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SPEKTROFOTODENSITOMETRI UNTUK MENENTUKAN
ANTIDEPRESAN AMIN TRISIKLIK YANG BEREDAR DI
INDONESIA DALAM TABLET DAN DALAM URIN.
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SARI
Penentuan kadar antidepresan amin trisiklik yang beredar di Indonesia (amitriptilin, nor-

triptilin, dan imipramin) dengan cara spektrofotodensitometri dilakukan terhadap tablet dan

urin. Isolasi dari tablet dilakukan dengan metanol dan dari urin dengan eter.
Cara ini sudah dicoba untuk menentukan kadar senyawa amin trisiklik dalam tablet dan

urin sukarelawan setelah pemberian senyawa-senyawa ini dalam dosis tun88al.

ABSTRACT
A spectrophotodensitometric method has been caffied out for the determination of tricylic
amine antidepressants available in lndonesia (amitdptyline, nortriptyline, and imipramine)
in tablets and urine. Isolation was done by methanol from tablets and by elher from urine.
The method has been applied for examinations of tricyclic amine compounds in tablets
as well as in urine of volunteers receiving a single dose of the compounds.
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I Pendahuluan

Pada saat ini di Indonesia cukup banyak beredar scdiaan obat yang mengan-
dung zat aktif antidepresan turunan amin trisiklik, baik yang berisi zat tunggal
nraupun dalanr kombinasi dengan senyawa psikotropik lain seperti perfenazin,
flufenlzin, diazcpam dan klordiazepoksida.
Bcrbagai cara penentuan kadar senylrva antidepresan aniin trisiklik, baik untuk
pencntuannya dalarr  sediaan n laLrpLrn dalanl  ca i ran b io logis  untuk kc l ter lLran
purgcndl l ian nutu obat  t lan perner iksaan k l in is ,  te lah t l ikcnrbangkan o leh para
pcnel i t i  terdal tu lu (1,2) .  Cara anal is is  yang sudah d ikenrbangkan lerscbut
nrcncnkttp cara yang seclerhana. seperti spe ktrofotomctri. sirnl\rr cf,rr yrng
nre l ibr tkan pera latan anal is is  yrng nrodern scper t i  kromatograf i  gas (3.4)  dan
krornatogr i r f i  ca i r  penarrp i lan t inggi  (5,  6 ,  7 ,  8 ,  9) .
Cara analisis yang sr.rdah dikembangkan di suatu laboratoriunt tidak selalu
dafat diterapkan cli laboratoriunr lain karcna nrasalah peralatan dan pereaksi
yr r rg tersedJa.  Olch karena i tu  per lu  d ikenrbangkan ntetode anal is is  yang
sc:u l i  t lengan kondis i  laborator i l rnr  yang ada untLrk tu juan anal is is  yang dr-
hadepi .  I ' rda pcncl i t ian tcrdal ru lLr  te lah d ikerr rbangkan metode anal is is  betrerapa
sen! ' r \a l  ! ln t idepresan t r is ik l ik  derrgan c l ra krontatograf i  lap is  t ip is  (KLT) chn
spektrototornetr i .  Cura in i  rnnsi l r  nrenr i l ik i  beber lpa kc l r , ' : t ia) tan.  khLrsrrsnya
dr l lnr  hul  yrenyiapan sanrpel  lekst raks i )  dan batas kepckaan r le todc anal is is .
L)a lanr  pcncl i t ian :n i  d ikenrbangki ln  suatu cara pencl t tu i lD kadar  beberapa
s! .nyawr ant ideprcsan t r rn lnan amin t r is ik l ik  1 'ang penr isahannl r  l rcnggunakan
kronratograf i  lap:s  t ip is ,  sedat lgkal l  penentuan kLrant i ta t i f  d i lakLrkan dengan
cara spcktrofotodensitometri.
Tujuan penel i t ian in i  terutanla uutuk ntendapatkan nrctode penentuan kadar
sen)  awa terscbut ,  ba ik  dalanr  sedi l ln  nraupun dalant  sar .npcl  ur in .

2 Bahan dan alat

2.1 Bohon

St'nyawa amin trisiklik munri: arnitriptil in hidroklorida (Roche), ilnipranrin
hidroklorida (Ciba Geigy), dan nortriptil in hidroklorida (Squibb); beberapa
sediaan tablet yang mengandung zat aktif tenebut; pelat lapis tipis silika gel
60, E. Merck 20 X l0 cm; metanol dan eter berkualitas pro analisa; pereaksi
kimia lain.

