Etionami 1,
d, protionamid
1,
Protionami Thiosemica
d, rbazone 2,
Thiosemic klofazimin
arbazone 0,1.
Klofazimin
UPLC-  Rifampicin Plasma e Mobile phase : penggunaan 200 (Xing et al.,
MS manusia dalam fase gerak ammonia 2021)

format 10 mmol/L dalam air
(pertama) dan asam format
0,1% dalam metanol (kedua).
e Kolom : Kolom oktadesil silika
(C18).
Elusi : gradien.
Flow rate : 0,35 mL/menit.
Pendeteksi : MS

UPLC-MS  Rifampicin Plasma Mobile phase : Penggunaan 2500 (Fachietal.,
manusia fase gerak dengan air/asam 2020)
format 0,1% dan amonia
format 5 mM (pertama) serta
asetonitril : air (955 vlv)
dengan asam format 0,1% dan
amonia format 5 mM (kedua)
e Kolom : Kolom oktadesil silika
(C18).
e Elusi: gradien.
Flow rate : 0,3 mL/menit.
e Pendeteksi: MS
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Rifampicin Plasma ° Mobile phase : Fase 1500 (Vuetal,

UPLC- manusia gerak yang digunakan adalah 2014)
MS asetonitril : air : dapar
(ammonia asetat 10 g/L,
asam asetat 35 mg/L, dan
trikloro asetat anhidrat 2
mg/L) pada pH 3,5 (90:5:5

%VIVIv).

° Kolom : Kolom

oktadesil silika (C18).

° Elusi : gradien.

° Flow rate : 0,3

mL/menit.

° Pendeteksi : MS
UPLC- Isoniazi Darah ° Mobile phase : Fase 250 (Lee et al,
MS d kering gerak  berbentuk  gradient 2017)

(DBS) pelarut (A:B) 40:60 v/v selama
0,5 menit, diikuti gradien linier
ke 20:80 v/v hingga 1,5 menit,
dipertahankan hingga 2,0 menit
dan kembali ke 40:60 v/v pada
2,2 menit. Pelarut A : (Asam
format 0,3% dalam air). Pelarut
B : (Asam format 0,3% dalam

metanol).

° Kolom : Kolom

oktadesil silika (C18).

° Elusi : Gradien.

° Flow rate : 03

mL/menit.

° Pendeteksi : MS
UPLC- Plasma e Mobile  phase 79 (Winchester
MS Rifampisi manusia Penggunaan  fase  gerak etal., 2015)

n dengan air : asetonitril (55:45%

vlv) mengandung asam format

5%.

° Kolom : Kolom

oktadesil silika (C18).

) Elusi : isokratik.

° Flow rate : 1 mL/menit.

° Pendeteksi :

Spekirometer massa triple

quadrupole
UPLC- Plasma e Mobile  phase 31,3 (Govender et
MS Rifampisi manusia Penggunaan  fase  gerak al., 2018)

n asetonitril: air (75:25% viv)

yang keduanya mengandung
asam format 0,1%.

° Kolom : Kolom
oktadesil silika (C18) atau
Oktasilana (C8).

° Elusi : isokratik.
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disimpulkan bahwa metode yang paling banyak
digunakan dalam analisis OAT sampel biologis
plasma darah yaitu dengan metode HPLC dan
UPLC menggunakan pendeteksi ultraviolet (UV)
dan massa spektroskopi (MS). Kedua metode ini
mempunyai kelebihan masing-masing. Kelebihan
dari metode HPLC yaitu mempunyai waktu analisis
relatif singkat, volume sampel yang digunakan
sedikit, bisa menggunakan senyawa organik dan
anorganik, dan kolom yang dapat digunakan
kembali. Sedangkan keuntungan dari metode

° Flow rate 0,2
mL/menit.
° Pendeteksi : MS
UPLC- Streptomisi  Serum, darah e Mobile phase LLOD Han.M., Jun.
MS/MS n, campuran 10 mM ammonium Streptomis HS., etal.
Kanamisin, format dan asetonitril. in: 500 2013
Klaritromisi ° Kolom : Kolom oktadesil Kanamisin
n, silika (C18). : 500
Sikloserin, ° Flow rate 200 Klaritromis
Moxifloxaci mL/menit. in:25
n, Sikloserin
Levofloksa : 500
sin, Moxifloxac
Linezolid, in: 500
PAS, Levofloksa
Prothiona sin: 100
mide Linezolid :
50
PAS : 500
Prothiona
mide : 50
Tabel 2. Komparasi Metode Analisis Obat Tuberkulosis
Komparasi HPLC UPLC
Skala partikel 3 hingga 5 pm. Kurang dari 2um
Volume injeksi 5uL 2 UL
Tekanan balik maksimum 300-400 bar 1000 bar
Dimensi instrumen 150 x 3,2 mm 50 x 2,1 mm
Temperatur kolom 30° C 65° C
Kecepatan analisis total 10 menit 1,5 menit
Laju aliran 3.0 ml/menit 0.6ml/menit
KESIMPULAN UPLC vyaitu UPLC lebih efisien daripada HPLC
B . ) karena UPLC terjadi penurunan waktu yang lebih
erdasarkan  hasil  review  dapat

singkat daripada HPLC, jumlah sampel dan fase
gerak yang dibutuhkan dan biaya lebih efisien.
Selain itu juga metode UPLC terjadi peningkatan
sensitivitas yang ditunjukkan dengan adanya
penurunan nilai LOD dan LOQ dibandingkan
dengan metode HPLC. Penggunaan fase gerak
dalam menggunakan kedua metode ini juga harus
diperhatikan dan disesuaikan dengan sampel yang
dianalisis agar meminimalisir kesalahan atau
kekeliruan pada saat pengujian. Sistem yang
digunakan dalam kedua metode tersebut yaitu
sistem gradien dan sistem isokratik.
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