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BAB V 

KESIMHJLAN :

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh,dapat 

disimpulkan bahwa :
1. Antara ikatan protein plasma dengan koefisien par-, 

tisi dari diazepam dan klordiazepoksida HC1 pada
pH 7,4 mempunyai hubungan positip.

2. Ada perbedaan yang bermakna antara ikatan protein 
plasma diazepam dengan ikatan protein plasma dari 
klordiazepoksida HC1 pada &*■= 0,05.

3. Ada perbeda'-’i yang bermakna antara koefisien parti­
si dari diazepam dengan koefisien partisi dari klor­

diazepoksida HC1 pada (X = 0,05.
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BAB> VI 

SARAN-SARAN.

Melihat hasil yang diperoleh dari penelitian ini maka 
disarankan :

1. Dilakukan penelitian tentang hubungan koefisien 
partisi dengan ikatan protein plasma dari golongan 
tranquilizer .' turunan Benzodiazepin dan yang tidak 
termasuk turunan Benzodiazepin.

2. Dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai hubungan 
antara ikatan protein plaoraa dengan waktu paruh 1 

biologis ( )•
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RINGKASAN

Makin majunya masyarakat kita sebagai hasil pembangun 
an nasional,dan adanya sebagian masyarakat yang kurang mampu 

menyesuaikan diri dengan perkembangan yang.cepat,menyebabkan 
makin banyak yang mengatasinya dengan obat-obatan,diantaranya 
dengan obat golongan tranquilizer dari derivat Benzodiazepin 
antara lain diazepam dan klordiazepoksida.

Seperti obat-obat yang lain,turunan Benzodiazepin un­
tuk dapat raenimbulkan efek farmakologis yang diinginkan ten- 

tunya obat tersebut harus dapat mencapai tompat aksi obat dan 
obat harus berada dalam bentuk bebas,tidak terikat oleh pro­

tein plasma dan sebelum mencapai tempat aksi obat,obat harus 
menembus mombran biologis terlebih dahulu yang untuk hal ter­
sebut obat dipe:igaruhi oleh sifat-sifat fisik obat diantara- 
ny? kelarutan dalam lemak atau koefisien partisinya.

Memperhatikan kenyataan yang ada bahwa aksi farmako­
logis obat turunan Benzodiazepin juga dipengaruhi oleh ikatan 
protein plasma dan koefisien partisi,maka kemudian dilakukan 
penelitian tentang bagairaana hubungan antara ikatan protein 
plasma dengan koefisien partisi pada pH 7,4*

Penentuan koefisien partisi dilakukan dengan metode 
Jjengo'cokan dan ikatan protein plasmanya dengan metode kese- 
timbar.gan partisi cair-cair.

Berdasarkan uji n r " (uji korelasi) pada<X=: 0,05 di- 
peroleh hasil bahwa antara ikatan protein plasma ....
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(dalam persentase) dengan koefisien partisi n-Oktanol - air 
dari Diazepam dan Klordiazepoksid pada pH. 7,4 mempunyai hu­
bungan positip yaitu makin tinggi koefisien partisi maka ma-

kin tinggi ikatan protein plasmanya.
Berdasarkan uji t (Pooled t test) dengan cx = 0,05,di­

peroleh hasil bahwa ada perbedaan yang bermakna antara ikat­
an protein plasma dan koefisien partisi dari diazepam dengan 

klordiazepoksid.

ADLN-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI Penelitian IN Vitro Hubungan Antara Ikatan...  Irwan Handoko



LAMPIRAN 1  it
LAPOFMN BAIIAN BAKU 

LAO q . C .  N . Y .  PHAPI IOS.

KETERANGAN GUDANG 1935-
Mo.  O B .  : ? | 6.

1. DAIIAfI BAKU : •

2 . CHAOE/CODE D. D . : j  J (

■J. PAUltIK (. NKGL'lll AHAL I C U , ^  ^

M A  ’
i .  TGL. MASUK : ^  ^  ^

J .  OriOER PHAPIIOS : ( P ^  - ( ? £ &

.8<r/o*t 
ic ̂  •

SUPY. WJDAMfi.

i
PKNOAMBIL CONTOfl 
s u p v . ty.fj.c .

to

fl. LOT. GUDANG 

7. JU.Mt.AH :

ANALIS :

f  *//
KEKASAN t/<U s\ to LAI’OIIAN PEMKHIAN

KKTEKAMCAH LAIIOII ATOFl (l)M

ANALiSA (. OAFTAR PUSTAKA : /VF *Ji) | P30
h^bUuH p<<rivl

O f ' l  A M  » A J'fCkiftl.

0^ ‘^ t » fa-)-

^  '<nuani*n * &\&ucr Ol, r O .4 7
J l \ i q  CUu* p j j  -  »J

(W#»i' tr>

O fciiU r Cibu »?■

Q\c-<\t*r • / O O .H ^
HASIL : dau

I '*itu o.j ?]. 
$-S-ict.o"))

UU LAI OAK 3KLE3AI ANA LISA :

Mu  ■ <*

OlKt:nj,\KA» OL.CII .

k cs iu p u u h  : '

CATATAff UNTUK GUOA.NC ; P ^ C U l  . /c4u<<u. • tfi&Jf *1
A

*\PAfUP : 1

TCL.

ADLN-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI Penelitian IN Vitro Hubungan Antara Ikatan...  Irwan Handoko



LAMPIRAN ■ II
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LAfePIRAfl H I
73

CARA PKHHITUi'JGAN PKKSAMAAW KURVA BAKU

Untuk perhitun^an peroams^n kurva baku,,disini digunakan 
mesin hitung CASIO i?X 4000 P yang mana dalam mesin hi­
tung tersebut telah ada program untuk perhitungan persa- 
maan regresi dan perhitungan disini berdasarkan rumus:

n. £XY - S X . 2 Y  
n. Z X 2 - ( X X ) 2

2 Y  - b. 2 X
n

n. 2XY - 2 X  . 2 Y

Y [ n . 2 X 2 - (2 X)2]-[n. 2 Y 2 - ( Z Y ) 2] 

Keterangan:
X = kadar
Y = serapan
b = koefisien regreai (slope) 
a a konstanta regre3i (intersep) 
r = koefisien korelasi
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LAMPIRAN IV

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 
DIAZEPAM PADA KADAR ^.60,0/ug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI 

DARI DIAZEPAM PADA KADAR £0,0 Mg/ml UNTUK UJI " r "

X = 9h,%
■2X2= ;,./f708,15 

(2X)2= 223539,8**
X = 2,81+

2Y2 = ifO, 23 
( £Y) = 201,07

r = "( £ -XY) ~ Y>
Yn(S. X2.)-(■£ X)2 1̂ (2.y:2)-(s.Y)

> r = 5(1^0.91) - (472,8)(l'f,16)......
V 5(Vt708,15)-223539,8if' \fcUO,23)-201,07 

_ . 67t>,55..- 670*+,30. = = 0 o ^ q
0,95 x' 0,28 0,27

Keterangan :
X a # Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

. rXY. = rhitung = °>9259-

X Y
.. \

XY

94,35 2,79 263,24
94,35 2,80 264,18

94,56 2,82 266,66

94,71 2,83 268,03

94,83 2,94 278,80

uXW

2 Y = X X Y  =
472,80 14,18 1340,91

ADLN-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI Penelitian IN Vitro Hubungan Antara Ikatan...  Irwan Handoko



75

UMPIRAN V
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTFUN PLASMA- DARI
DIAZEPAM PADA KADAR 80,0/Ug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI 
DARI DIAZEPAM PADA KADAR 30,0/ug/ml UNTUK UJI " r "

X = 94,652
2 X2= 44795,20

(2 X)2= 223975,03
I = .2,866

2.Y2 ■= 41,10

(2 X )2 = 205,35

r = P( S XY) - (1X)(£ Y)
K n U  X2) - (S. X)2^ f e Y 2)J(£Y;)2

r = M,1156,44) - ....
44795,2)-223975,03 Y5(41,l)-205,35'

r = ~ .678l,iftil _ o ,9744 
0,99 x 0,39 '

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

rXY. = rMtung = 0,9744.

X Y XY

94*42 2,80 264,38
94,50 2,81 265,55
94,57 2,81 265,74
94,87 2,95 279,87
94,90 2,96 280,90

IX = 1Y. = £XY =
473,26 14,33 1356,44
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LAMPIRAN VI
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 

DIAZEPAM PADA KADAR 1'OQ;Gug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI 
D.ARI DIAZEPAM PADA KADAR 4.0,0 Mg/ml UNTUK UJI " r 11

X Y XY

94,09 2,81 264,39
94,20 2,81 264,70
94,25 . 2,86 269,56

94,26 2,90 273,35
94,36 2,96 279,31

I X  = 2 Y = *2XY =
471,16 14,34 1351,31

X = 94,23 

■2X2= Mf398,39 
(2X)2= 221991,75 

Y = 2,868 
S Y 2= ifl.l/,.

(-SY)2= 205,6/+

n(SXY) - (S.XHS-Y)r =
Vn(2 X^J-CS. X)2 /n(iSUY2)-(a£Y)2

r = 5(1351.31) - (U71.1 6) (I1-
V 5 ( W 9 8 , 39)-221991,75 ' V5Ul,H)-205,6i+' 

= 0,9977r = 6756,55 - 6756,
0 ,if5 x 0,25

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

r XY = r h i t u n g  = ° > ^ ’
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PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 
KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 60,0mg/ral DENGAN KOEFISIEN 

PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 20,0/ug/ml UNTUK UJI"r"

X = 84,49 
zx2= 35693,11 

(•SX)2=l?8/.6i+,0 
Y = 2,40 

2 Y 2= 28,85 
( S « 2= 144,24

LAMPIRAN VII

r = nCSXY) - (2X)(SY)
\/n(S X2 )_(sx)2 Vn(sY2)-(sY)2

r = 5(3014.75) - (422.t*5)( 12.01)
\/5(35693,11 )-17'3 464 \/5(28,85)-144,24 

r = 5073.75 - 5073,6?
1,25 x 0,1

r = 0,96
Keterangan :

X s % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

rXY = rhitung = 0,96‘

X t XY

84,83 2,43 206,14
84,63 2,42 20^,83
84,53 2,41 203,72

84,34 2,36 199,04
84,11 2,39 201,02

S X  = ■5LY = ^ X Y  =

422,45 12,01 1014,75
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LAMPIRAN V I I I

PERHITUNGAN HUBUNGAN ABTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 8 0 ,0 /u g /m l  DENGAN KOEFISIEN

PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 3 0 ,0 /U g /m l  UNTUK U J I " r "

X Y XY

85,08 2,40 204,19
85,09 2,42 205,’92

85,22 2,43 207,08

85,34 2,47 210,79

85,44 2,49 212,87 ,

X 3 5 Y  = 5 xy =
426,22 1 2 , 2 1 10^0,85

X = 35,244 
■5 . X2= 36332,82 

(2X)2= 181663, 49

y - 2,442

2 Y2= 29,82 

Y)2= 149,08

r = n(S XY) - (s X) ( S.Y)
\ ( i ( s x 2 ) - ( s  X)aVn(5-Y2 )-(s.Y)2

r =

r =

r =

5(10M).85) - U26.22)(12.?l)_________ __

\/5(36332,82)-131663)49'V5(29,82)-149,08' 

■3204.25 - 5201,, 15 
0,78 x 0,14

0-1
0, 11

= 0,9091

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma

0' ♦

Y = Koefisien partisi

rXY " rhi tung = °>5°S1
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lampiran IX

79

X = 85,37 
-gx2= 36443,79 

(•2'X)2= 182218,0

I = 2,406 
"2 Y2= 28,95 

C ■Z'l)2 = 144,72

n( S  XY) -  (2  X H S  Y)__________

l/n('S.X2 )-(S X)^}n(SY2) - (z Y )2

' _ 5 (1027 .08)  -  ( 4 2 6 .8 7 ) (1 2 .0 5 )_______________
•  *  - - | » ■ ' ■ ■ ■ «  1 * * « ‘ " " " /

7 5 (3 6 4 4 3 ,7 9 )-182218 V5(28 ,95) -144 ,27

r = .51^,4- 5^5,25 = a j L 5 _  = 0j8998 
0 ,9747 x 0 ,17  0,1667

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 1 0 0 ,0  Aig/nil DENGAN KOEFISIEN

PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 4 0 ,0 v i ig /m l  UNTUK U JI"r ! '

r XY. = r h i t u n g  = ° > 8998 .

X
i -< 

I XYi

85,08 2,37 201,64
85,26 2,39 203,77
85,37 2,40 204,89
85,55 2,43 207,89 '
85,61 2,44 208,89

-Z X = ■EY = *SXY =

426,87 12,03 1027,08
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LAMPIRAN X

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 6 0 f 0 /u g /m l

DENGAN UJI " t  " (P o o le d  t  t e s t ) .

