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Abstrak: Rifampisin adalah obat terapi tuberkolosis lini pertama. Konsentrasi rifampisin dalam darah 

sangat mempengeruhi adanya resistensi dan peningkatan efek samping. Artikel review ini bertujuan untuk 

meninjau metode analisis rifampisin dalam plasma darah. Metode pada artikel review ini adalah 

penelusuran dengan mesin pencari PubMed®. Berdasarkan pencarian, metode yang paling banyak 

digunakan untuk analisis rifampisin dalam plasma darah adalah high-performance liquid chromatography 

(HPLC) dan ultra performance liquid chromatography (UPLC) dengan detektor ultraviolet (UV), diode 

array (DAD), atau spektroskopi massa (MS). Berdasarkan metode tersebut, metode UPLC yang dilengkapi 

dengan detektor MS paling banyak digunakan untuk menganalisa rifampisin dalam plasma darah. 

Kata kunci: metode analisis; rifampisin; plasma darah; HPLC; UPLC 

 

Abstract: Rifampicin is a first-line tuberculosis drug. The concentration of rifampicin in the blood greatly 

affects resistance and increases side effects. This review article aims to review the analytical method of 

rifampicin in blood plasma. The method in this review article is a search with the PubMed® search engine. 

Based on research, the most widely used methods for analyzing rifampicin in blood plasma are high 

performance liquid chromatography (HPLC) and ultra performance liquid chromatography (UPLC) with 

ultraviolet (UV), diode array (DAD) or mass spectroscopy (MS). detector. . Based on these methods, the 

UPLC method equipped with an MS detector is the most widely used method for analyzing rifampicin in 

blood plasma. 
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PENDAHULUAN 

Tuberkolosis adalah penyakit yang terjadi akibat infeksi bakteri Mycobacterium 

tubercolosis (Bozorg et al. 2019). Menurut WHO pada tahun 2021, terdapat 10, 6 juta 

kasus penyakit tuberkolosis dan 1,4 juta kematian akibat dari penyakit tuberkolosis 

(WHO,2022). Menurut FDA, obat yang dapat digunakan sebagai pengobatan lini pertama 

pada penyakit tuberkolosis yaitu isoniazid, rifampisin, ethambutol, dan pirazinamid  

(Bozorg et al. 2019). Konsentrasi obat tuberkolosis dalam darah yang rendah dapat 

berakibat pada resistensi obat dan meningkatkan efek samping (Wang et al., 2020). TDM 

(Therapeutic Drug Monitoring) adalah pengujian konsentrasi obat dalam darah. 

Penggunaan TDM dalam terapi tuberkolosis dapat menjamin efektivitas dari terapi dan 

mencegah terjadi resistensi dari obat anti tuberkolosis (Papamichael et al., 2017; Tamargo 

et al., 2015).  

Metode penetapan kadar rifampisin dalam plasma darah sudah banyak 

dikembangkan, seperti UPLC dengan detektor tandem spektrometer massa yang nilai 

batas bawah kuantifikasi mencapai 5 ng/mL (Wang et al., 2020). Selain itu, metode HPLC 

dengan detektor photodiode arrray juga dikembangkan dengan nilai batas bawah 

kuantifikasi mencapai 100 ng/mL(Goutal et al. 2016). 

Artikel ini bertujuan untuk meninjau dan membandingkan metode analisis rifampisin 

dalam plasma darah. 

 

METODE PENELITIAN 

Artikel ini disusun berdasarkan pencarian artikel dari penelitian tentang 

pengembangan metode analisa rifampisin dalam plasma darah dengan mesin pencari 
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PubMed® menggunakan kata kunci “Determination”, “Rifampisin”, dan “Blood Plasma” 

dengan memakai fitur advanced search ‘AND’, ‘OR’, dan ‘NOT’ pada kata kunci 

sehingga menjadi ‘Determination’ OR ‘Analysis’ AND ‘Rifampisin’ AND ‘Blood 

Plasma’ NOT ‘Review’. Kriteria inklusi artikel yang digunakan adalah artikel yang 

dipublikasikan dari tahun 2013 sampai 2022, menggunakan bahasa inggris atau bahasa 

indonesia, full text, analisa kuantitatif, dan determinasi serta analisis pada rifampisin. 

