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Abstrak

Olopatadin HC] merupakan antihistamin generasi kedua dengan mekanisme kerja ganda, yaitu antagonis selektif
reseptor histamin Hi dan stabilisasi membran sel mast, yang efektif untuk terapi alergi seperti konjungtivitis dan rinitis
alergi. Penelitian ini bertujuan memvalidasi metode spektrofotometri UV—Vis untuk penetapan kadar olopatadin HCI1
dalam sediaan obat tetes mata yang beredar di Indonesia. Metode dikembangkan dengan larutan standar pada rentang
konsentrasi 20-80 ppm, penentuan panjang gelombang maksimum, serta pengujian parameter validasi meliputi
linearitas, akurasi, presisi, dan sensitivitas. Hasil menunjukkan panjang gelombang optimum pada 299 nm dengan
persamaan regresi y = 0,0107x + 0,0016 (r = 0,99). Nilai perolehan kembali sebesar 101,16% dan koefisien variasi
0,65% memenuhi kriteria AOAC, sedangkan batas deteksi (LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ) masing-masing
sebesar 0,911 ppm dan 3,037 ppm. Kadar olopatadin HCI dalam sampel diperoleh sebesar 0.116 + 0,003%. Metode
ini terbukti sederhana, ekonomis, dan andal, sehingga layak diterapkan untuk pengendalian mutu rutin di laboratorium
penelitian maupun industri farmasi.
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Abstract

Olopatadine HCI is a second-generation antihistamine with a dual mechanism of action, acting as a selective
histamine H, receptor antagonist and a mast cell membrane stabilizer, effective for the treatment of allergies such as
conjunctivitis and allergic rhinitis. This study aimed to validate a UV-Vis spectrophotometric method for determining
the content of olopatadine HCI in eye drop preparations available in Indonesia. The method was developed using a
standard solution in the concentration range of 20—80 ppm, determination of the maximum wavelength, and validation
parameter testing including linearity, accuracy, precision, and sensitivity. The results showed an optimum wavelength
at 299 nm with a regression equation of 'y = 0,0107x + 0,0016 (r = 0.99). The recovery value of 101.16% and
coefficient of variation of 0.65% met AOAC criteria, while the limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ)
were 0.911 ppm and 3.307 ppm, respectively. The olopatadine HCI content in the sample was found to be 0.116 +
0.003%. This method proved to be simple, cost-effective, and reliable, making it suitable for routine quality control
in research laboratories and the pharmaceutical industry.
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PENDAHULUAN

Olopatadin merupakan antihistamin generasi kedua yang memiliki aktivitas farmakologis ganda,
yaitu antagonisme selektif terhadap reseptor histamin Hi: dan stabilisasi membran sel mast. Sifat
tersebut menjadikannya efektif dalam mengobati kondisi terkait alergi, seperti konjungtivitis alergi
dan rinitis alergi, yang ditandai dengan gejala antara lain rasa gatal, kemerahan, bersin, hidung
tersumbat, dan keluarnya air mata [1-3]. Mekanisme kerja ganda ini memberikan manfaat berupa
peredaan gejala yang cepat sekaligus pencegahan berkelanjutan terhadap pelepasan mediator
inflamasi. Kuantifikasi olopatadin HCI yang akurat sangat penting untuk memastikan dosis yang
tepat, karena penyimpangan dari konsentrasi yang diinginkan dapat menyebabkan penurunan
efektivitas atau timbulnya efek samping yang tidak diharapkan. Oleh karena itu, keandalan
formulasi farmasi tidak hanya ditentukan oleh keberadaan zat aktif (active pharmaceutical
ingredient, API), tetapi juga oleh ketepatan kuantifikasinya [4,5].

Menurut tinjauan pasar terbaru oleh Exactitude Consultancy [6], pasar global olopatadin HCI
diproyeksikan meningkat secara signifikan dari USD 1,5 miliar pada tahun 2024 menjadi hampir
USD 2,8 miliar pada tahun 2034 dengan laju pertumbuhan tahunan majemuk (compound annual
growth rate, CAGR) sekitar 6,5%. Proyeksi pertumbuhan yang kuat ini mencerminkan
meningkatnya permintaan terhadap metode analisis yang tervalidasi, yang tidak hanya akurat dan
andal, tetapi juga dapat diadaptasi di berbagai laboratorium dengan tingkat infrastruktur yang
beragam. Seiring meningkatnya prevalensi gangguan terkait alergi di seluruh dunia, kebutuhan
terhadap produk farmasi berbasis olopatadin diperkirakan akan bertambah sejalan. Tren ini
menegaskan pentingnya pengembangan teknik analisis yang sederhana dan hemat biaya sehingga
dapat diterapkan untuk pengendalian mutu rutin, termasuk di fasilitas dengan keterbatasan akses
terhadap instrumen canggih. Memastikan metode tersebut tetap memenuhi ketelitian analitis tanpa
mengorbankan efisiensi sangatlah penting untuk mendukung konsistensi mutu produk dan
kepatuhan terhadap regulasi.