X1 X2 Sd =\ k n l-l)(.Sl)Z+(.n2-l)(S2)2
Diazepam Klordiazepoksida HC1 \j ( n1 + n2-2)

94,35 84,83 _ 11(5-1) (0.21ii2)2+(5-l)(0.2755)2

94,35 84,63 v ( 5 + 5 - 2 )

94,56 84,53 Sp = 0,2468

94,71 84,34 t = X1 - X2

94,83 64,11 Sp \jl/n1+l/n2
L 9^,^6 - 84.49

X1= 94,56 X2= 84,49 0,24^8 \f 1/5 + 1/5
S1= 0,2142 S2= 0,2755 t = 64,5227

Keterangan :
= % Ikatan protein plasma Diazepam 

X^ = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1 
X = Rata-rata % ikatan protein plasma 
S = Standard Deviasi 
Sp x Standard Deviasi Pooled

t h itu n g  = 6 4 ,5 2 2 7
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LAMPIRAN XI

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 
DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PA DA KADAR 80,0/Ug/ml
DENGAN OJI '* t " (Pooled t test) •

X1 *2Diazepam Klordiazepoksida IICl

94,42 85,08
94,50 85,09

94,57 85,22
94,8? 85,34
94,90 85,49

94,65 X2 = 85,24
S1= 0,2195 S2 = 0,1739

Sp = (n1-l)(S1)2+(ng-l)(S;;)2
(n-, + n2 - 2)

Sp =if5=1? (o^i2aL2±i5-.uiaj>z2ai'
\' ( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0^3359J  

t = xl - x?
Sp \[l7n~fi7n^ 

t = $k£ 5..= .9.5., 2 k _  
0,3339 ^ 1 / 5  + 1 /5

t = Mt,5it55

Keterangan :
X^ = # Ikatan protein plasma Diazepam
X2 = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1
X = Rata-rata % ikatan protein plasma
S = Standard Deviasi
Sp = Standard Deviasi Pooled

thituiw = ^.5455
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LAMPIRAN XI1

82

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 1 0 0 , 0 / i g /m l

DENGAN UJI " t  " (P o o le d  t  t e s t ) .

X1
Diazepam

x2
Klordiazepoksida HCl

94,09 85,08
94,20 85,26

94,25 85,37
94,26 85,55
94,36 85,61

X1= 94,23 
S-l= 0,0983

X~= 85,37 
S2= 0,2157

Sp (nT 1)(V a+(n2 - D (V
( h -l + n2 -.2 )

Sp = (5-1)(0,0983)^+(5-l)(0,2157)^
V ( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0,1676.

t = X I. h .

Sp yi/n1+ l/n2

t = <^.23 - 85,37
0,1676 If 1/5 + 1/5 

t = 83,'6638

Keterangan :
X-̂  =: % Ikatan protein plasma Diazepam

X^ = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HCl

X = Rata-rata % ikatan protein plasma
S = Standard Deviasi
Sp = Standard Deviasi Pooled

A i t u n g  = 83 .6 6 3 8
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LAMPIRAN X I I I

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 2 0 , 0 /U g /m l , DENGAN UJI » t "

( P o o le d  t  t e s t  )

X1
Diazepam

X2
Klordiazepoksida HC1

2,79 2,43
2,80 2,42
2,82 2,41
2,83 2,36
2,94 2,39

X1= 2,84 X2= 2,40
S1= 0,0602 S2= 0,0277

Sp =

Sp =

/(n1-l)(S1)2+(np-l)(S2)2

( ni + n2 - 2 )

( 5-1 )(0.0602 )2+(5-l)(0.0277 
( 5 + 5 - 2 )

Sp = D-,9468

xl - x2t £
0,0^63 V V 5  + 1/5 

t = 14,662

Keterangan :
= Koefisien partisi Diazepam 

X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida KC1 

X s Koefisien partisi rata-rata 
S = Standard Deviasi 
Sp = Standard Deviasi Pooled

^ i t u n g  = l i t*6D2-
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PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM 

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 30,0yug/ml»DENGAN UJI" t "

LAMPIRAN XIV

( Pooled t test )

X1
Diazepam

X2
Klordiazepoksida HCl

2,80 2,40
2.81 -2,42
2,81 2,43
2,95 2,47
2,96 2,49

X1= 2,87 X£= 2,1(4
S1= 0,0814 S2= 0,037

Keterangan :
Xj, = Koefisier. partisi
X2 = Koefisien 
X =
S =
Sp

^hitung

n-|-l)(S1)2+(n2-l)(S2)2 

(n-j- +n2 - 2)

Sp =\ h-l)(0,031b)B+(5-l)(Q;037)2 
■ ̂  ( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0,0632

t = *1 ~ X2______
Sp' \jl/n1+l/n2 '

t =' 2,87 ~ 2,bk
0 ,0632 Vl/5 + 1/5' 

t = 10,6079

Diazepam 
partisi Klordiazepoksida HCl 

Rata-rata koefisien partisi 
Standard Deviasi 

= Standard Deviasi Pooled 

= 10,6079
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LAMPIRAN XV

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR i+0,0>ug/m } t DENGAN UJI" t "

( P o o led  t  t e s t  ) .

. X1 
Diazepam

x2
Klordiazepoksida HC1

2,61 2,37
2,81 2,39
2,86 2,40
2,90 2,43
2,96 2,44

Xx= 2,tj7-< X2= 2,41
S1= 0,0638 S2= 0,0288

Sp~=
/(n1-l)(S1)2 + (n2-l)(S3)2

( n1 + - 2)

Sp = /(5-1) (0.06^8)2+.(5-1) (0,0258 )2 
( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0;0/f949 

t = *1 - *2
Sp 1/1/^+  l/ o 2 

t = 2,87 - 2,41

0,0/(949 Vl/5 + 1/5 
t = 14,7601

7

Keterangan :

\  = Koefisien partisi Diazepam
X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida
X = Rata-rata koefisien partisi
S a Standard Deviasi
Sp = Standard Deviasi Pooled

- ' 'h i  tung = ^ * 7 6 0 1
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LAMPIRAN XVI

TABEL KOEFISIEN KORELASI "  r  "

Derajat bebas 

(n-2)

Koefisien korelasi " r 11 dari

P = 0,05 P = 0,01

1 0,9969 0,9999
2 0,9500 0,9900

3 0,8783 0,9587
4 0,8114 0,9172

5 0,7545 0,8745
6 0,7067 0,8343
7 0,6664 0,7977
8 0,6319 o ,7646

9 0,6021 0,7348
10 0,5760 0,7079
11 0,5529 0,6835
12 0,5324 0,6614

13 0,5139 o,64H
14 Oj/,^73 0,6226
15 0,4821 0,6055
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LAMPIRAN XVII 

TABEL DISTRIBUSI " t "

d.f.
(n+n-2) t.90 \ 9 5 fc-975 fc.99 t.995

1 3*073 6,3138 12,706 31,821 63,657
2 1,386 2,9200 4,3027 6,965 9,9248

3 1,638 2,3534 3,1825 4,541 5,8409
4 1*533 2,1318 ■ 2,7764 3,747 4,6041

5 1,476 2,0150 2,5706 3,365 4,0321

6 1,440 1,9432 2,4469 3 , 1 4 3 3,7074
7 1,415 1,8946 2,3646 2,998 3,4995
3 1,397 1,8595 2,3060 2,896 3,3554
9 1,383 1,8331 2,2622 2,821 3,2498
10 1,372 1,3125 2,2281 2,764 3,1693
11 1,363 1,7959 2,2010 2,718 3,1058
12 1,356 1,7823 2,1788 2,681 3,0545
13 1,350 1,7709 2,1604 2,650 3,0123
14 .1,345 1,7613 2,1443 2,624 2,9768
15 1,341 1,7530 2,1315 2,602 2 ,9*467
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PENDAHULUAN

Pada saat ini makin majunya masyarakat kita sebagai 
hasil perabangunan nasional,perubahan-perubahan yang terjadi 
didalam masyarakat berjalan dengan cepat*

Akibat perubahan yang berjalan dengan demikian cepat 
rupanya tidak seraua anggota masyarakat dapat langsung menye- 
suaikan diri,sehingga ada pula anggota masyarakat yang lam- 
ban atau sukar menyesuaikan diri d?n ncrana dirinya asing di- 
tengah lingkungannya yang berubah dengan cepat tersebut. 
Keadaan ini dapat menyebabkan seseorang mengalami tekanan/ 
stress sehingga makin banyak pula yang ingin menanggulangi 
keadaan tersebut dengan obat-obatan yaitu dengan menggunakan 
obat-obatan golongan sedativa,hipnotika dan trnquilizer.

Diantara obat-obatan ini yang sampai saat ini umum 
dipakai adalah obat-obatan golongan Benzodiazepin yaitu anta­
ra lain diazepam,klordiazepoksida dan lain-lainnya* (1 ,2 )

Seperti obat-obatan lain,turunan benzodiazepin untuk 
dapap menimbulkan efek farmakclogis yang diinginkan tentunya 
obat tersebut harus dapat mencapai tempat aksi obat dan obat 
harus berada dalam bentuk bebas, tidak terikat oleh protein 
plasma.

Pada tempat aksi obat ini terjadi interaksi antara 
obat dengan reseptQr sehingga timbul aksi farmakologis yang 
diinginkan.(6,1 3 )

1
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Jetapi sebelum menca-pai teiflpat aksi obat,obat harus
menembus membran biologis terlebih dahnlu,yang untuk ini
obat dipeiigaruiii oleh si'fat-sifat fisik obat yang bersan£ -
kutan diantaranya kelarutan dalasi lemak.
Ksrena itu untuk' dapat menirabulkan aksi farmakologis yang
diinginkan ,lf elarutan obat dalam lemak atau koefisien partisi
obat yr-ng bersangkutan sr.ngat memegang peranan. "Disiiiping itu
obat sebelum mencap.v.i ternpa$ aksi obat, sebagian obat akan
berikatan dengan protein plasma,dan bila hal ini terjadi ma-

ka jumlah obat bebas yang mencapai tempat aksi obat akan ber
kurcng sehingga aksi farmakologis yang ditimbulkan juga ber-
kurang,karena hanya obat bebas yang dapat mencapai tempat ak

si obat yang dapat menimbulkan efek farmakologis.
Dengan demikian,baik koefisien partisi maupun ikatan

obat dengan protein plasma mempengariihi aksi farmakologis 
yang diinginkan. (51)

Memperhatikan kenyataan yang ada bahv/a aksi farmakoj.o- 
gis obat-obat turunan benzodiazepin dipengaruhi oleh prosen-* 
.tase ikatan protein plasma dan koefisien partisinya,naka tim 
bul tnasalah bagaimana hubungan antara ikatan protein plasma 
dengan koefisien partisi obat-obat turunan benzodiazepin. 
Apakah mempunyai hubungan yang positip atau negatip antara 

ikatan protein plasma dengan koefisien partisi.
Pada penelitian ini digunakan Klordiazepoksid dan Dia­

zepam sebagai bahan percobaan dengan pertimbangan bahwa obrt

tersebut..........
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tersebut merupakan obat yang saat ini banyak dipakai dan ter 
can tun dalaia daftar obat esensial nasional.(3)

Adapun tujuan penelitian•ini adalah untuk raengetahui 

secara ir. vitro apaks.li antara ikatan protein plasma dengan 
koefisier. partisi dari Klordiazepoksid dan Diazepam sebagrd. 

turunan Benzodiazepin mempunyai hubungan yang positip atam 
negatiP.dan dilakukan pada pH 7,4.(9)

Metode yang digunalcan untuk seiientukan prosantase 
ikatan protein plasma adalah dengan kesetimbangan partisi 

antara dua cairan yang tidak saling campur. Dengan pertiabang, 
an bahwa metode tersebut wudah dilakukan karena alstnya se- 
derhana dan tidak memerlukan koreksi untuk ikatan obat yarig 
terserap oleh menbz^n seperti pada Lnetode keseticioangan dia- 

lisa,adapun kekurangan metode ini yaitu ke:nungkinan tsrjadi- 
nya der.aturasi protein karena berinteraksi dengan pelarut 
org?.ni:: yar.g digunnkar., tetapi hal ini aapri^diatasi dengan 
pemilihan pelarut organik yang sesuai dan pegadukan yang ti- 
dak terlalu kuat_. Sedang untuk koefisien partisi digunskan 
metode penggojokan, (6,8,11,15)

Lngkah-langkah yang akan dilakukan dalam melakukan pe­
nelitian ini adalah sebagai berikut :

- Femeriksaan/identifikasi batian,penelitian secara 

kualitatip.
- Feabuatan larutan buffer fosfat FH 7,4.

- Fembuatan larutan baku induk.
- Penentuan.......

3
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- Penentuan panjang gelombang maksimum.
- Feabustan kurv,= baku.
- Penentuan koefis.en partisi n okta'nol/air pads 

Hi 7,4.
- Penentuan prosentase ikatan protein plasna pada

PH 7,4.

Dari penelitian ini diharapkan didapat secara pasti 

hubungan antara ikatan protein plasma dengan koefisien par 

tisi dari diazepam dan klordiazepoksida pada pH 7,if.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA
1.1,Derivat Benzodiazepin,

1.1.1. Tinjauan umum mengenai Benzodiazepin(l, 2 , ) .
Klordiazepoksid dan diazepam merupakan derivat benzo­

diazepin, keduanya digunakan untuk terapirasa takut dan kawa- 

tir,tetapi juga untuk relaksasi otot rangka dan terapi alko- 
holisme.