Kriteria eksklusi artikel adalah artikel review. Artikel yang didapatkan berdasarkan 

pencarian awal adalah 405 artikel lalu difilter berdasarkan kriteria eksklusi dan inklusi 

sehingga menghasilkan 21 artikel. 21 artikel tersebut akan digunakan dalam review 

artikel ini. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Metode yang digunakan untuk analisis rifampisin dalam plasma darah adalah metode 

HPLC dan UPLC dengan detektor UV atau MS seperti tertera pada tabel 1. HPLC adalah 

metode analisis yang sering diaplikasikan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif pada 

produk obat. Prinsip dari HPLC adalah penginjeksian sampel ke kolom yang berisi fase 

diam, lalu fase gerak dipompa dengan tekanan tinggi menuju kolom. Pemisahan sampel 

didasarkan pada partisi sampel antara fase diam dan fase gerak (Vidushi & Meenakshi, 

2017). UPLC memiliki prinsip yang sama dengan HPLC, tetapi dengan ukuran partikel 

pada kolom yang lebih kecil dibanding HPLC. Ukuran partikel pada kolom UPLC adalah 

kurang dari 2 µm sedangkan ukuran partikel pada kolom HPLC adalah 3 sampai 5 µm. 

Kelebihan dari UPLC adalah memiliki waktu analisis yang lebih cepat, sensitivitas lebih 

tinggi, mengurangi biaya analisis, peningkatan jumlah sampel yang dianalisis 

(Taleuzzaman et al., 2015). 

Pada review artikel ini, 9 artikel menggunakan metode HPLC dan 12 artikel 

menggunakan metode UPLC. Pada pengembangan metode analisis, parameter validasi 

juga harus terpenuhi. Salah satu parameter validasi yang harus terpenuhi pada analisa 

kuantitatif adalah sensitivitas. Parameter sensitivitas dapat dinilai berdasarkan nilai 

LLOQ. LLOQ merupakan konsentrasi paling rendah dari analit yang dapat dihitung atau 

dikuantifikasi dengan akurasi dan presisi yang memenuhi syarat. Pada validasi metode 

bioanalisis, nilai LLOQ harus tidak lebih dari 5% dari Cmax atau konsentrasi maksimum 

analit. Nilai LLOQ yang semakin kecil akan menyebabkan analit dengan konsentrasi 

kecil dapat terkuantifikasi juga (Ingle et al., 2017). Nilai terkecil LLOQ terdapat pada 

metode UPLC-MS/MS yaitu 5 ng/mL pada penelitian (Wang et al., 2020)   dengan   fase 

gerak air dengan asam format 0,1% dan asetonitril, kolom Shiseido CAPCELL RAK-

ADME, elusi gradien, dan laju alir 0,4 mL/menit.     

Kondisi kromatografi yang dimaksud seperti kolom, fase gerak, detektor, dan laju alir.  

Pada review artikel ini, 17 penelitian menggunakan kolom fase terbalik C18, 1 penelitian 

menggunakan kolom fase terbalik C8, dan 3 penelitian menggunakan kolom fase terbalik 

HILIC.  Pada analisis rifampicin, penggunaan kolom C18 lebih banyak digunakan karena 

kolom C18 lebih baik dalam pemisahan senyawa non polar. Hal tersebut dapat terjadi 

dikarenakan kolom C18 terdiri dari rantai karbon yang panjang. Kolom C8 lebih baik 

pada pemisahan senyawa polar karena memiliki rantai karbon yang lebih pendek. 

Rifampisin merupakan senyawa non polar sehingga penggunaan kolom C18 lebih efisien.  
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Tabel 1.  Metode analisa rifampisin dalam plasma darah

No Analit Matriks Metode Sistem 
LLOQ 

(ng/mL) 
Pustaka 

1.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

UV 
• Fase gerak: air: asam 

asetat 0,01% dan 

asetonitril: asam asetat 

0,01% 

• Kolom: AtlantisT3® 

C18 

• Elusi: Gradien 

• Laju alir: 1,2 mL/menit 

• Detektor: Photodiode 

array (330 nm) 

100 (Goutal et al. 