Spektrofotometri UV—visible (UV-Vis) hingga kini menjadi salah satu metode yang paling banyak
digunakan dalam analisis farmasi karena kesederhanaan, keterjangkauan, dan kecepatan prosesnya
[7-9)]. Teknik ini didasarkan pada prinsip pengukuran absorbansi cahaya ultraviolet atau tampak
oleh suatu senyawa pada panjang gelombang tertentu, yang berbanding lurus dengan konsentrasi
senyawa tersebut [10]. Dalam penerapannya untuk analisis bahan obat, spektrofotometri UV-Vis
menawarkan pendekatan yang praktis untuk mengkuantifikasi API, khususnya jika senyawa
tersebut menunjukkan karakteristik serapan yang kuat dan spesifik pada wilayah UV [11].

Olopatadin HCI memiliki gugus kromofor khas yang menyerap pada wilayah UV, sehingga
memungkinkan kuantifikasi langsung menggunakan spektrofotometri UV-Vis tanpa memerlukan
tahapan derivatisasi yang kompleks [12,13]. Berdasarkan sifat optik dan karakteristik strukturnya,
olopatadin HCI dapat dianalisis secara efektif menggunakan metode UV-Vis apabila dilakukan
pemilihan panjang gelombang yang tepat dan validasi metode yang memadai. Selain itu,
kesederhanaan teknik ini menjadikannya sangat sesuai untuk pengendalian mutu rutin di
lingkungan manufaktur maupun laboratorium akademik. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk melakukan validasi metode dan penetapan kadar Olopatadin HCIl pada sediaan obat mata
yang ada di pasar Indonesia menggunakan metode spektrofotometri UV.
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METODE
Sampel (Bahan) Penelitian

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah Olopatadine HCI (PBFI), metanol (LC
Grade), aquadest, dan sampel obat tetes mata yang mengandung Olopatadine HCI..

Prosedur kerja

Target analisis dalam penelitian ini adalah olopatadin HCI yang dikualifikasi menggunakan
spektrofotometri ultraviolet—visible (UV-Vis). Metode ini dirancang untuk mengevaluasi
linearitas, akurasi, presisi, dan sensitivitas spektrofotometri UV-Vis sebagai teknik analisis
tunggal dalam penetapan kadar bahan aktif farmasi (active pharmaceutical ingredient, API).

Larutan stok olopatadin HCI dengan konsentrasi 2000 ppm dibuat dengan melarutkan sejumlah
baku standar yang sesuai dalam metanol. Dari larutan stok tersebut, dibuat serangkaian larutan
standar melalui pengenceran bertingkat hingga diperoleh konsentrasi akhir masing-masing 20, 30,
40, 50, 60, 70, dan 80 ppm. Larutan-larutan standar ini digunakan untuk menyusun kurva kalibrasi
dalam proses validasi metode.

Untuk mengevaluasi akurasi dan presisi metode, dibuat larutan sampel dengan konsentrasi 50 ppm
yang kemudian dianalisis menggunakan metode penambahan baku (standard addition method).
Proses validasi ini dibagi menjadi empat kelompok. Kelompok non adisi (kontrol) terdiri atas 0,2
mL larutan sampel yang diencerkan dengan metanol hingga volume akhir 10 mL. Kelompok P1,
P2, dan P3 masing-masing dibuat dengan menambahkan 0,2 mL, 0,35 mL, dan 0,5 mL larutan
baku 2000 ppm ke dalam 0,2 mL larutan sampel. Setiap campuran tersebut kemudian diencerkan
dengan metanol hingga volume akhir 10 mL. Kombinasi ini menghasilkan konsentrasi teoritis
sebesar 30 ppm, 45 ppm, dan 60 ppm, yang mewakili tingkat penambahan rendah, sedang, dan
tinggi untuk pengujian perolehan kembali (recovery test). Semua preparasi dilakukan sebanyak
tiga kali ulangan untuk memastikan keterulangan (reproducibility) hasil.

Absorbansi setiap larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis jenis single-beam pada
rentang panjang gelombang 200400 nm dengan kuvet kuarsa berukuran 1 cm. Panjang
gelombang maksimum (Amaks) ditentukan melalui spectral scanning, dan seluruh pengukuran
absorbansi selanjutnya untuk tujuan kuantifikasi dilakukan pada Amaks yang telah diidentifikasi
untuk olopatadin HCI.

Linearitas dievaluasi melalui analisis regresi antara nilai absorbansi dan konsentrasi, sedangkan
akurasi ditentukan melalui analisis perolehan kembali (recovery analysis) dari sampel yang telah
diadisi. Presisi dinilai dengan menghitung koefisien variasi (%CV) dari pengukuran berulang pada
setiap tingkat penambahan. Sensitivitas metode dievaluasi dengan menghitung batas deteksi (/imit
of detection, LOD) dan batas kuantifikasi (/imit of quantification, LOQ) berdasarkan simpangan
baku respons dan kemiringan kurva kalibrasi.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penentuan panjang gelombang dilakukan dengan membaca analit menggunakan spektrofotometer
UV-Vis jenis single-beam pada rentang panjang gelombang 200—400 nm. Didapatkan panjang
gelombang optimal pada 299nm.