Kasiat benzodiazepin lebih luas dari pada meprobamate 
dan barbiturat, klordiazepoksid tidak Baja berkasiat sentral, 
tetapi juga berkasiat perifer terhadap susunan saraf koli- 
nergik dan triptaminergik.

Klordiazepoksid dan diazepam bersifat nonselektip da­
lam penghambatan respone tcrkondiai,CP2(klorprom:dzin) dapat 
menghambat respone terkondisi secara selekiijvlan rupanya klor- 
4iazapoksid dan diazepam berguna sebagai obat yang dapat menim- 
bulan relaksasi otot secara sentral.

Derivat benzodiazepin berefek antikonvulsi leraah oleh 
karena itu lebih baik jangan diberikan pada penderita glauko- 
ma untuk menghindari timbulnya serangan,d?m sebaiknya jangan 
diberikan bersama alkohol,barbiturat atau fenotiazin,kombinasi 
dengan bahan diatas mungkin raenimbulkan ef •’* depresi yang ber- 
lebihan.

5
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Pada pemakaian dalam dosis terapeutik rasa kantuk

jarang timbul,pada over dosis bisa terjadi depresi susunan sa- 
raf pusat.

nenang mempunyai psike yang lebih labil sehingga oabt ini se—  
ring digunakan untuk percobaan bunuh diri# Derajat intoksikasi 
pada derivat benzodiazepin biasr.nya sangat ringan dan tidak me 
merlukan terapi khas* Kfek yang unik adalah pcrangsnnga . nafsu 
makan,yang mungkin ditimbulkan oleh derivat benzodiazepin seca 

ra sentral.

1*1.2, fiumus bangun.rumus molekul. nama dagangf sifat fisika 
dan kimia dari turunan benzodlazenin. (1 ,2 ,4 ,1 9 ,20,2 1 )

Banyak diantara penderita yang raenggunakan obat pe

a.
- Rumus bangun:

7- .Chloro»l,3-dihydro-l-raethyl-5-phen3rl-2H-l#4-ben- 
zodiazepin-2-one.
- Rumus molekul: C ^  Pi^ Cl 0.

Atensine,Tensium,Valium,Kalem,Diazepin,Paxate,Henta- 
lium,Lovium,Medi-di a z epam,
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-  fiL  la fe .  f t f i L t o  :

Pemerian: Serbuk putih,putih kekuningan,tidak berbau atau
ham pi r tidak berbau,tidak berasa diikuti rasa pahit 
sesudahnya.

- Kelarutan: 1 : 333 dalam air
1 : 24 dalam alkohol 
1 ! 2 dalam kloroform 
1 : 39 dalam ether 
1 ; 8 dalam aseton 
1 : 60 dalam propilen glikol.

- Titik lebur: 131 - 135°C.
- Sifat. kimla:

Sifat kimia disini meliputi absorpsi,distribusl dan ekskresi 
serta interaksi dengan zat lain.

- I&absorpsi secara cepat.dan lengkap setelah pemakaian lewat 
mulut(per oral).

- Kira-kira 97% terikat oleh protein plasma,
- Dalsm darah sebagian besar dimetabolisir dalam bentuk N-des - 

methyldiazepam.
- Kira-kira 70% diekskresi dalam urine dan 10% dalam faeces, 

diekskresi sedikit banyak dalam etfpedu.

b, Klordiazepoksida Hvdroklorida.

- Rumus banftun :
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b • Klordiaze-poksida Hydroklorida,
- Rumus bangun :

H==^W.c-H,

Cl **o

m

7- Kloro-2-metiamino-5fenil-3H-1,4-benzodiazepin-4-oksida 
hidroklorida.
- Humus molekul: _ Cl„ N„ 0--------------  16 1? 2 3
- NaPa-.dagpng:

Calmoden, Chlordiazepoxidi llidrochloridum, Librium,Tro- 
pium, Tensinyl, Cetabrium.

- Si fat fisika :
Pemerian: Serbuk putih,atau putih kekuningan,tidak ber- 

bau dan rasa sangat pahit.
- Kelarutan: 1 : 10 dalam air pada 20°C.

1 : 40 dalam alkohol

sangat sedikit larut dal can kloroform dan ether
- Titik lebur: 212 - 218°C dengan peruraian.
- Sifat kimia:
- Biabsorpsi dengan segera setelah pemberian lewat mulut/ 

per oral.
- Kira-kira 9k% Klordiazepoksid dalam tubuh diikat oleh 

protein plasma.
- Ekskresi: 60% diekskresi dalam urine dan 10 sampai 20$ 

dalam faeces,kurang dari ?.% dari dosis/pemberian dieks­
kresi dalam urine dalam bentuk tidak berubah.
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1.1.3. Identifikasi secara kualitati.f (4.19,20,21 )
Identifikasi secara kualitatif ini berlaku un­

tuk klordiazepoksida HC1 inaupun diazepam yang diper- 

gunakan dalam penelitian ini,yaitu meliputi:
- Reaksi warna.
Kurang lebih 20 mg bahan ditambahkan 5^1 asam klOr-. 
rida dan lOrnl air,panaskan sampai mendidih,dingin- 

kan dan kemudian tambahkan 2ml 0,1% larutan natrium 
nitrit diamkan satu menit dan tambahkan 1 ml 0,5% 
larutan ammonium diamkan satu menit dan tara-
bahkan 1 ml larutan 0,1% N-l-naftil_etilen diamin 
dihidro klorida;akan timbul warna ungu kemerah-me- 

rahan.
- Titik lebur.

Prinsip dari penentuan titik lebur ini adalah mom -
bandingkan titik lebur zat yang dianalisa dengan 
zat standard/baku. Pelaksanaannya yai*u mencampur 

zat standard dengan zat yang akan dianalisa kemudi­

an ditentukan titik leburnya dan bandingkan titik 
leburnya dengan zat standardnya sendiri,atau ten- • 

tukan titik lebur zat yang dianalisa dan bandingkan 

dengan pustaka yang ada.
- Spektrum serapan infra merah.

Prinsipnya adalah menentukan spektrum puncak-puncak 

serapan dari zat yang dianalisa kemudian dibanding- 
kan terhadap spektrum puncak-puncak serapan pemban- 
ding dari zat yang dianalisa tersebut.

9
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1.2. Ikatan protein plasma
1.2.1. Tin.iauan umum.

Pada umumnya.'.idalam tubuh manusia,obat me- 
ngadakan ikatan baik dengan protein plasma maupun 

dengan protein jaringan,yang mana ikatan obat de­
ngan protein tersebut dapat mempengaruhi efek far­

makologis dari obat tersebut,(12,13,16,17)
Goldstein menyatakan pendapatnya bahwa suatu obat 
dapat memberikan efek farmakologik yang diinginkan 
bila obat tersebut dapat mencapai tempat aksi obat 

sebab pada tempat inilah terjadi interaksi antara 
obat dengan reeseptor sehingga memberikan efek yang 
diinginkan dari obat yang bersangkutan (1 2 ,1 3 ,1 7 ) 
Ikatan antara obat dengan protein ini dapat menye- 
babkan persaingan antara protein dengan reseptor 
untuk berikatan dengan obat,sebagai akibatnya ti­
dak seluruh obat mencapai tempat aksi obat. Sehing­
ga hanya obat-obat yang bebas saja yang dapat men­
capai tempat aksi obat untuk berikatan dengan re­
septor sehingga menirabulkan efek farmakologis dari 
obat yang bersangkutan (6,1 3 ).‘

Ikatan obat protein ini mempengaruhi tahap 
tahap farmakokenetik yang meliputi distribusi,me- 

tabolisme dan eliminasi dari obat-obatan. Ikatan 
molekul obat dengan protein adalah merupakan salah 
satu persediaan obat dalam tubuh,yang mana bila mo 
lekul ....
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obat bebc.s dzlosa darali menurun r:iaka obat yanr terikat de­

ngan protein dapat diubah ke.’bali menjadi be:‘:tuk bebas 
yang aktif. Hal ini terjadi karena ikatan obat dengan 
protein umumnya bersifat bolak-balik / reversioei (6,1 2 ,1 ?)

Ikatan obat-protein adalah merupakan suatu inte- 

raksi obat dengan protein yang dapat membentuk suatu kom- 
pleks ya ng serupa kompleks obat reseptor, at,‘.u korupleks 
ensi;na - substrat. Pada interaksi tersebut berlaku hukum 

massa (Hass Lav/ Expression) sehingga berdasar hukum ter­
sebut .diperoleh :

'K
Protein + obat ’ ? kompleks protcin-obat

K = / ( PD ) ...... persnmaan 1.
T  ?T T T T

dinana: K = konstanta asosiasi
(PD) = kadar komplek obat-protein 

( P  ) = kadar protein bebas yang tidak ber- - 
ikatan dengan ob?t.

( D ) = kadar obat yang tidak berikatan dengan 

protein.
Bila r-.adalah jumlah rata-rata molekul obat yang berikat-

. an dengan setiap molekul protein jinakc1 diperoleh :
r - (PD) ............ persamaan 2 .

-

' daiuana : (P)^ = kadar total protein > ang ada dalan sis-
ti.a ikatan obat-protein.

Bila kuantitas r dihubungkan denga n K dan (D) atau per- 
samaan 1  dan 2 digabung,maka diperoleh :

r = ___K (D) . ......... persaraaan 3 .
1 + kTd)

Dal.am kenyataan ......
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Dalanr kenyataan nole.rul-raolekul obrt tidak berikatan pada 
satu tempat ,mclainkan dibanyak tempat pada protein( 6,14*22) 

sehingga persainaan 3 dapat diturunkan aehjadi :
r = _n.K OP) ........ persanaen L\

1 + K (i);
dinans : n = Juilsh tempat .ikatan dari molekul-molekul 

obat.

K = konstanta asosiasi. intrinsik yang aenunjuk- 
kan kekuatan Riolekul-inolekul obat dengan 

sebuah tempat ikatan.
Oleh karena tidak seluruh obat yang ada berikatan dengan 
protein ,maka tirabul istilah j*, atau fraksi dari obat total 
yang berikatan dengan protein.

(D)uD (D)t
............ persaraaan 5 .

dimana : = kadar obat yang berikatan dengan protein
(2 )̂  - kadar obat total yang dal an si stem 

obat-protein.

Kenyataan yang ada#nilai |3 tidak konstan,dapat berubah- 
ubah*.terg-.ntung dari kadar obat dalam sistiai obat-protein

Ik )

Bila persamaan Zf ditulis sebagai berik*it :
(D)b = n.K(D)
(D)t 1 + K(D)

Kemudian persamaan 5 dan 6 aigabungka.i ,maka diperoleh 

persamaan :
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Dari rumus diatas dapat diketahui bahv/a secarst in vivo, 
nilai jy selain tergantung d:ri kadar obat jus a tergsji- 
tun# pada juail&h tempat ikatan obat,

•  ̂ Metode rcsnpntuan i.katan nrotein rclasma
. » u «  - ■ J.

Be'oerapa metode yang sering aigunakan dalam 

penentuan ikatan protein plasma adalah sebagai be- 

rikut:
a• Metode kesetinban.qran dialing C c3(7^LL\t14^. ) 

Pada :tietode ini,kompartenen yang terdiri dari 
protein aipisa hkan dengan kofljpartemen lain de­
ngan se'ouah merabran yang dapat ditembus oleh se 
mu a komponen yang berada dalam sistem kecuali 
protein. Beberapa faktor yang raempengarulii ke- 

ceprtan terjadinya kesetimbangan adalah penga- 
dukan, suhu dan ukuran membran.

b. Penv arin.?-?,n ultra (8,11)

Metode ini serupa dengan metode kesetimbangan 
dialisa hanya saja^fasa yang terdiri d..ri pro­
tein bebas dipisahkan dengan fasa yang lain 

oleh membran yang semiper:.'.iabel, dan untuk cê ii- 
sahkan protein bebas dengan fasa yang lain da- 

pat juga dengan menggunakan tekanar. ultrasenv-_ 

trifugal. Pada metode ini sampel yang berupa 
protein dan obat dite^.patkan dalam tabung dia­
lisa,lalu disentriius dan ultrafiltratnya di - 
tampung untuk ditentukan kadarnya. Dalam hal

ini kadar...
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ini kadar obat yang berada dalr-rn filtrat,sana
dengan kadar obat bebas setelah terjadi ikatan
protein. Prosentnse ikatan protein plasma dapat
dihitung denga n rumus (in vitro) :

Ikatan protein plasma = ^^b nn c.
(D)t * 100

dimana (D)^ diperoleh dari kadar total- (D)t 
dikurangi kadar obat dalam filtrat.
Kesetimbangan 'partisi ( 7 )

Pada metode ini terjadi distribusi zat dalam fa­
sa air yang mengandung protein dengan fasa orga- 
nik yang tidak dapat bercanpur dengan air dan 

protein. Pelaksanaan disini yaitu larutan zat 
dalam pelarut air dicampur dengan protein, lalu 
dicampur dengnn pelarut organik yang tidak dapat 
bercampur dengan air dan protein,agar terjadi 
distribusi. Setelah terjadi distribusi,kadar zat 

dalam pelarut organik ditentukan. AJapun,prosen- 
tase ikatan protein plasma dapa£ diperoleh dari 

ruraus dibawah'ini :
% Ikatan protein plasma = ,_̂ h . x -j_qq ^

di
disini = kadar obat yang terikat protein 

yang didapat dari :

c, = <Di  -  p -  ^D ----------------

diaana: = kadar zat mula-mula dalam sistera 
obat--Drotein
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= kadar zat dalam fasa organik sete­
lah perlakuan 

p = koefisien partisi sebelum adanya 
protein

Jadi prinsip metode ini adalah penentuan koefi­
sien partisi sebelum dan sesudah adanya protein. 
Penggunaan metode tersebut diatas pada peneli - 
tian ini mengalami sedilcit perubahan dan peru - 

bahan ini dikemukakan langsung pada pelaksanaan- 
nya.

d• Penyarinflan gel (7-8)___

Pada metode ini,campuran zat-protein dimasukkan 

kedalam kolom (Sephadex) kemudian dieluasi de­
ngan buffer. Setelah itu dipisahkan dalam dua 
bagian,yaitu bagian yang terdiri dari zat bebas 

dan bagian yang lain terdiri dari campuran zat 

yang terikat oleh protein dan protein yang bebas 
Bagian yartg terdiri dari zat bebas inilah yang

dianalisa.