2.2 Alat

Bcjana kronratografi untuk ukuran pelat 20 X 20 cm;spektrofotodensitonteter
Shinradzu type CS-910.
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3 Percobaan

3.I Ekstaksi

3.1.l Untuk tablet

Satu tablet dimasukkan ke dalam vial l0 ml, kemudian ditambahkan air 2 ml.
Vial digetarkan dengtrn ultrasomc sampai tablet hancur, tambahkan 8 ml
nretrnol tlan isi vial dikocok selanra lt'bih kurang satu nrenit. Bahan pembawa
tablet  yang t idak lanr l  d ib iarkan nrcngendap dal t  supcrnatan d iarnbi l  untuk
krorlltografi.

-1.1.2 Untuk uritt

L imapulLrh ml  ur in  d i r lasukkan ke d l l : rm corong p isah berkapasi tas I25 tn l .
Ur in  d ibrsakln dengln pcnlntbuhan ln toniak prk l t  ( l5 i i )  sanrpai  pH 9-10.
kenrudjun c l iekst r rks i  dLra kal i  masing-nras ing dcngan l0  nr l  e ter  ( l ,cn l rocokan
di lakuk:rn dengan tangur  k i re-k i ra l0  rneni t ) .
I rasc eter  c l ik t rntpulkan dalam gelas p ia la 50 ur l  h lLr  d iuapkan d i  a tas pcnangas
ai r  sanrpai  ker ing.  Rcsic lLr  d i lanr tk ln  kcntbr l i  da lanr  satLr  nr i l i l i ter  Inctanol .
k e r r r t r J i : r r r , l i l l k r r k r r r  k r o  t l r J  l o g r J  l i .

3.2 Kr0matografi

Tcrhadap larur tan zr t  r r lurn i  a tau ckst rak,  t l i lakrrkan krontato-era l i  sebagai
bcr ikut :  s : l tu  nr ikro l i tcr  larutan d i to to lkan pada pchr  lap is  t ip is  i lcngan j l rak
satu sent i r  e ter  c lar i  s is i  bawah.  d ib ierkrn sanlpJ i  kcr ing.  kcntLrd ian d ie lus j
se j i lu j l  I  rn l .  Pc lJ t  d iker ingkan Padt  su l )u kr :nrr .  kentr r r l ian d iukrr r  secrra
spektro lbtodcnsi to l tc t r i .  Fasc gcr tk  l  ang d ipakai  a tJa l lh  n lc ta lo l .

3. 3 Spektrofo todcnsitometi

Noda p lda pc lat  KLT d iukLrr  secara sp! 'k t rofotodensi tonrct r i  dengan spcktro-
fotodcnsi torncter  Sl t in t lc lzLr  CS-910.  Pcrrgukurun d i lakukan dcngal t  Inetodc
l i r i r . r  s l rket ro lotonret r i  UV s ingk vatc lcngt l r  pada panjang gelornbang 240 nrn.
Kccepatan pengukuran (scaning) diatur patla kecr-patan 20 mnr,/rnenit dan
sensitivitas alat (rckordc'r) diatur pada "X2".

3.4 Perhitungan kador

Perhitutrgirn kadar senyarva antidcpresln anrin trisiklik (scblgai seny3',va Lrtuh)
dalant  sanrpc l  tab let  n)aupun c la lant  s ln tpel  ur in  d i lakukan dengan rnenrak l i
kurva k l l jberas i .  Kurva kal iberas i  d ibuat  dcngan cara menoto lkan Iarutan zat
murni rlalam rnetanol, dalant konsentrasi yang bcrvariasi, pada pcll.t yang
kemudiln dilakukan krontatografi dan spektrolbtodensjtornetri.
Kurva kalibcrasi yang tlihasilkan untLrk rnasing-nrasing senyawa yang tlicoba
pi lda percobarn in i  dapat  d i l ihat  pada ganrbar  1,2.  r lan 3.

f ,J
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t,nggi puncak

v 0.5 I

Kadar zat  { !g)
Gambar 1 Kurva kaliberasi untuk amitripti l in, dengan persamaan garis
regresi: y = 6.45 x + 1,43 dan koelisien korelasi = 0,999, dengan x
adalah kadar zat (dalam ,gg) dan y adalah tinggi puncak (dalam cml.

12

v t t  t ,4 3,6
Kadar zat  l / ]g)

Gambar 2 Kurva kaliberasi untuk imipramin, dengan persamaan garis
regres i r  y=3.7 ' l x+O,52 dan koef is ien  kore las i  =  0 ,996.

0 ,8  1  2  1 ,6
Kadar zar (/rg)

Gambar 3 Kurva kaliberasi untuk nortriptilin, dengan persamaan ga(s
regresi: y = 4,48 x 1,90 dan koefisien korelasi = 0.996.

