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Kombinasi asetosal dan dipiridamol digunakan untuk penyakit trombotik 
karena dapat mengurangi trombosis, terutama pada stroke iskemik. 

Penelitian ini menggunakan metode KLT densitometri untuk menetapkan 

kadar asetosal dengan dipiridamol dalam sediaan farmasi. Kedua senyawa 

dipisahkan menggunakan fase terbalik dengan metanol:ammonia (100:1,5) 
sebagai fase gerak dan C18 sebagai fase diam. Deteksi dilakukan pada 

panjang gelombang 280 nm. Validasi metode ditinjau dari parameter 

validasi akurasi (% recovery), ripitabilitas (RSD), linieritas (r), dan 
sensitivitas (LOD dan LOQ). Diperoleh hasil nilai % recovery untuk 

asetosal adalah 91,0% dan untuk dipiridamol sebesar 123,70%. Nilai RSD 

sebesar 2,73% untuk asetosal, sedangkan dipiridamol sebesar 3,17%. Nilai 
r 0,971 dan 0,982, masing-masing untuk asetosal dan dipiridamol. 

Selektivitas dan sensitivitas metode KLT densitometri lebih tinggi pada 

asetosal dibandingkan pada dipiridamol dengan LOD dan LOQ asetosal 

0,57 mg/mL dan 1,73 mg/mL, sedangkan dipiridamol sebesar 0,79 mg/mL 

dan 2,42 mg/mL.
 

 

 

1. PENDAHULUAN  

Asetosal dan dipiridamol merupakan 

kombinasi obat yang digunakan untuk 

mengurangi trombosis pada pasien dengan 

penyakit trombotik, terutama stroke iskemik. 

Kedua obat tersebut memiliki aktivitas sebagai 

antiplatelet [1]. Beberapa metode analisis telah 

dilakukan pada penelitian sebelumnya dalam 

menetapkan kadar kombinasi kedua obat yaitu 

RP-UPLC [2]; RP-HPLC [3,4]; dan 

spektrofluorometri [4,5]. Kedua obat secara 

tunggal dapat ditetapkan kadarnya 

menggunakan spektrofotometri UV  [6,8] 

maupun spektrofotometri visibel [9,10]. 

Metode analisis yang paling sering digunakan 

adalah HPLC karena memiliki validitas yang 

baik [3]. 

Metode KLT densitometri terbukti 

memiliki hasil validasi yang baik untuk 

penetapan kadar asetosal dalam tablet salut 

enterik dengan nilai presisi, akurasi, linearitas, 

selektivitas dan ketangguhan yang memenuhi 

syarat keberterimaan [11] serta merupakan 

metode yang selektif untuk menetapkan 

konsentrasi dipiridamol dalam serum [12]. 

Namun, validitas metode KLT densitometri 

pada penetapan kadar kombinasi dipiridamol 

dengan asetosal belum diketahui. Penelitian ini 

ditujukan untuk memastikan atau mengukur 

validitas metode KLT densitometri dalam 

penetapan kadar kombinasi asetosal dengan 

dipiridamol menggunakan fase terbalik 

sehingga dapat digunakan sebagai metode 

alternatif dan pengkayaan data ilmiah. 

Validitas metode ditinjau dari parameter 
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ketepatan (akurasi), ketelitian (presisi), 

sensitivitas serta linearitas.  

 

2. METODE  

2.1. Bahan dan Alat 

Bahan : Larutan standar asetosal 

(SIGMA), larutan standar dipiridamol 

(SIGMA), tablet Persantin® 75 mg 

dipiridamol (Boehringer Ingelheim) dan 

tablet Thrombo Aspilet® 80 mg (Medifarma 

Laboratories),  metanol (Merck), ammonia 

(Merck), air, asetonitril (Merck), orto asam 

fosfat (Merck) dan plat KLT C18. 