Uji linearitas dilakukan dengan mengukur absorbansi larutan standar pada berbagai konsentrasi
bertingkat, yaitu dari 20 hingga 80 ppm. Kurva linearitas diperoleh melalui analisis regresi antara
konsentrasi dan nilai area. Hasil pengujian menunjukkan bahwa untuk metode spektrofotometri
UV diperoleh persamaan regresi 'y = 0,0107 + 0,0016, dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,99.

Uji rentang dilakukan pada konsentrasi yang termasuk dalam rentang linearitas, dengan tujuan
memastikan kisaran konsentrasi analit yang dapat diukur secara tepat menggunakan metode yang
diuji. Dari hasil pengujian rentang, diperoleh persamaan regresi y = 0,0108x + 0,0089, dengan
nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,99.

Meskipun LOD dan LOQ bukan merupakan parameter wajib yang diuji dalam penelitian ini,
keduanya dapat memberikan gambaran mengenai kemampuan metode dalam mendeteksi analit.
LOD digunakan untuk menentukan konsentrasi terendah analit yang masih dapat terdeteksi oleh
metode, sedangkan LOQ digunakan untuk mengetahui konsentrasi terendah yang dapat diukur
secara akurat menggunakan metode yang diterapkan. Pada penelitian ini, metode spektrofotometri
UV menghasilkan nilai LOD sebesar 0,911 ppm dan LOQ sebesar 3,037 ppm. Seluruh analisis
yang dilakukan berada di atas nilai LOD dan LOQ yang telah ditentukan.

Uji spesifisitas pada metode spektrofotometri UV dilakukan dengan membandingkan spektrum
Olopatadin HCL dari larutan baku dan larutan sampel. Hasil pengujian menunjukkan bahwa profil
spektrum kedua larutan memiliki kemiripan yang tinggi. Temuan ini mengindikasikan bahwa
metode spektrofotometri UV yang digunakan memiliki tingkat spesifisitas yang memadai.
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Gambar 1. Spektrum Olopatadine HCI
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Pengujianji akurasi dilakukan dengan menghitung persentase recovery atau perolehan kembali.
Dalam penelitian ini, pengujian akurasi dan presisi menggunakan metode penambahan baku
(standard addition method) karena tidak tersedianya matriks sampel. Pengujian dilakukan pada
tiga konsentrasi yang mewakili tingkat rendah, sedang, dan tinggi dalam analisis, serta
dilaksanakan selama tiga hari berturut-turut. Hasil analisis menunjukkan nilai perolehan kembali
sebesar 101,16%. Nilai tersebut memenuhi kriteria yang ditetapkan AOAC, di mana untuk kadar
antara 10 hingga 100 ppm, persentase perolehan kembali yang dapat diterima berada dalam
rentang 85—-110%.

Presisi metode dievaluasi melalui perhitungan koefisien variasi. Hasil pengujian menunjukkan
nilai koefisien variasi untuk metode yang dilakukan sebesar 0,65%. Nilai tersebut menunjukkan
presisi yang baik karena berada di bawah batas maksimum 4% sesuai standar [14].

Penetapan kadar Olopatadin HCl dengan metode spektrofotometri dilakukan menggunakan
prosedur dan kondisi analisis yang telah melalui tahap validasi. Pengukuran sampel dilakukan
sebanyak lima kali replikasi untuk memastikan konsistensi hasil. Dari hasil analisis, didapatkan
kadar sampel sebesar 0,116 = 0,003%.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, metode spektrofotometri UV-Vis terbukti layak digunakan untuk
penetapan kadar Olopatadin HCl dalam sediaan obat tetes mata, dengan memenuhi parameter
validasi meliputi linearitas, akurasi, presisi, dan sensitivitas sesuai standar AOAC. Panjang
gelombang optimum diperoleh pada 299 nm dengan rentang konsentrasi analisis 20-80 ppm,
menunjukkan hubungan linier yang kuat antara konsentrasi dan absorbansi. Nilai perolehan
kembali sebesar 101,16% dan koefisien variasi 0,65% menegaskan keandalan metode ini dalam
menghasilkan data yang akurat dan presisi. Nilai LOD 0,911 ppm dan LOQ 3,037 ppm
menunjukkan kemampuan deteksi yang memadai untuk aplikasi analisis rutin. Dengan kemudahan
prosedur, biaya yang relatif rendah, serta tingkat ketelitian yang tinggi, metode ini dapat
diimplementasikan secara efektif baik di laboratorium penelitian maupun fasilitas pengendalian
mutu industri farmasi.
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