1  3 , Koefisien •parti,si .
1 3 .1 . Tinjauan umum ( 15)17,18).

Bila suatu zat ditambahkan kedalam dua ma - 
cam pelarut yang tidak saling campur maks. disini 
akan terjadi distribusi'zat yang bersangkutan da­
lam dua pelarut tersebut. Umumnya pelarut yang

satu berupa......
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satu berupa air sedang yang lain adalah pelarut or- 

ganik yang tidak berc=mipur dengan air,seperti n.ok­
tanol, kloroform, sikloheksan dan karbom tetra klo- 

rida. Dalam distribusi ini perbandingan kadar zat 
dalam kedua pelarut tersebut adalah konstan pada 
suhu dan pH yang konstan.

Distribusi tersebut dapat terjadi akaibat 
langsung dari kesetimbangan termodinamika,yang mana 
hal tersebut seperti yang diuraiakn dibawah ini : 
Bila pelarut yang satu diberi simbol A dan yang 
lain diberi simbol B,maka diperoleh persamaan-per-

samaan (1 5 ) : 0
a A = Ga + RT In aA ....... (1).

_  _  o
G B = + RT In a g ....... (II).

dimana : 3^ = molal energi bebas solut dalam pela­
rut A.

Sg. b molal energi bebas solut dalam pela­
rut B,

a^ = aktifitas solut dalam pelarut A. 
ag = aktifitas solut dalam pelarut B.

Pada saat terjadi kesetimbangan dalam dua pelarut 
tersebut, G^ = Gg pada suhu dan tekanan tertentu 
sehingga :

o _o
+ RT In aB = G + RT In aA ..(III).

—° _o
Pada suhu yang tertentu harga G^ dan G^ adalah kon­

stan,sehingga persamaan (III) dapat diubahmen-...
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merijadi :
In = Konstan, atau ___

aA

Pernyataan K diatas merupakan pernyataan dari hukum' 
Nernst,yang menyatakan bahv/a suatu zat yang terdis- 
tribusi kedalam dua pelarut yang tidak saling cara- 
pur,distribusinya sedemikian rupr* sehingga pada sa­
at terjadinya kesetimbangan,perbandingan aktifitas. 
zat yang bersangkutan dalam dua. pelarut tersebut 
adalah konstan pada suhu tertentu.
Bila larutannya cukup encer atau solutnya ideal,ma- 
ka aktifitas zatnya eama dengan kada^nya sehingga 
diperoleh :

dimana K adalah koefisien partisi atau koefisien 

distribusi dalam dua macam pelarut yang tidak Ba­
ling carapur. Hukum Nernst ini hanya berlaku bila 
zat yang mengalami distribusi tidak berasosiasi atau

molekul yang lebih kompleks atau mengalami dieosiasi 
menjadi ion-ion atau molekul yang lobih sedorhana,ma­
ka hukum Nernst tidak dapat digunakan. Umumnya hukum 
ini digunakan untuk ekstraksi,an:lisa dan penentuan 
konstanta kesetimbangan.

Koefisien partisi K tidak dipengaruhi oleh ka­
dar zat mula-mula,tetapi dipengaruhi oleh pH dan ion 

yang berlawanan muatan(counter ion).

K
CA

disosiasi. Bila solutnya mengalami asosiasi menjadi
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1.3*2. Mptode Tiflnontnpn koefisien np.rtisi.
Beberapa metode yang serins disunakan da­

lam penentuan koefisien partisi adalah sebsgci be- 

rikut :
a. Metode botol kocok( "Shaking Flask Kethod_;!) (181 

Pada metode ini zat dilarutkan dalan pelarut 
yans satu (kelarutan sat dalam pelarut tersebut 

lebili besar dari pelarut srtunya), lalu dicam - 
pur dengan pelarut satuny a., dan dikocol: perlahan 
lahan pada suhu 25°- 0,1 °C sela.v.a v/aktu ter.-, 
tentu.

K.v.dar zat dalam fasa air setelaTi terjadi parti­
si ditentukan s&cara spoktrofotor.ietri atru kro- 

matografi gas.
Bila : VQ = volume pelarut organik

V = volume pelarut air
C = kadar zat dalam fase -

orjanik
C = kadar zat dalam fase air

C- = kadar zat mula-mula yang 
dilarutkan.

male a :

0

K = / °

Metode ini serins di^unr.kan untuk zat-zat yang 
metnpur.yai kelariitan yang besar dalam pelarut
organik dibandins dalam air.

, b. Metode.....
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b . i-ietodo nenrrocokrR (^Shakiri"* Method1*)
Pada metode ini,dilakukan pengocokan larutan
zat dala.'.i air dengan pelarut organik pada suhu
o

25 + 2° C selama s^tu.jam, Setelah terjadi
distribusi, kadar dalan air ditentukan secara
spektrofotometri atau kro;;iatografi gas. Adapun

penentuan koefisien partisi dapat dite::tukm
dari persamaan sebagai berikut :

C-, - C V 
K - - 1____ ^ Y • ■■■■£■-*■ - c A V.v/ 0

dimana; = kadar sat mula-aula yang dila- 
rutkan, .

C = kadar zat dalaa air setelah ter- w
jadi distribusi

= Volume pelarut organik 
. = Volume pelarut air.

1.4. Metode snektrometi-i yaiur digunakan,
l.it.l* Metode spetrofotometri sinar lembayung ultrfr. (11,21

23,2Zf).
Pada metode ini berlaku dua hukum yang selalu ber- 

hubungan erat yaitu:
1. Hukum Beer :

Suatu berkas sinar dengan panjang gelombang 

tertentu dan intensitas IQ ,cila mengenai 
kuvet yang berisi larutan dengan kadar C , 
maka intensitas sinar yang diteruskan akan 
mengale^ii penurunan secara ekspor.ensial*

I - I e-KC xt “ 1o * e
2 .Hukum......
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2. Hukum Libert:
Suatu sinar tunggal (monokromatis) dengan

panjang gelombang tertentu dan intensitas -
I , bila mengenai kuvet yang nera puny ei ke- 
tebalan V  dan berisi larutan,atau :;'.elalui
suatu medium yc-.ng transparan ,maka sinar
y?ng diteruskan akan mengalaMi penurunaji_
intensitas yang sebanding dengan tebal ku —
vet dan intensitas sinar yang datan-.Atau 
dapat dikatakan bahwa penurunan intensitas
tersebut sebanding dengan pangkat ^cnarabah-
an tebal kuvet.

I - I e-î±t _ xQ . e
Hukum- Lambert ini disebut juga hukum Bouguer,aan 
bila kedua hukum tersebut digabungknn, maka.dipe­
roleh hukum Lambert-Beer atcu 3eer-3ouguer atau 
biasa disebut hukum Beer saja :

e'

If -ICbC _ i r eV
It

dimana transmisi T = j—  , sehingga:
o

T = h  = e-l:bC
o

1 Ios.tau A = log“ r̂~ = log— —̂  = abC.
dimana: a = absorpsifitas

b = tebal kuvet (cm) .
C = kadar (:r.ol/litcr)

l'*£ t0u€'.......
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l.if-2 . Metode spektrofotometri sinar _tammk__(ll^;LJi3)
Pada dasarnya ssJfta seperti metode spe::trofot;:r.etri 
sinar lembsyung ultra, hanya bedanya disioi ialah 
larutan zat yang akan ditentukan kadarnya harus 
bervVarna dengan penainbahan pereaksi-pereaksi ter­
tentu.

l.ii.3. . Cara ^enetarmn kadar dengan metode spektrofotcmetri 

Ada tiga cafa untuk menetapkan kadar dengan metoda 
spektrofotometri ini yaitu:

1  • Menggunakan larutan pembanding (23).
.Larutan baku dibuat sedBmikian- rupa sehinsga 
menpunyai kadar yang ld.ra-kJ.ra menyanai atau 
mendekati kadar znt yang diamati (ditentukan 

kadarnya,kemudian bandingkan serapan larutan 
baku dengan‘serapan larutan zat yang akan di­

tentukan kadarnya deitgan memasukan pada persa- 
aaan sebagai berikut:

21

dir.l.a::.r : C^ = larutan zat yang akan
ditentukan kadarnya.

C = kadar larwtan baku 
3

= serapan zat yang ŝ kan 

ditentukan kadarriya. 

A, st serapan Larutan baku.Zj
2. Membuat kurva baku (23 )

Frinsip dari cara ini adalrii menrainati serapan
li*rut.?.n
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iirutan Sat telah dikc-tahui kadarnya dari
barbagai kadar pada panjang gelombang-maksimum,
kemudian dibuat kurva serapan d^ri larutan zat

terhadap kadar (dsori kurva ini d$pat diketahui 
persamaan garisnya). Bila suatu larutan zat di­
ketahui serapannya,tetapi tidak diketahui ka­
darnya, maka dengan memasukan serapan tersebut 
pada persamaan garis yang telah dibuat sebelum-
nya, akhirnya akan diketahui kadarnya.

3*•Memba n din g k a n  dengan se r apan Yang dip e r o le h ( 23 ) 

F r i n s ip  d i s i n i  ad a la h  aiembandingkan se rap an  da­

r i  su a tu  la r u t a n  z a t  yang t id a k  d ike tah u i-  <. •

ngan serapan yang telah diketahui kadarnya dari 
zat yang sama (pelarut dan panjang gelombang —  
yang digunakan sama).
Bila diketahui:
A (serapan = E (ekstingsi) = D (kerapatan optik 
berdasarkan hukuni Lambert-Eeer, maka:

Penentuan kadar disini tergantung dari s^tuan 
k a d a r  yang digunakan,bila kadarnya mempunyai

satuan molar dan tebal medium 1 cm,maka* yang di-
gunakan adalah koefisien ekstingst sjesifik yai-

Cara penetapan ini sebenarnya sama seperti car^

loE IQ/ It = £_.b.C

tu

1 . y-'.i'tu
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1 . yadtu metiggunakan larutan pamba.nd.iv'ig hanya cii- 
sini larutan..pemtoanditignya adalah zat yang' t«la3j 
diketaViui kadarnys,serapan dan panjartg gelombang- 
nys yang mana kesecnua.nya itu riilambangkan dengan 

suatu notasi yaitu ^.\cm Pada ^  nm*
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BAB I I

BAHAN, ALAT DAN METODE PENELITIAN
2.1 . Behan peBell-tian

Dalam penelitian ini,digunakan bahan atau 
sampel dari turunan Benzodiazepines yaitu :

- Diazepam,diperoleh dari P.T. Phapros,
Jl. Simongan 131 Semarang.
Berasal dari: Fabbrica Italiana Sintetici 

SPA - Italy#
Dengan No*Bahan Baku : 316.

Code Bahan Baku : AD/t+m 
Order Phapros : Ph - 066.

- Klordiazepoksida HCl diperoleh dari 
P.T. Fhapros,Jl. Simongan 131 Semarang. 
Berasal dari : Sioie - Flreuse - Italy. 
Dengan No. Bahan Baku : 295*

Order Phapros : Hi - 059.
Bahan-bahan yang digunakan sebagai bahan .penelitian 
yang tersebut diatas bukan merupakan bahan dengan 
kualitas untuk analisa,melainkan kualitas untuk far­
masi ,dengan sertifikat analisa terlampir.
Bahan-bahan lain yang digunakan :

2if
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- Plasma Protein Fraction (Human), 5#jUSP, 
yap-s diproduksi oleh Cutter Biological 
Canada.

- N. Oktanol buafcan Merck (p.a.)

- Ns.J{PO. .21UC 
c b <-

buatan Mcrck (p.a.)
- Ns«,PO. , H- 0 2 ij. 2 bu cl tan Merck (p.a.)