Alat : KLT densitometer (Shimadzu), 

bejana kromatografi (Pyrex), neraca analitik 

(Ohauss), mikropipet (Scorex),  sentrifugasi, 

vortex dan alat-alat gelas (Pyrex). 

 

2.2. Jalannya Penelitian 

Optimasi Fase Gerak: Fase gerak yang 

dipilih pertama adalah 0,1% orto asam fosfat-

asetonitril [3]; kedua, air-asetonitril-orto 

asam fosfat [4]; dan yang ketiga adalah 

metanol-amonia [13] dengan perbandingan 

tertentu sesuai Tabel 1 sampai didapatkan 

pemisahan yang optimal. 

Tabel 1. Komposisi Fase Gerak 

Fase Gerak Komposisi 

Metanol : ammonia 100 : 1,5 

Air : asetonitril : orto asam 

fosfat 

70 : 30 : 5 

65 : 35 : 2 

85 : 15 : 5 

0,1% orto asam fosfat : 

asetonitril 

1 : 1 

3 : 1 

9 : 1 

 

Pembuatan Larutan Baku: 

Konsentrasi asetosal yang dibuat adalah 2 

mg/mL dan dipiridamol 3 mg/mL dalam 

pelarut metanol. Seri larutan baku campuran 

dibuat dengan pengeceran bertingkat seperti 

tertera dalam Tabel 2. 

 

 

Tabel 2. Campuran Baku Asetosal dan 

Dipiridamol 

C 

Volume 

pengambilan 

(ad metanol 1 mL) 

Asetosal 

(mg/mL) 

Dipiridamol 

(mg/mL) 

C1  2 3 

C2 500 µL C1 1 1,5 

C3 500 µL C2 0,5 0,75 

C4 500 µL C3 0,25 0,375 

C5 500 µL C4 0,125 0,1875 

C6 500 µL C5 0,0625 0,09375 

C : Konsentrasi 

 

Optimasi Panjang Gelombang: 

Panjang gelombang maksimum diketahui 

dengan melihat spektrum bercak analit pada 

panjang gelombang antara 200-400 nm. 

Validasi Metode: Parameter-parameter 

validasi yang dilakukan ini adalah akurasi, 

ripitabilitas, linearitas, sensitivitas, dan 

selektivitas.  

 

2.2.1. Akurasi  

Ditimbang untuk 4 kelompok 

konsentrasi dan ditambah larutan baku 

dipiridamol dan asetosal (Tabel 3) 

kemudian dihitung nilai RSD dan recovery.  

2.2.2. Ripitabilitas 

Ripitabilitas diambil dari data akurasi, 

yaitu 4 kelompok perlakuan masing-masing 

direplikasi sebanyak 3x [14]. RSD 

ripitabilitas merupakan variasi  kadar dari 

setiap kelompok perlakuan. 

2.2.3. Linearitas  

Sampel ditimbang sesuai Tabel 3, 

kemudian ditotolkan 7,5 µL pada plat C18 

dan dielusi dengan fase gerak, luas area 

dibaca pada λ 280 nm. Regresi linear antara 

konsentrasi vs luas area. 

 

Tabel 3. Penimbangan Bahan 

Validasi Metode Linearitas Akurasi 

Bobot Sampel 70%-130% 100,0 mg 

Penambahan zat 

aktif 
- 80%-120% 

Penambahan 

metanol 
ad 25 mL ad 25 mL 
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2.2.4. LOD dan LOQ 

Nilai LOD dan LOQ dihitung secara 

statistik berdasarkan persamaan regresi 

linear kurva baku [14]. 

2.2.5. Selektivitas 

Selektivitas diambil dari nilai intercept 

persamaan kurva baku asetosal dan 

dipiridamol yang diperoleh. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Fase gerak yang optimal untuk 

memisahkan kombinasi senyawa asetosal dan 

dipiridamol adalah metanol:amonia (100:1,5) 

dengan nilai Rf asetosal 0,88 dan nilai Rf 

dipiridamol 0,65 pada fase diam C18. Asetosal 

terelusi lebih jauh dibanding dipiridamol, 

menandakan bahwa asetosal memiliki polaritas 

yang lebih tinggi dibanding dipiridamol. 