2016) 

2.  Rifampisin Plasma 

tikus 

HPLC-

UV 
• Fase gerak: metanol: 

asetonitril: amonia 

format 10 mM 

(60:5:35 v/v/v) 

• Kolom: Luna C18 

• Elusi: isokratik 

• Laju alir: 1 mL/menit 

• Detektor: UV (254 nm) 

Tidak 

disebutk

an 

(Zhang et al., 

2015) 

3.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

UV 
• Fase gerak: air dan 

metanol 

• Kolom: perfectSil 

Target ODS-3 Reverse 

Phase C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 1 mL/menit 

• Detektor: DAD (336 

nm) 

1000 (Bozorg et al. 

2019) 

4.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

UV 
• Fase gerak: dapar 

asetat 0,05 M pH 5,7 : 

asetonitril (65:35 v/v) 

• Kolom: Chromolith 

RP- 8  

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 1,2 mL/menit 

• Detektor: DAD (335 

nm) 

5000 (Louveau et 

al., 2016) 

5.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

UV 
• Fase gerak: larutan 

natrium 

heptanasulfonat 20 

mM dan dapar fosfat 

2,5 mM: asetonitril 

(95:5) 

• Kolom: Waters X-terra 

RP18 

1200 (Hernández-

González et 

al., 2021) 
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• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,4 mL/menit 

• Detektor: DAD (334 

nm) 

6.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

UV 
• Fase gerak: larutan 

amonia dihidrogen 

fosfat 42 mM pada pH 

4.60): asetonitril: 

metanol (46:40:14 

v/v/v). 

• Kolom: Xtimate C18  

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 1-1,2 

mL/menit 

• Detektor: UV (336 nm) 

1200 (Li et al., 

2014) 

7.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: asetonitril: 

air: asam asetat 

(66:33.9:0.1 v/v/v) 

• Kolom: POROS® 

R1/20 

• Elusi: isokratik 

• Laju alir: 3 mL/menit 

• Detektor: 

Spektrometer massa 

triple-quadrupole  

1000 (Grégoire et 

al., 2016) 

8.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: air dengan 

asam 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: Phenomenex 

Kinetex 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,9 mL/menit 

• Detektor: 

Spektrometer massa 

triple-quadrupole ESI 

2000 (Jourdil et al., 

2013) 

9.  Rifampisin Plasma 

manusia 

HPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: 0,02% 

asam 

heptafluorobutiric dan 

0,2% asam format 

dalam metanol serta 

200-

4000 

(Gao et al., 

2018) 
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0,02% asam 

heptafluorobutiric dan 

0,2% asam format 

dalam air 

• Kolom: ZORBAX SB 

C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,3 mL/menit 

• Detektor: 

Spektrometer massa 

triple-quadrupole ESI 

10.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: air dengan 

asam format 0,1% dan 

asetonitril 

• Kolom: Shiseido 

CAPCELL RAK-

ADME 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,4 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple-

quadrupole  

5 (Wang et al., 

2020) 

11.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: asam asetat 

0,05% dalam amonia 

asetat 5 mM dan 

amonia asetat 50 mM: 

asetonitril (1:9 v/v) 

• Kolom: Inertsil HILIC 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,4 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple-

quadrupole ESI 

Tidak 

disebutk

an 

(Wu et al., 

2020) 

12.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

QTOF-

MS 

• Fase gerak: air dengan 

asam format 0,1% dan 

amonia format 5 mM 

(pertama) serta 

asetonitril: air (95:5 

v/v) dengan asam 

format 0,1% dan 

amonia format 5 mM 

(kedua) 

• Kolom: Agilent 

InfinityLab Poroshell 

120 EC-C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,3 mL/menit 

2500 (Fachi et al., 

2020a) 



 

 

 

52 

 

• Detektor: Spektrometer 

massa QTOF ESI 

13.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: amonia 

format 5 mM dan asam 

format 0,1% dalam air 

(pertama) serta 

asetonitril (kedua) 