2.2. Alat yang digunrJc::.n.
- Beaker glr-ss.
- Lflbu ukur.

Pi pet volume.
- Sen trifuse.
- Spektrofotor.oter Biochrom Ultrospec 3050 LK3*

- pH meter.
- Ainsv:orth sonopen b.r.llance.
- Thernost.*.:te
- Heltig Point Ap?r,r:*.tus.
- Infra red-Spektrofotometer Perlcin Elmer 735 B

2.3 . Metode penelitian.
2 .3 .1 . Iden tiLikasi bahan penelitian secara kualitatif

(it,19,20,21,1'
Ferneriksaan ini bertujufcn untuk menunjukkan baViwa

bahan-bahan penelitian. yang digunakan ttleman̂  bertar 
turunan Benzodiazepines.

Pelaks^.n̂.'-r.:__
- Kurang lebih £0 mg zat dilarutkan daljin 5^1 Hcl 
dan 10 ml air pancu;kan sampai menrfidih, dinginkan
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tajnbahkfvn 2 ml larutan natrium ni'trit °>i
biarkan 1 mer.it tambaji 1 n\l larutan ammonium-
aulfamat . 0,5 % diarcilcan 1 meiiit, tanjbahkan K-l-
naftilctilendiamin dihidro .klorida- 0 , 1

Amati warna yang terjadi.
- Titik lebur.

Z^t dari turunan Benzodiazepine disunbil sedi -
kit kemudian letakan pada gelas obyek dari alat
Melting Point Apparatus lalu amati suhu pada'

waktu zat mulai melebur.

Fembuafcan larutan buffer fogf.?t-pH 7 ,k ( 33.25.2k ) 

Pembuatan larutan buffer fosfat pH 7tk aaa3:=i: dengan 

cara menca mpur larutan asam lemah dengan garamnya 
dalam jumlah perbandingan tertentu sehingga dipero- 
leh larutan dengan pH 7,1*.
Prosedr.r ?.sli :
Larutan 0,067 Molar Ka^HFfl^ . • ’lidrous (9 ,4^5 gram 
per 1000,0 nl) sebanyak 800,0 rol dicajnpur dengan la­
rutan 0,076 Molar NaH2P0it (9,0?3 gra xh per 1000,0 ml 

sebanyak 200,0 ml'.

Pelaksanr.g.n:
Menimbang dengan teliti N^HFO^.SH^O sebanyak 
9)4925 S larutkan dengan kurang lebih 700 ml aqua- 
aest lalu musykkan dalam labu ukut* 1000,0 ml kemudi­
an timbang lflgi dengan tepat NaH^PO^.Il^O sebanyak

2,0 ;?0 g.......
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.2,0870 g larutan dengan kurang lebih 150 ml aqua- 
dest lalu raasukkan dalam labu ukur terrebut diatas 
kemudian di ad kan aingga 1000,0 ml.
Untuk menguji apakah bufer yang dibuat telah tepat 
dengan apa yang dimakeud maka disini dilakukan pe- 
ngukuran dengan pH meter. Untuk melakukan pengu- 
kuran dengan pH meter ini maka sebelumnya alat ini 
dibakukan dahulu dengan pH baku(standard),baru di­
lakukan pengukuran pH dari bufernya. Disini pH 

yang diinginkan adalah antara pH 7,35 - 7,43.
2.3.3. Pembuatan larutan baku induk C 21)

Pelaksanaan:

Menimbang dengan teliti zat-zat turunan benzodia­
zepine sebanyak 50 mg,raasukkan dalam beker glass 
kemudian tarabahkan dengan sedikit derni sedikit 

larutan bufer hingga larut,-kemudian maeukan dalam 
labu ukur 500,0 ml lalu di ad kan.

Disini laniit.an baku induk mempunyai kadar 100 /ug 
per ml dan untuk tiap-tiap bahan dilakukan tiga 

■ kali penxrabangan untuk membuat tiga larutan baku 

induk.
2*3*4# Penentuan paniang gelombang maksimum (22)

Prinsipnya adalah mencari panjang gelombang ter- 

tentu,yang mana pada panjang gelombang tersebut 
serapan zat mencapai maksimum.
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Pelaksanpp.n :
Menbuat larutan zat dari larutan baku induk,de - 
ngan cara mengencerkan hirtgga kadarnya fcurang - 
lebih A Aig/ml dan 6 /ig/ml. Setelah itu diemati pa­

da spektrofotometer dan catat serapannya setiap pe 
rubahan panjang gelombang pada daerah panjang ge­
lombang antara 200 nm hingga 3^0 nm,dimana kera^ - 

patan tiap kali pengamatan adalah 2 nm hingga 3 nm 
Sebagai blangko digunakan bufer fosfat pH ?,A.

2.5.5. Pembuatan kurva baku 
Prinsip:
Menentukan serapan dari beb.erapa kadar zat ya-ng 
dipakai dalam penelitian pada panjang gelombang 
maksimum,dan serapan ini harus memenuhi hukuaj 

Lambert-Beer yaitu antara 0 ,2 - 0 ,8.
Pelaksanaan:

Membuat pengenceran terhadap ketiga larutan baku
induk dari zat yang saraa, dimana tiap larutan baku
•induk ini dibuat tiga larutan yang, berbed* kndarnya
satu saifla lain, yaitu untuk larutan baiku induk per-
taina dibuat pengenceran hinges kadarnya 2 .ug/ml,
3 yus/ml dan A/ug/ml.Sedang untuk baku induk yang
kedua dibuat pengenceran hingga kadarnya A /ig/ml

5yug/ml dan 6 ,'Ug/Vnl begitu pula untuk baku induk

yang*, ketigs dibuat pengenceran hingga kadarnya 7
• Ler nil...... ..
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per ml,8 /Ug/ml dan 10 yug/ml.Kemudian amati serap
annya pada spektrofotometer ultra lembayung dan
untuk blangkonya digiinakan bufernya(pelarutnya).

2,3*6. Penentuan koefisien -partisi n oktanol - air pada 
( 15)

Prinsipnya adalah mencampur larutan zat turunan 
benzodiazepine dalam bufer dongan pelarut orga- 
nik yang tidak dap5.trcamput lalu digojok* Setei-
lah terjadi kesetimbangan partisi maka kadar da­
lam pelarut bufer di.tentukan kadarnya dengan . 
spektrofotometer.

Merabuat pengenceran hingga kadar 20 /ug/ml,30 Aig 
per ml dan i+0 Aig/ml terhadap ketiga larutan baku 

induic dari zat y?.ng sama,kemudian ambil dari ti~ 
.. ap pengenceran 1 0 ,0-ml dan campur dengan n okta­

nol dengan volume yang sama lalu gojok selama 
dua menit .dalam corong pisah. Setelah digojok di 
pis'ahlcan fase airnya kemudian sentrifuse selama 
lima menit,lalu amati serapannya pada panjang 
gelombang maksimum. Untuk blangko digunakan bu - 
fer yang diperlakukan sama seperti diatas.

2*3«7. Penentuan prosentase ikatnn protein plasma pada 

pH 7.4 ( 7 .6,j9>10)
Prinsip dari metode yang digunakan ini ialah : 

adanya kesetimbangan partial antara dua pelarut 
yang ....
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tidak saling campur yaitu antara larutan zat da- 
lam protein plasma dengan pelarut organik (nfokta- 

nol). Dlsini kadar zat yang bebas (yang tidak ter- 
ikat dengan protein plasma) akan mengalatni kese- 
timbangan partisi dengan n. oktanol. Sedang untuk 
penentuan kadarnya,yang diaraati adalah serapan da- 
id .pada fasa n.oktanolnya yang mana serapan ini 
disetarakan dengan kadar zat 'yang tidak terikat 
dengan protein plasma. Dengan kata lain bahwa se­
rapan dari fasa oktanol setelah terjadi kesetim- 
bangan partisi akan sebanding/setara dengan kadar 

zat yang bebas dalam protein plasma sebelum terjar* 
di kesetirabangan partisi.

Untuk menentukan kadar zat yang bebas dalam prote­
in plasma raaka dibuat kurva baku serapan zat dalscm 

fasa n.oktanol setelah terjadi kesetimbangan par­
tisi Vs, kadar zat mula-mula dalam pelarut bufer 
sebelum ditambahkan n.oktanol.(sebelum terjadi ke­
setimbangan partisi). Pembuatan kurva baku disini 
dikerjakan seperti perlakuan koefisien partisi* 
Pelaksanaan:

- Pembuatan kurva baku untuk penentuan kadar zat 

yanaJa eba.s da 1 am_ j?ro t ei n_ nlasm a .
Merabuat pengenceran terhadap ketiga larutan baku 

induk dari zat yang sama, dimana tiap larutan ba­
ku induk ini dibuat larutan yang berbeda satu --
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sama lain,yaitu untuk diazepam : dibuat pengent- 

ceran hingga kadarnya 2 yug/ml,/+ /ug/ml,6 /Ug/ml,
8 >ug/ml, 10 /ig/ml.
Untuk klordiazepoksida HC1 dibuat pengenceran 

8 /ig/ml, 10 /lg/ml, 12 /ig/ml, 15 /ig/ml, 20 /lg/ml.
Dari semua pengenceran diatas macing-raasing dipi- 
pet 10 ,0 ml dan ditambahkan oktanibl saraa banyak 

kemudian dikerjakan seperti perlakuan koefisien 
partisi kemudian fasa oktanolnya dipisahkan lalu 
disentrifuse selama lima menit.
Fasa oktanol dari kadar /ag/ml ,6 /Jg/ml ,8 /ug/ml 
diamati serapannya untuk menentukan panjang ge«* 

lorabang maksimum,catat serapannya setiap perubah- 
an panjang gelombang pada daerah panjang gelom- 
bang antara 200 nm - 300 nm. Untuk blangko digu- 
nakan fasa oktanol yang telah diperlakukan saraa 

seperti diatas hanya larutan zat yang digunakan 
diganti dengan bufer.
Selanjutnya untuk parabuatan kurva baku,yaitu dari 
masing-masing fasa oktanol yang telah diperlaku­
kan seperti koefisien partisi diamati serapannya 
pada panjang gelombang maksimum.
Hasil dari pengamatan ini dibuat kurva baku ser.i 

rapan dalam fasa oktanol setelah terjadi kesetim- 
bangan Vs. kadar zat mula-mula sebelum terjadi 

kesetimbangan.
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- Penentuan proflentase ikatnn... protein plasma lwda 
pH_?_̂ _4 (9,10)
Melakukan pengenceran hingga kadar 100/ig/ral,
80 Mg/ml dan 60 /ug/ml terhadap ketiga larutan 
baku induk dari zat yang sama kemudian ambil 

dari tiap pengenceran dengan pipet volume se- 
banyak 5>0 ml dan campur dengan protein plasma 

sebanyak 5*0 ml lalu letakkan pada thermostate 
yang telah diatur pada suhu 37° * 0,1° C biar- 
kan selaraa satu jam sarabil sekali-kali raengso- 
yangkan tabungnya .
Setelah satu jam diainbil kemudian ditambahkan 
oktanol sebanyak 10 ,0 ml,kemudian diaduk perla- 
han-lahan yaitu dengan menggoyangkan tabungnya 

selama dua menit,lalu fase oktanolnya dipisah- 
kan kemudian disentrifuse selama lima raenit,dan 
amati serapannya, sebagai blangkonya diperla-ku- 
kan sama seperti diatas hanya larutan zat mula- 
mula yang ditambahkan aisini diganti dengan bu- 
fer fosfat pH 7,4.
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BAB III 

HASIL PENELITIAN

3.1. Identifikasi bahan penelitinn secara kualitatif,

TABEL I
REAKSI WARNA DAN TITIK LEBUR

DARI KLORDXAZEPOKSID DAN DIAZEPAM
Reaksi v/arna 
yang terjadi

Titik lebur (UC)
earn pel pustaka

Diazepam

+
Timbul warna 

violet 
keraerah-merahan 132-137 ' 131-135

Klbrdiazefoksid

+
Timbul warna 

violet 
kemerah-merahan

2 1/f-220 212-218

33
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GAMBAR 1: Spektrum se rap an  i n f r a  merah d a r i  «am pel D ia z e p a m (a ta s )

dan spektrum petnbandingnya (bawah) , diku tip dari: The pharmaceutical 
codex incorporating the British Pharmaceutical Codex,1979»hal 1015*
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Wavelength
5 6 7 8 10 11 12 U  16

C H L O R D I A Z E P O X I D E  H Y D R O C H L O R ID E  - K B r  disk 
X45. 1146. 1222. 1394. 1425. 1650

GAMBAR 2: Spektrum serapan infra merah dari sampel Klordiazepoksida 
Hidro klorida(atas) dan spektrum pembandingnya(bawah),dikutip dari
The Pharmaceutical Codex, 1979,hal. 1012.
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3.2. Pembuatan kurva baku dari Pta£g_r^m daa J a o r'diaZf=>pQkfiid 
untuk penentuan koefisien partisi pada pH 7 ,h. 

a. Diazepam.
TABEL XI

PENENTUAN PANJANG GELOMBANG (\) MAKSIMUM DARI 

PIAZEPAM DALAM PELARUT BUFER PH 7,i*.