Adanya dua gugus N siklik yang bersifat non 

polar pada dipiridamol menyebabkan polaritas 

dipiridamol menjadi lebih rendah. Asetosal 

memiliki bobot molekul lebih kecil dari 

dipiridamol dengan nilai 180,159 g/moL untuk 

asetosal dan 504,636 g/moL untuk dipiridamol 

[15], sehingga menyebabkan asetosal lebih 

mudah terelusi dibanding dipiridamol. 

 

 
Gambar 1. Peak Panjang Gelombang Maksimal 

(a) Asetosal (b) Dipiridamol 

 

Aspirin menunjukkan dua absorbansi 

maksimal pada 225 nm (λ-1) dan 278 nm (λ-2), 

sedangkan dipiridamol menunjukkan 

absorbansi maksimal pada 284 nm (Gambar 1). 

Pemilihan panjang gelombang 280 nm 

dikarenakan kedua senyawa memiliki panjang 

gelombang maksimal yang mendekati 280 nm, 

sehingga asetosal dan dipiridamol dapat 

memberikan serapan yang optimal pada 

panjang gelombang tersebut ketika dilakukan 

scanning secara bersamaan. 

3.1. Akurasi  

Nilai recovery yang diperoleh sudah 

cukup bagus walaupun menurut BPOM RI 

[14] belum masuk dalam rentang 

keberterimaan (Tabel 4) sehingga masih 

perlu dilakukan perbaikan dalam hal optimasi 

pelarut dan fase gerak. Pelarut yang 

digunakan mempengaruhi jumlah analit yang 

terekstraksi dalam sampel. Ekstraksi yang 

tidak maksimal menyebabkan nilai recovery 

asetosal kecil. Kecilnya nilai recovery juga 

dapat disebabkan karena pengaruh degradasi 

asetosal dalam pelarut metanol. Penelitian 

terbaru dari Skibinski and Komsta [16] 

menyebutkan bahwa pelarut organik metanol 

dan etanol merupakan pelarut yang tidak 

stabil karena dapat mendegradasi sekitar 60% 

asetosal dalam waktu 12  jam. Metanol yang 

digunakan memiliki pengaruh yang besar 

dalam nilai perolehan kembali asetosal, 

sehingga perlu adanya perbaikan dalam 

pemilihan pelarut.  

Dipiridamol memiliki nilai recovery 

yang besar. Hal ini kemungkinan dipengaruhi 

oleh adanya senyawa pengotor dari zat 

tambahan tablet yang memiliki polaritas dan 

gugus kromofor yang mirip dengan 

dipiridamol sehingga dapat menyebabkan 

luas area dipiridamol menjadi besar ketika 

dibaca di sinar UV. Oleh karena itu, optimasi 

pelarut dan fase gerak diperlukan agar hanya 

analit saja yang terlarut dan terelusi. 

3.2. Ripitabilitas 

Penelitian yang dilakukan menunjukkan 

metode KLT densitometri memiliki nilai 

ripitabilitas yang baik dalam menetapkan 

dipiridamol maupun asetosal menurut Nash 

and Wachter [17], namun belum memenuhi 

persyaratan dari BPOM RI [14] (Tabel 4). 
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Penelitian ini menggunakan campuran 

asetosal dan dipiridamol dari dua tablet yang 

berbeda, hal ini dapat menyebabkan 

terjadinya campuran yang tidak homogen 

yang dapat memperbesar variasi pengukuran. 

Kandungan zat aktif dalam sampel juga harus 

diperhatikan. Menurut Farmakope IV 

menyebutkan bahwa tablet salut enterik 

asetosal mengandung 95%-105% zat aktif 

dari kadar yang ada pada klaim [18]. 