2,Oo,4
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4 Hasil percobaan dan Pembahasan

4.1 Ekstraksi dari urin

Dengan menggunakan eter sebagai pengekstraksi, penguapan pelarut relatif
lebih cepat dan ekstraksi ketiga senyawa amin trisiklik yang dicoba cukup
kuantitatif. Jumlah penemuan kembali (recovery) zat dari sanlpel urin dengan
prosedur ekstraksi ini adalah 89% untuk imipramin, 109% untuk nortriptil in,
dan 75% untuk amitriptil in, dilakukan secara ilr l,irr.r. Untuk rnengcnrbalikan
konsentrasi zat dalam ekstrak akhir ke konsentrasi dalam urin, maka angka-
angka tersebut harus diperhitungkan karena kurva kaliberasi dibuat dari larutan
zat mumi yang tidak melalui ekstraksi. Dalam penelitian ini pernah dicoba
pelarut kloroform sebagai pelarut untuk ekstraksi; pelarut ini biasa dipakai
untuk ekstraksi senyawa-senyawa organik dalam fase air. Penggunaan pelarut
klorofbrm dalam prosedur ekstraksi percobaan ini ternyata serrng menimbul-
kan masalah, yaitu sering terbentuknya emulsi yang sukar menrisah pada
pengocokan.

4.2 Kromatografi

Pada penelitian terdaltulu dipakai pelarut campur untuk fase gerak kromato-
grafi, sedangkan dalarn penelitian ini digunakan pelarut tunggal metanol yang
ternyata memberikan pemisahan yang cukup baik dan sempufna dari noda
senyawa lain yang mungkin mengganggu. Karena penggunaan pelarut tunggal
ini. fas!' gerak bisa dipakai lebih lama (cukup stabil), tidak perlu mencampur
pelarut untuk fase gerak dan reprodusibilitas kronratografi menjadi lebih baik.

Dengan kondisi kromatografi ini harga Rp untuk masing-masing senyawa
adalah 0,33 untuk amitriptil in dan imipramin, dan 0,14 untuk nortriptil in.

4.3 Analisis kuantitatif

Penggunaan cara spektrofotodensitometri untuk analisis kuantitatif noda-noda
yang dihasilkan dalarn kromatograti memberikan beberapa keuntungan di-
bandingkan dengan metode sebelumnya, antara lain: (a) tidak perlu mengerok
noda dari pelat dan mengekstraksi kembali senyawa yang diperiksa, dan (b)
dapat mengurangi kesalahan yang mungkin terjadi pada waktu pengerokan
noda dan ekstrasi kembali. Denplan denrikian cara analisis rnenjadi lebih praktis
dan lebih reprodusibel.

4.4 Kepekaan metode analish

Uji batas kepekaan alat spektrofotodensitometer yang dilakukan terhadap
larutan senyawa murni yang dikrornatografi menunjukkan bahwa jumlah
terkecil yang masih dapat diukur secara kuantitatif pada kondisi pengukuran

Jf ,
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seperti telah disebutkan di muka adalah sekitar 100 ng untuk amitriptil in dan
nortriptil in dan 300 ng untuk imipramin. Kalau dikembalikan ke cara ekstraksi
dan kromatografi, dari metode analisis ini dapat dihitung bahwa konsentrasi
senyawa amin trisiklik terkecil dalam urin yang msih dapat diukur dcngan
rnetode ini adalah sckitar 2 ug/ml urin untuk amitriptil in dan nortriptil in, dan
sekitar 6 ug/nrl urin untuk inlipramill. Untuk kcperLran analisis yang lebih peka
lagi, beberapa hal tersebut di bawah ini dapat disesuaikan lagi, yaitu (a) me-
ngurangi volume pelarut (metanol) untuk melarulkan kembali residu hasil
ekstrasi, (b) memperbanyak jumlah ekstrak yang ditotolkan pada waktu
kromatografi (rnisalnya sampai l0 pl), dan atau (c) mengatur kepekaan alat
spektrofotode nsitonleter.

45 Reprodusibilitas

Reprodusibilitas mctode analisis ini telah dicoba dengan menentukan kadar
senyawa amin trisiklik dalam beberapa sampel urin dengan konsentrasi yang
sama. Konsentrasi yang dicoba udalah 20 pg/ml urin untuk anritriptil in dan
nortriptil in, dan 40 gg/ml urin untLrk imiprarnin. tlasil yang diperoleh dapat
d i l ihat  pada tabel  l .  Seper t i  ter l ihat  pada tabel  tersebLl t  reprodusib i l i tas metodc
anai is is  in i  cukup baik  dcngan koel is iur  var ias i  sebesar  1.27 untuk imipramin
dan 2,7'l untLrk nortriptil in. Senrenlara itu koefisien variasi untuk arrritnptilin
relatif lebih besar, yaitu 5,27 .