Rata-rata serapan
(nm) Kadar if,016 yug/ml Kadar 6,02£t/Ug/ml

220 'o,289 0 , k9k
222 0,298 0,515

22/f 0,3 10 ■ 0,527
226 0 ,3 16 0,536

228 0,310 0,531
230 0,303 0,516

1 Zh 0 0,199 0,337'
250 0,151 0,262

Dari data diatas,maka untuk selanjutnya pada pembuatan 
kurva baku dan penentuan koefisien partisi pada fasa 
bufernya digunakan panjang gelombang maksimum £26 nm.
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— »— 
210 2 2 0  2 3 0  240 2 5 0  2CQ 2/0 .280 

> panjang gelombang (nm)

Gambar 3 : Kurva penentuan panjang gelombang maksimum 
.Diazepam dalam bull'd' pH 7 ,̂ 1.
Serapan Vs. 1‘anjang gelombang.
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KURVA BAKU DARI DIAZEPAM DALAM BUFER PH 7,4
PADA PANJANG GELOMBANG MAKSIHUM : 226 nm. 

(Serapan Vs. Kadar)

TABEL I I I

Kadar Gug/ml) Rata-rata Serapan (X = 226 nm)

2,008 0,231
4,016 0,316

6,024 0,536

8,032 0,676
10,040 0,842

Dari perhitungan data tersebut diatas didapatkan 

hasil : a = 0,0294 
b = 0,0814 
r = 0,9938

Maka persamaah garis regresi kurva bakunya adalai" :

Y = 0,0814 X + 0,0294.
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a* Pembuatan kurva baku untuk menentukan kadar Diazepam 
bebas dari protein^plgflma•

TABEL
PENENTUAN PAN JANG GELOMBANG (\) MAKSIMUM DARI 
DIAZEPAM DALAM OKTANOL.

x
(nm)

220

222

224

226
228
230
232

234
240

250

Rata-rata serapan

Kadar 4,016 Aig/ml

0,257
0,263
0,265
0,268

.0,271
0,271

0,273
0,265
0,194
0,149

Kadar 6,024 Aig/ml

0,431
0,448

0,455 
0,459 
0,463 
0,465 
0,466

0,440

0,315

0,244

Dari data diatas,maka untuk selanjutnya perabuatan 
kurva baku dan penentuan ikatan protein pada fa6e 
oktanol digunakan panjang gelombang maksimum 232 nra
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/K
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250

Gambar 5 Kurva penentuan panjang gelombang maksimum 
Diazepam dalam oktanol*
Serapan Vs, Panjang gelombang.
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TABEL V

KURVA BAKU DARI DIAZEPAM DALAM C'KTANOL
PADA PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM : 232 nm. 

(Serapan Vs. Kadar)

Kadar (ug/ml) Rata-rata serapan ( \= 232 nm)

2,008 0,126
4,016 0,273
6,02k 0,466

8,032 0,633
• 10,0if 0,874

Dari perhitpngan data tersebiit diatas didapatkan 

hasil : a = 1,56 x 10"^ 
b = 7,61 x 10'2 
r = 0,9966

Maka persaraaan garis regresi kurva bakunya adalah :

Y = 7,61 . lO”2 X + 1,56 . 10~2
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TABEL VI '
PENENTUAN PANJANG GELOMBANG (X) MAKSIMUM DARI 
KLORDIAZEPOKSID DALAM PELARUT BUFER PH 7,*+.

b .  K lo r d i a z e p o k s i d .

X
(nm)

Rata-rata Serapan

Kadar if,08 axg/ml Kadar 6,12/Ug/ml

240 0 ,2if6 0,438

245 0,255 0,445
250 0,262 0,449

252 • 0,26if 0,453

254 0,266 0,454
256 0,263 0,455
258 0,267 0,452
260 0,261 0,ififl ‘

262 0,253 0,426

Dari data diatas,maka untuk selanjutnya pambuatan 
kurva baku dan penentuan koefisien partisi pada fasa 
bufemya digunakan panjang gelombang maksimum 256 nm.
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Gambar 7 : Kurva penentuan panjang gelombang maksimum.
Klordiazepoksida HC1 dal^m buffer pH 7>4* 

Serapan Vs. Panjang gelombang.
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KURVA BAKU DARI KLORDIAZEPOKSID DALAM 3UFER PH 7,4
PADA PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM : 256 nm.

(Serapan Vs, Kadar)

TAB'LL V II

Kadar Uig/ral) Rata-rata Serapan (\= 256 :nm)

2,04 0,223
4,08 0,268
6,12 0,455
8,16 0,608
10,20 ‘ 0,781

Dari perhitungan data tersebut diatas didapatkan 

hasil : a = 0,0435

' b = 6,92' • 10"2 
r = 0,9867

Maka persamaan garis r'egresi kurva bakunya adalah :

=X===iiii=i=lg=L? ± 5.
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PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM DARI 
KLORDIAZEPOKSIDA DALAM OKTANOL.

3 *3 *b «  K lo r d ia z e p o k s i d a .

TABEL V I I I

X
(nm)

Rata-rata serapan
Kadar 10,20 Aig/rnl Kadar 12,24 /ug/ml

250 0,270 0,306

255 0,266 0,304
260 0,269 0,308

265 0,270 0 ,3 10

270 0,274 0,312

275 0,266 0,302

260 0,249 0,280

Dari data diatas,maka untuk selanjutnya perabuatan kurva 
baku dan penentuan ikatan protein plasma dari Klordiaze­
poksida dalasi fasa oktanol digunakan panjang gelombang 
maksimum : 270 nm.
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Gambar 9 : Kurva pcnentuan panjang gelombang maksimum 
Klordiazepoksida dalasi oktanol,
Serapan Vs. Panjang gelombang.
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KURVA BAKU DARI KLORDIAZEPOKSID DALAM OKTANOL
PADA PANJANG GELOMBAMG MAKSIMUM : 270 nm. 

(Serapan Vs. Kadar)

TABEL IX

Kadar Oug/ml) Rata-rata serapan (^= ^79 nm)

8,16 0,251
10 ,20 0,274
12,24 0 ,3 12
15,30 0,409
20,40 0,559

Dari perhitungan data tersebut diatas didapatkan
hasil : a = 1 ,394-5 x 10 " 2 

b = 2,617 x lO" 2

r = 0,9899
Maka persamaan garis regresi kurva bakunya ddalah : 

Tfi = 2,617 . 1CT2 X + 1,3945 . 10"2.
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3 .4. Penerituan koefisien partisi dari turunan Benfloriiazepin.
a. Diazepam.

TABEL X
PENENTUAN KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM DENGAN KADAR : 

20 Mfn/m1; 30 >qg/ml; 40 /ug/ml.

■ci„
( /ug/ral)

Serapan cw
( /Ug/ml)

Co
( /ug/ml)

K
n Oktanol/air

20,08 0,461 5,30 14,78 2,79
20,16 0,462 5,31 14,85 2,80

20,04 0,457 5,25 14,80 2,82

20,56 0,466 5,36 15,20 2,83

20,64 0,456 5,24 * 15,40 2,94

3 0 , 1 2 0,674 7,92 22,20 2,80
30,06 0,672, 7,89 22,17 2,81

30,84 0,688 8,09 22,75 2,81

30,24 0,652 7,65 22,59 2,95
30,96 0,66£ 7,82 23,14 2,96

40,08 0,886 10,52 29,56 2,81
40,16 0,888 10,55 29,61 2,81
41,12 0,896 10,65 30,47 2,86

• W.,32 0,870 10,33 29,99 2,90

41,28 0,878 10,43 30,85 2,96
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Setsrangafl dari talari. x :
Cin = Kadar za  ̂dalam fasa air sebelum terjadi distribfcsi.

= Kadar zat dalam fasa air setelah terjadi distribusi.

CQ = Kadar zat dalam n Oktanol = ^Cj_n ~ Cw^'
K = Koefisien partisi n Oktanol/air (K. = x ^  berhubung 

Vw = Vo = 10,0 ml maka K = ^  ).
Cw = DLdapat dari hasil serapan yang dimasukkan pada persa- 

maan kurva baku 3*2«a« yaitu : 
y = 0,0814 X + 0,0294- 
dim ana y = Serapan;

X = Kadar zat dalam fasa air(Ag/ml).
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b. Klordiazepoksida Hldro Klorida.
TABEL XI

PENENTUAN KOEFISIEN PARTISI DARI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 DENGAN 

KADAR 20 /ig/ml ;30 >ug/ml ;40/ug/ml.

Cin 
( Aig/ml )

Serapan CW
(ytlg/ml )

u ■ ..... . 1
Co

( vug/ml )
K

n Oktanol/air

20,44 0,456 5,96 14,48 2,43
20,00 0, '[48 5,85 14,15 2,42
20,08 0,451 5,89 14,19 2,41
19,88 0,453 5,92 13,96 2,36
20,52 0,463 6,06 14,46 2,39

30,78 0,670 9,05 21,73 2,40
3 0 , 1 2 0,653 8,81 21,31 2,42
30,00 0,648 8,74 21,26 2,43
30,66 0,655 8,84 21,82 2,47
29,82 0,635 8,55 21,2? 2,49

39,76 0,860 11,80 27,96 2,37
40,16 0,864 11,86 28,30 2,39
40,00 0,857 11,76 28,24 2,40
41,04 0,872 11,97 29,07 2,43
40,88 0,866 11,89 28,99 2,44

Kat&raagan :
Cw = didapat dari raemasukkan serapan pada persamaan kurva baku 

3.2.b yaitu : Y = 6,92 . 10~2 X + 0,01*35 
dimana Y- = Serapan ; X = kadar zat dalam fasa air (-^lg/ml).
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3.5. Penentnan ikatan protein plasma. dari timman Bgnzodiaze- 
pin pH 7 rU .
a. Dlazenam.

TABEL XII

PENENTUAN IKATAN PROTEIN PLASMA DARI DIAZEPAM DENGAN 
KADAR : 60/ug/ml; 80/Ug/ml; 100/jg/ml.

Kadar 
mula-mula 
( /ug/ml)

Cin
(/Ug/ml)

Serapan Co
( Alg/ml)

Cb
( /Ug/ral)

%

Ikatan

61,68 30,84 0,14-8 1,74 29,10 94?35
61,92 30,96 0,14-9 1,75 29 ,2 1 94,35
60,12 30,06 0,140 1,63 28,^3 94,56

60,48 30,24 0,138 1,60 28,6/ f 94,71
60,24 3 0 , 12 0,134 1,56 28,56 94,83

50,32 . 40,16 0,166 2,24 37,92 94,42
82,56 41,28 0,188 2,27 39,01 94 ,50

80,64 40,32 0,182 2,19 38,13 94,57
80,16 40,08 0,172 2,06 38,02 94,87

82,24 41,12 0,175 2,09 39,03 94; 90

103 ,20 ' 51 ,60 0 ,21+8 3,0b 43,55 94-09
100,40 50,20 0,237 2,91 47,29 94,20
.100,20 50 ,10 0 ^ 5 2,88 . 47,22 94,25
102,80 51,40 j 0 ,24-0 2,95 48,45 94,26
100,80 50,40 {

1
0,232 2,84 47,56 94,36
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Keterangan dari tabel XII :

- Kadar mula - mula adalah. kadar zat sebelum dicampur dengan 
protein plasma,

- Cin adalah kadar zat setelah dicampur dengan protein plasma 
disini volume zat mula-mula dengan protein plasma yang di- 
tambahkan adalah sazna yaitu 5»0 ml.

- Co adalah kadar obat yang bebas dalam protein plasma dimana 
diperoleh dari hasil serapan yang dimasukkan pada persaraaan 
kurva baku 3»3a» Yaitu :
Y = 7,61 . 10“2 X + 1,56 • 10"2 dimana Y = serapan,X = kadar.

- Cb adalah kadar zat yang terikat oleh protein plasma yang di- 
dapajt dari C. - Co = C. . Q

Maka untuk perhitungan % zat yang terikat = -y -  x 100^.
in
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3»5#b. Klordiazepoksida HC1.
TAB EL XIII

PENENTUAN IKATAN PROTEIN PLASMA DARI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 

DENGAN KADAR : 60^iig/ml; QOsug/m 1; lOOAig/ml,

kadar 
mula-mula' 
(Aig/ml)

Cin 
( /ig/ml)

Serapan Co
( /ig/ml)

Cb
( /ig/ml)

%

Ikatan

60,00 30,00 0,133 4,55 25,45 84,83
60,24 3 0 , 1 2 0,135 4,63 25,49 84,64
60,32 30,66 0,138' 4,74 25,92 84,53
39,64 29,82 0,136 4,67 25,15 84,14
61,56 30,78 0,142 4,89 .25,89 84,11

80,00 40,00 0,170 5,97 34,03 85,08
82,08 41,04 0,174 6,12 34,92 85,09
81,76 40,88 0,172 6,04 34,84 85,22

80,32 40,16 0,168 5,89 34,27 85,34
79,52 39,76 0,165 5,77 33,99 85,49

102,60 51,30 0,214 7,65 43,65 85,08
102,20 51,10 0,211 7,53 43,57 85,26

100,40 50,20 0,206 7,34 42,86 85,37
100,00 50,00 0,203 7,23 4 2,77 85,55

99,40 49,70 0,201 7,15 42,55 * 85,61

Keterangap :
Co dihitung dari persamaan kurva baku 3«3.*>* yaitu :

Y = 2,617 . 10~2 X ' 1,39 . 10"2.
dimana Y = serapan dan X = kadar dalam Alg/ral*
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3.6. Perhitungan_lmbungan antara % .ikatan protein plasma 
dengan koefi-sien partisi ^ada pH 7,4.