• Kolom: SynchronisTM 

Silika C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,6 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple 

quadrupole ESI 

1000 (Panda et al., 

2020) 

14.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: air Milli-Q 

mengandung asam 

format 0,1% (pertama) 

dan asetonitril: air 

Milli-Q (99,8:0,2 

%v/v) (kedua) 

• Kolom: core-shell 

Kinetex C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,8 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple 

quadrupole ESI 

5000 (Temova 

Rakuša et al., 

2019a) 

15.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: asetonitril: 

air: dapar (amonia 

asetat 10 g/L, asam 

asetat 35 mg/L, dan 

trifluoroasetat anhidrat 

2 mg/L) pada pH 3,5 

(90:5:5 %v/v/v) 

• Kolom: HyPurity C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,3 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple 

quadrupole ESI 

1500 (Vu et al., 

2014) 

16.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: asetonitril: 

air (75:25% v/v) yang 

keduanya mengandung 

asam format 0,1%  

• Kolom: Agilent Zorbax 

HILIC Plus 

• Elusi: isokratik 

31,3 (Govender et 

al., 2018) 
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• Laju alir: 0,2 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple 

quadrupole ESI 

17.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: air: 

asetonitril (55:45% 

v/v) mengandung asam 

format 5% 

• Kolom: ACE® C18 

• Elusi: isokratik 

• Laju alir: 1 mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple 

quadrupole  

79 (Winchester 

et al., 2015) 

18.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: amonia 

format 10 mmol/L 

dalam air (pertama) dan 

asam format 0,1% 

dalam metanol (kedua) 

• Kolom: Acquity UPLC 

HSS T3 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,35 

mL/menit 

• Detektor: Spektrometer 

massa triple 

quadrupole 

200 (Xing et al., 

2021) 

19.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: air, asam 

format 0,1%, amonium 

format 10 mmol/mL 

(pertama) dan 

metanol:asetonitril: 

asam format 0,1%  

(50:50:0,1 % v/v/v) 

(kedua) 

• Kolom: AQ‐C18 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,3 mL/menit 

• Detektor: spektrometer 

massa API 3200 ESI 

200 (Lei et al., 

2020) 

20.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: larutan 

asam format 0,1% 

(pertama) dan 

asetonitrilf 

mengandung asam 

format 0,1% (kedua) 

• Kolom: Atlantis HILIC 

200 (Kim et al., 

2015) 



 

 

 

54 

 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,2 mL/menit 

• Detektor: spektrometer 

massa Triple 

Quadrupole ESI 

21.  Rifampisin Plasma 

manusia 

UPLC-

MS/MS 
• Fase gerak: amonia 

asetat 5 mM (pertama) 

dan 90% asetonitril 

dalam air mengandung 

asam format 0,1% 

(kedua) 

• Kolom: Zorbax SB-aq 

column 

• Elusi: gradien 

• Laju alir: 0,5 mL/menit 

• Detektor: spektrometer 

massa Triple 

Quadrupole  

25 (Hee et al., 

2015) 

Keterangan: 

HPLC: High Perfomance Liquid Chromatography 

UPLC: Ultra Performance Liquid Chromatography 

MS: Mass Spectrometer 

QTOF: Quadrupole Time of Flight 

UV: Ultraviolet 

DAD: Diode Array Detector 

PDA: Photo Diode Array 

LLOQ: Lower Limit of Quantification

Fase gerak berfungsi untuk mengelusi sampel sampai dengan detektor. Fase gerak 

non polar digunakan pada HPLC fase terbalik. pH dan pKa dari analit menentukan waktu 

retensi dan bentuk puncak dari kromatogram. Bentuk puncak kromatogram juga 

dipengaruhi oleh penambahan dapar, fase gerak organik, serta penambahan modifier. 