Perbedaan kandungan zat aktif dari masing-

masing tablet akan mempengaruhi kadar 

yang diperoleh, sehingga mempengaruhi 

nilai keterulangan yang dihasilkan. 

 

Tabel 4. Hasil Parameter Validasi Asetosal dan 

Dipiridamol 

Parameter Validasi 
Aseto

sal 

Dipiridam

ol 

Akurasi recovery (%) 

RSD (%) 

91,0 

4,65 

123,70 

5,71 

Ripitabilitas RSD (%) 2,73 3,17 

Linearitas R 0,971 0,982 

Sensitivitas LOD (mg/mL) 0,57 0,79  

 LOQ (mg/mL) 1,73 2,42 

Keterangan : Syarat keberterimaan yang 

ditetapkan oleh BPOM RI (14) untuk akurasi 

dengan recovery 98%-102% dan RSD ≤ 2%; 

linearitas dengan r > 0,98; ripitabilitas dengan 

RSD < 2% atau menurut Nash and Wachter (17) 

dengan RSD < 3,7%. 

3.3. Linearitas 

Linearitas dikatakan baik apabila respon 

dari suatu metode proporsional terhadap 

konsentrasi sampel dengan nilai r > 0,98 [14]. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa r 

asetosal = 0,971 dan r dipiridamol = 0,982, 

terlihat bahwa semakin besar konsentrasi 

asetosal dan dipiridamol maka luas area yang 

dihasilkan semakin besar (Gambar 2). Nilai 

keduanya sudah cukup baik dan cukup linear 

walaupun nilai r asetosal masih dibawah nilai 

keberterimaan, namun sudah mendekati 

persyaratan yang ditetapkan. 

 

 

Gambar 2. Grafik Parameter Linearitas 

3.4. LOD dan LOQ 

LOD dari asetosal 0,57 mg/mL dan 

dipiridamol 1,73 mg/mL, sedangkan LOQ 

asetosal adalah 0,79 mg/mL dan dipiridamol 

2,42 mg/mL. Nilai LOD dan LOQ  asetosal 

lebih kecil daripada dipiridamol sehingga 

metode KLT densitometri memiliki 

sensitivitas lebih tinggi dalam menetapkan 

asetosal dibandingkan dipiridamol. 

3.5. Selektivitas 

Nilai intercept (a) yang diperoleh 

menunjukkan bahwa asetosal memiliki nilai a 

= 36,4 dan dipiridamol 222,5. Ini berarti 

dengan konsentrasi 0, suatu metode KLT 

densitometri memberikan respon berupa luas 

area sebesar 36,4 untuk asetosal dan 222,5 

untuk dipiridamol. Nilai intercept ini 

menunjukkan bahwa KLT densitometri 

kurang selektif dalam menetapkan kadar 

kedua senyawa. Suatu metode dikatakan 

selektif apabila nilai intercept yang diperoleh 

0 atau mendekati 0. Selektivitas untuk 

asetosal lebih baik dibanding dipiridamol 

dilihat dari nilai intercept asetosal yang lebih 

kecil. Kurang selektifnya KLT densitometri 

dalam menetapkan kadar asetosal dan 

dipiridamol disebabkan karena dalam 

penelitian tidak dilakukan pembacaan luas 

area blanko saat pengukuran pada 

densitometer sehingga menyebabkan nilai 

intercept menjadi besar. 

r = 0,971 r = 0,982

L
u

a
s 

a
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a

Kadar (mg/mL)
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Dipiridamol
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4. KESIMPULAN 

Metode KLT densitometri belum 

memenuhi semua parameter-parameter 

validasi dalam menetapan kadar kombinasi 

asetosal dan dipiridamol pada sediaan farmasi 

dan masih memerlukan suatu perbaikan dalam 

optimasi pelarut, optimasi fase gerak dan 

pembacaan blanko. 
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