TABEL XI Va.
HASIL % IKATAN PROTEIN PLASMA DENGAN KADAR:60,0/iff/ml;

SO,0 yUg/ml; 100,0/ug/ml DAN KOEFISIEN PARTISI DENGAN 

KADAR : 20,0/ug/ml; 30/*g/®l; 4-0,0 yUg/ml DARI DIAZEPAM.

58

Kadar 
(/ig/ml )

% Ikatan 
Protein plasma

K. n Oktanol/air rhitung

61,68; 20,08 94,35 2,79
61,92;20,16 94,35 2,80

60,12;20,04 94,56 2,82 0,9259
60,48;20,56 94,71 2,83
60,24;20,64 94,83 2,94

80,32;30,12 94,42 2,80
82,56;30,06 94,50 2,81 -

80,64;30*84 94,57 2,81 0,9744
80,16;30,24 94,87 2,95
80,24;30,96 94,90 2,96

103,2;40,08 94,09 2,81
100,4;40,16 94,20 2,81
10 0,2 ;4 1 , 1 2 94,25 2,86 0,9777
1 0 2,8 ;4l>32 94,26 2,90
100,8;41,28 ■ 94,36 2,96

Berdasarkan uji korelasi atau ujinr" yang dilakukan terhadap 
data diatas( perhitungan dapat dilihat pada lampiran )
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dan dapat dilihat pada lampiran TABKL KOEFISIEN KOjREJt

laei " r ".
Dimana didapatkan harga (0 ,0 5;3 ) = 0,8783 1 ternyata

harga rhj_tung ^esar dari pada rtafceii sehingga ada hu-
bungan yang bermakna antara hasil percobaan % ikatan protein 
plasma pada kadar 60,0xig/ml dengan koefisien partisi pada ka­
dar 20,0;ug/ml; % ikatan protein plasma pada kadar 80,0Aig/ml 
dengan koefisien partisi pada kadar 30,0 /ug/ml dan % ikatan 
prot.ein plasma pada kadar 100,0/ug/ml dengan koefisien partisi 
pada kadar 40,0/ig/ml dari diazepan pada 0i = 0,05.
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3*6.b. Klordiazepoksida HC1.
TABEL XIVb.

HASIL % IKATAN PROTEIN PLASMA DKNGAN KADAR : 60,0/ug/ml 
80,0/ig/ml; 100,0/ug/ml DAN KOEFISIEN PARTISI DENGAN 
KADAR : 20,0/ig/ml; 30,0/ag/ml; 40,0/ug/ml DARI KLOR­

DIAZEPOKSIDA HC1.

Kadar 
( /ig/ml )

----------------- -
% Ikatan 

Protein plasma
K. n Oktanol/air rhitung

60,00;20, 44 : 84,83 2,43
60,24;20,00 84,64 2,42
60,32;20,08 84,53 2,41 0,96

59,64;19,88 84,14 2,36
61f56;20,52 84,11 2,39

80,00;30,78 85,08 2,40
82,08;30,12 85,09 2,42

81,76;30,00 85,22 2,43 0,9091
80,32;30,66 85,34 2,47
79,52;29,82 85,49 2,49

102,6;39,76 85,08 2,37
102,2;40,16 85,26 2,39
100,4;40,00 85,37 2,40 0,8998

100,0;4l,04 85,55 2,43
99,4;40,88 85,61 2,44
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Berdasarkan hasil dari uji korelasi atau uji 11 r " seperti yang 

tercantum pada tabel* diatas(perhitungan pada lampiran) dan har- 
ga rt^bel (0,05;3) = 0,8783, ternyata ^hitung lebih besar dari 
pada rtabe^,sehingga ada hubungan yang bermakna antara hasil per- 
cobaan % ikatan protein plasma pada kadar : 60,0/ug/ml dengan 
koefisien partisi pada kadar 20,0/ug/ml; % ikatan protein plas­

ma pada kadar 80,QAig/®l dengan koefisien partisi pada kadar 
30/ug/ml dan % ikatan protein plasma pada kadar 100,0 >ug/ml de­
ngan koefisien partisi pada kadar 40,0 /ug/ml dari klordiazepok- 

sida HCl,padaO( = 0,05.
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3.7* PerKitungan perbedaan antara % ikatan protein plasma dan 
koefisien partisi dari Diazepan dan. Klordiazepoksida HC1

TABEL XVa.
HASIL % IKATAN PROTEIN PLASMA DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOK- 
SIDA HC1 DENGAN KADAR : 60,0 /ug/ml; 80 yug/ml;100,Qyug/ral

Kadar 
(rtig/ml)

% Ikatan 
Protein Plasma 

Diazepam

% Ikatan 
Protein Plasma 

Klordiazepoksida HC1
^litung

94,35 84,83
94,35 84,63

60,0 94,56 84,53 64,5227
i

94,71 84,34

i 94,83 84,11

94,42 85,08
i

94,50 85,09
80,0 '• 94,57 85,22 44,5455

94,87 85,34
94,90 85,49

■ 94,09 85,08
94,20 85,26

100,0 94,25 85,37 83,6638
94,26 85,55
94,36 ■ 85,61

Berdasarkan hasil dari "Pooled t test" atau uji " t " seperti 
yang tercant^m pada tabel diatas(perhitungan Pada lampiran).
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dan harga ^  dengan (X= 0 ,0 5; two side test : t <X/2 = 0,025 

d.f. = + n2 - 2 = 8; jadi ttat)ei(0,025;3) = 2 >^060; ternyata 
harga titling ^erada Pacia daerah tolak Hq ; sehingga ada perbe­
daan antara hasil psrcobaan % ikatan protein plasma Diazepam 
dan Klordiazepoksida HC1 dengan kadar 60,0/Ug/ml; 80,0/ug/ml 
dan 100,0/ug/ml, pada oC = 0,05.
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3.7.b. jLoeflLglen sg rU si.
TABEL XVb.

HASIL KOEFISIEN PARTISI DIAZEPAM DAM KLORDIAZEPOKSIDA 

HIDRO KLORIDA DENGAN KADAR 20,0 ALg/ml; 30 Aig/ml dan 
40 Axg/mlm

Kadar 
( /ig/ml)

K. n Oktanol/air 
Diazepam

K. n Okfeanol/air 
Klordiazepoksida HC1

^hitung

2,79 2,43
2,80 2,42

20,0 2,82 2,41 14,662

2,83 2,36

2,94 2,39

2,80 2,4
2,81 2,42

30,0 2,81 2,43 10,6079
2,95 2,47
2,96 2,49

2,81 2,37
2,81 2,39

40,0 2,86 2,40 14,7603
2,90 2,43
2,96 2,44

Berdasarkan hasil dari "Pooled t test" atau uji n t " seperti 
yang tercantum pada tabel diatas (perhitungan pada lampiran) 
dan harga ttabe^ dengan oi = 0,0 5;two side test; tOC/2. = 0,025
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d.f. = n + n -  2 =  8 ; jadi (0 ,025;8) = 2,3060 ,terayata

Hiitung ^erada pada daerah tolak Hq , sehingga ada perbedaan an­
tara hasil percobaan koefisien partisi Diazepam dan Klordiaze- 
poksida HC1 dengan kadar : 20,0/ug/ml; 30,0/ig/ml; 40,0/tig/ml 
pada C?C = 0 ,05.
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BAB IV

64

PEMBAHASAN
Dalam penelitian ini,sebagai bahan obat yangdigunakan 

adalah turunan Benzodiazepin yaitu Diazepam dan Klordiazepok*' 
sid.Sebagai av/al penelitian dilakukan identifikasi secara kua- 
litatif yang berupa reaksi warna untuk Diazepam dan klordiaze- 

poksid dan penentuan titik lebur,untuk membuktikan b.:-hwa bahan 
bahan tersebut mernang Diazepam dan Klordiazepoksid sesuai de­
ngan sertifikat analisa dari peruc^haan yang memberikannya.

Dari hasil penel: tian yang didapaj; ,maka dapat diketa- 
hui bahwa prosentase ikatan protein plasma dari Diazepam lebih 

besar dari pada Klordiazepoksid demikian juga koefisien ^arti- 
sinya,disini dapat dilihat bahwa sifat kep^laritasan dari zat 
secara langsung merapengaruhi koefisien partisinya dan sifat 
kepolaritasan tersebut sangat memegang peranan dalam ikatan 
hidrofobik yang merupakan sebagian besar ikatan antara obat 
dengan protein plasma.*

Metpde yang digunakan untuk penentuan ikatan protein 
plasma adalah kesetimbangan partisi cairan-cairan,dengan pe- 

mikiran b:-:hwa metode tersebut mudah dilakukan karena alatnya 
sederhana,dan tidak meraerlukan juralah protein plasma yang be­
sar s'eperti pada raetode kesetimbangan dialisa dan adanyp obat 

yang terserap/terikat pada (ziembran dialisa yaiig digunakan, 

juga walctu yang diperlukan pada kesetimbangan partisi relatip 

lebih singkat dan tidak terdapat masalah porubahan kadar pro­
tein plasma seperti pada penyaringan ultra.

Dalam pelaksanaan.......
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Dalam pelaksanaan kesetimbungan partisi ini yang perlu 
diperhatikan adalah pengadukan larutan zat-protein plasma dengan 
pelarut organik (n-oktanol). Bila pengadukan terlalu kuat keraung- 

kinan terjadi denaturasi dari protein plasma yang digunakan,hal 
ini merupakan kelemahan metode ini.,namun kelemahan tersebut da- 

pat diatasi dengan pengadukan yang tidak terlalu kuat/keras pa­
da larutan zat-protein plasma pada waktu pr.rtisi.

Dari hasil penelitian yang diperoleh,dapat diketahui 
bahwa ikatan protein plasma dan koefisien partisi diazepam le- 
bih besar dari klordiazepoksida HC1,seperti yang kita ketahui 

baik ikatan potein plasma maupur koefisien partisi dipengaruhi 
oleh faktor kepolaritasan selain ada faktor-faktor lain yang 
berpengaruh terhadap keduanya.

Oleh karena kedua-duanya dipengaruhi kepolaritasan ma­

ka antara ikatan protein placma dengan koefisien partisi ada 
hubungan yang bermakna setelah dilakukan uji statistik dengan 
uji korelasi(r) pada (X = 0,05,terhadap hasil penelitian yang 
diperoleh,yaitu ternyata harga hitung dari uji statistik
t.ersebut lebih besar dari pada r^y tabel.

Dengan deraikian dapat disimpulkau bahwa ada hubungan 
yang bermaknn antara ikatan protein plasma (dalam persen) de­
ngan koefisien partisi dari diazepam dan klordiazepoksida HC1 
pada pH 7fZ* ; sehubungan harga r^y hitur.g yang diperoleh ber- 
tanda positip,maka dapat dikatakan bah*va antara ikatan protein 
plasma dengan koefisien partisi mempunyai hubungan yang positip, 
(bila ikatan protein plasma meningkatJiraka koefisien partisinya 
juga meningkat atau sebaliknya).
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Dari hasil penelitian yang diperoleh,dapat diketahui 
bahwa ikatan protein plasma dan koefisien partisi diazepam 

lebih tinggi dari klordiazepoksida HCl,maka disini dilakukan 
uji " .t " (Pooled t test) antara ikatan protein plasma diaze- 

pam dan klordiazepoksida HC1 dengan kadar yang sama serta an­
tara koefisien partisi dari diazepam dan klordiazepoksida HC1 
untuk mengetahui apakah ada.perbedaan yang bermakna antara 
ikatan protein plasma diazepam dengan klordiazepoksida HC1 
dan koefisien partisi diazepam dengan klordiazepoksida HC1.

Setelah dilakukan uji statistik dengan uji " t M 

(Pooled t test) pada o<= 0,05,niaka didapatkan harga t^itung 

lebih besar dari pada dengan kata lain t^itung ^erada
pada daerah tolak dari tabel.

Dengan demikian dapat disimpulkan ada perbedaan yang 
bermakna antara ikatan protein plasma diazepam dengan klor­
diazepoksida HC1 dan antara koefisien partisi diazepam dengan 

klordiazepoksida HC1 padac* = 0,05.

66
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BAB V 

KESIMHJLAN :

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh,dapat 

disimpulkan bahwa :
1. Antara ikatan protein plasma dengan koefisien par-, 

tisi dari diazepam dan klordiazepoksida HC1 pada
pH 7,4 mempunyai hubungan positip.

2. Ada perbedaan yang bermakna antara ikatan protein 
plasma diazepam dengan ikatan protein plasma dari 
klordiazepoksida HC1 pada &*■= 0,05.