Tabel 1 Penemuan kembali lrecoveryl amin trisiklik dan reprod usibjlitas penentuan
kadar dalam ur in .

No.
Persen penemuan kembali

lmipramin Nortripti l in Amitripti l in

I
2
3
4
5

7
I

88,64
88.64
88,64
90.91
88.64
88,64
88,64
90.9 r

108,6
111 ,3
1 0 5 3
1 13,9
't08.6

107,2
I  t  z , 0

107,2

70,o7
7 6,67

7  4  , 1 9
70,89
75,44
75,O2
82,44

Rata-rata
S.  D.
Koef. var.

82,2
1,05
1 ,20/o

109,4
2,88
2,7%

7 4,7
3,89
5,20A
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4.6 Kespesifikan metode

Dengan metode ini amitriptil in dapat ditentukan kadarnya meskipun tercampur
dengan salah satu metabolit utamanya (nortriptil in) karena amitriptil in terpisah
sempurna pada waktu krontatografi. Selain itu, perfenazin yang rrerupakar.r
salah satu zat psikotropik yang biasa dikombinasi dengan antidepresan trisiklik,
tidak mengganggu penentuan kadar amitriptil in dengan mctode analisis ini.
Kemungkinan adanya interferensi dari senyawa-senyawa metabolit antideprcsan
trisiklik yang lain belum dapat dilakukan.

4.7 Peneropdn metode

Metode analisis ini telah diterapkan dalam penentuan kadar beberapa senyawa
antidepresan amin trisiklik dalam sediaan tablet dan dalam sampel urin setelalt
pemberian senyawa-senyawa tersebut (clalam bentuk tablet) pada sukarclawan
schat .

4.7.1 Penentuan kadar tlai sediaan tablet
Pcncntuan kadar dari scdiaan tablet menunjukkan hasil yang baik (tabel 2).
Kadar scnyawa antidepresan amin trisiklik dari masing-masing tablet yang
diperiksa ada dalam ratlge yang diperbolehkan. Khusus pada penentuan tablet
yang selain mcngandurrg amitriptil in mengandung juga perfenazin, terlilrat
bahwa perfenazin tidak mengganggu pcnentuan kadar amitriptil in dengan
metode anal is is  in i .

f /

Tabel 2 Hasil penentuan kadar dari sediaan lablet

Amitripri l in (25 ms)* lmipramin (25 mg) Nortripti l in (10 mg)

No, Kadal Rata-rata No. Kadar Rata-rata No. Kadar Rata-rata

1 24,87
24,97
25,26

23BO
24,48
24,48

26,O3
2 6,03
26.03

24,4'l
24,O8

25,OO

24,48

26,O3

24,25

1

4

26,28
26,46
26.46

26,11
26,46
26,46

26,9'1
27 ,23
26,91

25,94
25,95

26,37

2654

27 p5

25,94

'I

4

8,96
9,10
9,03

9,25
o  1 ?

o  t n

9,40
9,40
9,40

10,95
10,82

9,03

9,1 '6

9,40

10,89

* Mengandung 2 mg perfenazin.
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4.7.2 Penentuan kadar dai urin sukerelartan

Dalam penelitian ini obat diberikan dalam dosis trrnggal dan urin dikunrpulkan
selama periode 0-8 jam sesudah pembcrian obat. Hasil yang diperoleh dapat

dilihat pada tabel 3 yang menunjukkan bahwa senyawa antidepresan amin

trisiklik yang dicoba termetabolisis secara ekstensif dalam tubuh. Untuk

amitriptil in dan imipramin, dengan metode analisis ini senyawa utuhnya tidak

terdeteksi lagi dalam urin, sedangkan unluk nortriptihn ntasih bisa terdeteksi
tetapi dalam jumlah yang relatif kecil, yaitu sekitar 10% dari dosis yang diberi-
kan. Oleh karena itu untuk amitriptil in dan imipramin, penentuan dalarn urin
pt 'makai  obat  sebaiknya d iarahl<an pada penentuan metabol i tnya.  Kedua
senyawa ini mengalami metxbolist.ne ekstensif di dalam tLrbuh.

Karena keterbatasan senyawr pcrnbanding yang tersedia dalant penelitian ini.
behln l  d i tentukan rne tabol i tnya.

Tabel 3 Hasil penenluan senyawa amin trisiklik utuh dalam
urin sukarelawan yang meminum obat dalam dosis tunggal.

Antidepresan Oosis Oitemukan kembali

Ami t r ip t i l i n
lm ipramin
Nor t r ip t i l i n

25 mg
25 mg
i 0  m g

T .  T .
T, T.

1 .05 mg

'  T. T- = t idak rerderersi
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