Penambahan modifier yang digunakan yaitu asetonitril, asam format (Fachi et al., 2020b; 

Gao et al., 2018; Govender et al., 2018; Hee et al., 2015; Jourdil et al., 2013; Kim et al., 

2015; Lei et al., 2020; Panda et al., 2020; Temova Rakuša et al., 2019b; Wang et al., 2020; 

Winchester et al., 2015; Xing et al., 2021), asam asetat(Goutal et al., 2016b; Grégoire et 

al., 2016; Vu et al., 2014; Wu et al., 2020), dan dapar fosfat (Hernández-González et al., 

2021) . Rifampisin memiliki sifat zwitter ion dengan nilai pKa antara 1,7 dan 7,9. 

Rifampisin juga mengalami degradasi asam pada pH dibawah 4,5 dan degradasi alkali 

pada pH diatas 7,5 (Goutal et al. 2016). 

Fase gerak yang dipakai pada analisis rifampisin dengan metode HPLC dan UPLC 

adalah air untuk pelarut polar dan asetonitiril untuk pelarut non polar. Asetonitril 

memiliki sifat sebagai polar-apotik, sedangkan metanol bersifat polar protik. Kelebihan 

dari asetonitril dibandingkan dengan metanol adalah memiliki cut off UV yang rendah, 

titik didih yang tinggi, dan kekuatan mengelusi yang lebih tinggi. 

Pada sistem elusi HPLC dan UPLC, sistem elusi dapat dikelompokkan menjadi 

sistem isokratik dan sistem gradien. Sistem isokratik memompa fase gerak dengan 

komposisi dan kecepatan yang konstan. Sistem gradient memompa fase gerak dengan 
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komposisi yang berbeda pada kurun waktu tertentu. Kromatogram dengan sistem 

isokratik memiliki kapasitas puncak yang rendah dan sampel tertahan pada kolom yang 

menghasilkan puncak yang melebar. Sistem gradien memiliki kemampuan pemisahan 

yang lebih signifikan dibandingkan dengan isokratik sehingga mneghasilkan puncak 

kromatogram yang lebih tidak lebar dibandingkan isokratik (Vidushi & Meenakshi, 

2017). Sebanyak 4 dari 21 penelitian menggunakan sistem elusi isokratik, sedangkan 17 

sisanya menggunakan sistem elusi gradien.  

Pada review artikel ini, 6 penelitian menggunakan detektor UV (Bozorg et al., 2019b; 

Goutal et al., 2016b; Hernández-González et al., 2021; Li et al., 2014; Louveau et al., 

2016; Zhang et al., 2015). Panjang gelombang maksimum untuk deteksi rifampisin adalah 

330 nm (Goutal et al. 2016), 254 nm(Zhang et al., 2015), 334 nm (Hernández-González 

et al., 2021), 335 nm (Louveau et al., 2016), 336 nm (Bozorg et al. 2019). Pada detektor 

UV, nilai LLOQ yang dihasilkan antara 100-5000 ng/mL. 

Deteksi analit dengan spektrometer massa lebih selektif dan spesifik dibanding 

detektor UV sehingga diaplikasikan untuk menganalisa banyak sampel dalam waktu yang 

singkat. Pada review artikel ini, 15 penelitian menggunakan detektor spektrometer massa. 

5 diantaranya menggunakan detektor spekrometer massa triple quadrupole, 9 diantaranya 

menggunakan detektor spekrometer massa triple quadrupole ESI, 1 diantaranya 

menggunakan detektor spektrometer massa QTOF ESI. Nilai LLOQ pada HPLC-MS/MS 

adalah 200-4000 ng/mL, sedangkan nilai LLOQ pada UPLC-MS/MS adalah 5-2500 

ng/mL.  

 

KESIMPULAN  

Metode analisis kuantitatif rifampisin dalam plasma darah adalah UPLC dengan 

detektor spektrometer massa. Metode UPLC dilengkapi dengan detektor spektrometer 

massa lebih sensitif dibanding dengan metode lainnya dikarenakan memiliki nilai LLOQ 

yang paling rendah, yaitu 5 ng/mL. Fase gerak yang paling banyak dipakai adalah 

asetonitril. Kolom yang paling banyak dipakai adalah kolom C18. Sistem elusi yang 

paling banyak digunakan adalah sistem elusi gradien.  
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