3. Ada perbeda'-’i yang bermakna antara koefisien parti­
si dari diazepam dengan koefisien partisi dari klor­

diazepoksida HC1 pada (X = 0,05.
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BAB> VI 

SARAN-SARAN.

Melihat hasil yang diperoleh dari penelitian ini maka 
disarankan :

1. Dilakukan penelitian tentang hubungan koefisien 
partisi dengan ikatan protein plasma dari golongan 
tranquilizer .' turunan Benzodiazepin dan yang tidak 
termasuk turunan Benzodiazepin.

2. Dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai hubungan 
antara ikatan protein plaoraa dengan waktu paruh 1 

biologis ( )•
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RINGKASAN

Makin majunya masyarakat kita sebagai hasil pembangun 
an nasional,dan adanya sebagian masyarakat yang kurang mampu 

menyesuaikan diri dengan perkembangan yang.cepat,menyebabkan 
makin banyak yang mengatasinya dengan obat-obatan,diantaranya 
dengan obat golongan tranquilizer dari derivat Benzodiazepin 
antara lain diazepam dan klordiazepoksida.

Seperti obat-obat yang lain,turunan Benzodiazepin un­
tuk dapat raenimbulkan efek farmakologis yang diinginkan ten- 

tunya obat tersebut harus dapat mencapai tompat aksi obat dan 
obat harus berada dalam bentuk bebas,tidak terikat oleh pro­

tein plasma dan sebelum mencapai tempat aksi obat,obat harus 
menembus mombran biologis terlebih dahulu yang untuk hal ter­
sebut obat dipe:igaruhi oleh sifat-sifat fisik obat diantara- 
ny? kelarutan dalam lemak atau koefisien partisinya.

Memperhatikan kenyataan yang ada bahwa aksi farmako­
logis obat turunan Benzodiazepin juga dipengaruhi oleh ikatan 
protein plasma dan koefisien partisi,maka kemudian dilakukan 
penelitian tentang bagairaana hubungan antara ikatan protein 
plasma dengan koefisien partisi pada pH 7,4*

Penentuan koefisien partisi dilakukan dengan metode 
Jjengo'cokan dan ikatan protein plasmanya dengan metode kese- 
timbar.gan partisi cair-cair.

Berdasarkan uji n r " (uji korelasi) pada<X=: 0,05 di- 
peroleh hasil bahwa antara ikatan protein plasma ....
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(dalam persentase) dengan koefisien partisi n-Oktanol - air 
dari Diazepam dan Klordiazepoksid pada pH. 7,4 mempunyai hu­
bungan positip yaitu makin tinggi koefisien partisi maka ma-

kin tinggi ikatan protein plasmanya.
Berdasarkan uji t (Pooled t test) dengan cx = 0,05,di­

peroleh hasil bahwa ada perbedaan yang bermakna antara ikat­
an protein plasma dan koefisien partisi dari diazepam dengan 

klordiazepoksid.
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LAMPIRAN ■ II
I.APOMAN 0A1IAN DAKU 

lab  o . c . n . v . p u a ph o s . 72
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LAfePIRAfl H I
73

CARA PKHHITUi'JGAN PKKSAMAAW KURVA BAKU

Untuk perhitun^an peroams^n kurva baku,,disini digunakan 
mesin hitung CASIO i?X 4000 P yang mana dalam mesin hi­
tung tersebut telah ada program untuk perhitungan persa- 
maan regresi dan perhitungan disini berdasarkan rumus:

n. £XY - S X . 2 Y  
n. Z X 2 - ( X X ) 2

2 Y  - b. 2 X
n

n. 2XY - 2 X  . 2 Y

Y [ n . 2 X 2 - (2 X)2]-[n. 2 Y 2 - ( Z Y ) 2] 

Keterangan:
X = kadar
Y = serapan
b = koefisien regreai (slope) 
a a konstanta regre3i (intersep) 
r = koefisien korelasi
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LAMPIRAN IV

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 
DIAZEPAM PADA KADAR ^.60,0/ug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI 

DARI DIAZEPAM PADA KADAR £0,0 Mg/ml UNTUK UJI " r "

X = 9h,%
■2X2= ;,./f708,15 

(2X)2= 223539,8**
X = 2,81+

2Y2 = ifO, 23 
( £Y) = 201,07

r = "( £ -XY) ~ Y>
Yn(S. X2.)-(■£ X)2 1̂ (2.y:2)-(s.Y)

> r = 5(1^0.91) - (472,8)(l'f,16)......
V 5(Vt708,15)-223539,8if' \fcUO,23)-201,07 

_ . 67t>,55..- 670*+,30. = = 0 o ^ q
0,95 x' 0,28 0,27

Keterangan :
X a # Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

. rXY. = rhitung = °>9259-

X Y
.. \

XY

94,35 2,79 263,24
94,35 2,80 264,18

94,56 2,82 266,66

94,71 2,83 268,03

94,83 2,94 278,80

uXW

2 Y = X X Y  =
472,80 14,18 1340,91
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UMPIRAN V
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTFUN PLASMA- DARI
DIAZEPAM PADA KADAR 80,0/Ug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI 
DARI DIAZEPAM PADA KADAR 30,0/ug/ml UNTUK UJI " r "

X = 94,652
2 X2= 44795,20

(2 X)2= 223975,03
I = .2,866

2.Y2 ■= 41,10

(2 X )2 = 205,35

r = P( S XY) - (1X)(£ Y)
K n U  X2) - (S. X)2^ f e Y 2)J(£Y;)2

r = M,1156,44) - ....
44795,2)-223975,03 Y5(41,l)-205,35'

r = ~ .678l,iftil _ o ,9744 
0,99 x 0,39 '

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

rXY. = rMtung = 0,9744.

X Y XY

94*42 2,80 264,38
94,50 2,81 265,55
94,57 2,81 265,74
94,87 2,95 279,87
94,90 2,96 280,90

IX = 1Y. = £XY =
473,26 14,33 1356,44
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LAMPIRAN VI
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 

DIAZEPAM PADA KADAR 1'OQ;Gug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI 
D.ARI DIAZEPAM PADA KADAR 4.0,0 Mg/ml UNTUK UJI " r 11

X Y XY

94,09 2,81 264,39
94,20 2,81 264,70
94,25 . 2,86 269,56

94,26 2,90 273,35
94,36 2,96 279,31

I X  = 2 Y = *2XY =
471,16 14,34 1351,31

X = 94,23 

■2X2= Mf398,39 
(2X)2= 221991,75 

Y = 2,868 
S Y 2= ifl.l/,.

(-SY)2= 205,6/+

n(SXY) - (S.XHS-Y)r =
Vn(2 X^J-CS. X)2 /n(iSUY2)-(a£Y)2

r = 5(1351.31) - (U71.1 6) (I1-
V 5 ( W 9 8 , 39)-221991,75 ' V5Ul,H)-205,6i+' 

= 0,9977r = 6756,55 - 6756,
0 ,if5 x 0,25

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

r XY = r h i t u n g  = ° > ^ ’
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PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 
KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 60,0mg/ral DENGAN KOEFISIEN 

PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 20,0/ug/ml UNTUK UJI"r"

X = 84,49 
zx2= 35693,11 

(•SX)2=l?8/.6i+,0 
Y = 2,40 

2 Y 2= 28,85 
( S « 2= 144,24

LAMPIRAN VII

r = nCSXY) - (2X)(SY)
\/n(S X2 )_(sx)2 Vn(sY2)-(sY)2

r = 5(3014.75) - (422.t*5)( 12.01)
\/5(35693,11 )-17'3 464 \/5(28,85)-144,24 

r = 5073.75 - 5073,6?
1,25 x 0,1

r = 0,96
Keterangan :

X s % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

rXY = rhitung = 0,96‘

X t XY

84,83 2,43 206,14
84,63 2,42 20^,83
84,53 2,41 203,72

84,34 2,36 199,04
84,11 2,39 201,02

S X  = ■5LY = ^ X Y  =

422,45 12,01 1014,75
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LAMPIRAN V I I I

PERHITUNGAN HUBUNGAN ABTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 8 0 ,0 /u g /m l  DENGAN KOEFISIEN

PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 3 0 ,0 /U g /m l  UNTUK U J I " r "

X Y XY

85,08 2,40 204,19
85,09 2,42 205,’92

85,22 2,43 207,08

85,34 2,47 210,79

85,44 2,49 212,87 ,

X 3 5 Y  = 5 xy =
426,22 1 2 , 2 1 10^0,85

X = 35,244 
■5 . X2= 36332,82 

(2X)2= 181663, 49

y - 2,442

2 Y2= 29,82 

Y)2= 149,08

r = n(S XY) - (s X) ( S.Y)
\ ( i ( s x 2 ) - ( s  X)aVn(5-Y2 )-(s.Y)2

r =

r =

r =

5(10M).85) - U26.22)(12.?l)_________ __

\/5(36332,82)-131663)49'V5(29,82)-149,08' 

■3204.25 - 5201,, 15 
0,78 x 0,14

0-1
0, 11

= 0,9091

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma

0' ♦

Y = Koefisien partisi

rXY " rhi tung = °>5°S1
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lampiran IX

79

X = 85,37 
-gx2= 36443,79 

(•2'X)2= 182218,0

I = 2,406 
"2 Y2= 28,95 

C ■Z'l)2 = 144,72

n( S  XY) -  (2  X H S  Y)__________

l/n('S.X2 )-(S X)^}n(SY2) - (z Y )2

' _ 5 (1027 .08)  -  ( 4 2 6 .8 7 ) (1 2 .0 5 )_______________
•  *  - - | » ■ ' ■ ■ ■ «  1 * * « ‘ " " " /

7 5 (3 6 4 4 3 ,7 9 )-182218 V5(28 ,95) -144 ,27

r = .51^,4- 5^5,25 = a j L 5 _  = 0j8998 
0 ,9747 x 0 ,17  0,1667

Keterangan :
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 1 0 0 ,0  Aig/nil DENGAN KOEFISIEN

PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 4 0 ,0 v i ig /m l  UNTUK U JI"r ! '

r XY. = r h i t u n g  = ° > 8998 .

X
i -< 

I XYi

85,08 2,37 201,64
85,26 2,39 203,77
85,37 2,40 204,89
85,55 2,43 207,89 '
85,61 2,44 208,89

-Z X = ■EY = *SXY =

426,87 12,03 1027,08
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LAMPIRAN X

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 6 0 f 0 /u g /m l

DENGAN UJI " t  " (P o o le d  t  t e s t ) .

X1 X2 Sd =\ k n l-l)(.Sl)Z+(.n2-l)(S2)2
Diazepam Klordiazepoksida HC1 \j ( n1 + n2-2)

94,35 84,83 _ 11(5-1) (0.21ii2)2+(5-l)(0.2755)2

94,35 84,63 v ( 5 + 5 - 2 )

94,56 84,53 Sp = 0,2468

94,71 84,34 t = X1 - X2

94,83 64,11 Sp \jl/n1+l/n2
L 9^,^6 - 84.49

X1= 94,56 X2= 84,49 0,24^8 \f 1/5 + 1/5
S1= 0,2142 S2= 0,2755 t = 64,5227

Keterangan :
= % Ikatan protein plasma Diazepam 

X^ = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1 
X = Rata-rata % ikatan protein plasma 
S = Standard Deviasi 
Sp x Standard Deviasi Pooled

t h itu n g  = 6 4 ,5 2 2 7
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LAMPIRAN XI

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI 
DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PA DA KADAR 80,0/Ug/ml
DENGAN OJI '* t " (Pooled t test) •

X1 *2Diazepam Klordiazepoksida IICl

94,42 85,08
94,50 85,09

94,57 85,22
94,8? 85,34
94,90 85,49

94,65 X2 = 85,24
S1= 0,2195 S2 = 0,1739

Sp = (n1-l)(S1)2+(ng-l)(S;;)2
(n-, + n2 - 2)

Sp =if5=1? (o^i2aL2±i5-.uiaj>z2ai'
\' ( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0^3359J  

t = xl - x?
Sp \[l7n~fi7n^ 

t = $k£ 5..= .9.5., 2 k _  
0,3339 ^ 1 / 5  + 1 /5

t = Mt,5it55

Keterangan :
X^ = # Ikatan protein plasma Diazepam
X2 = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1
X = Rata-rata % ikatan protein plasma
S = Standard Deviasi
Sp = Standard Deviasi Pooled

thituiw = ^.5455
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LAMPIRAN XI1
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PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA %  IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 1 0 0 , 0 / i g /m l

DENGAN UJI " t  " (P o o le d  t  t e s t ) .

X1
Diazepam

x2
Klordiazepoksida HCl

94,09 85,08
94,20 85,26

94,25 85,37
94,26 85,55
94,36 85,61

X1= 94,23 
S-l= 0,0983

X~= 85,37 
S2= 0,2157

Sp (nT 1)(V a+(n2 - D (V
( h -l + n2 -.2 )

Sp = (5-1)(0,0983)^+(5-l)(0,2157)^
V ( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0,1676.

t = X I. h .

Sp yi/n1+ l/n2

t = <^.23 - 85,37
0,1676 If 1/5 + 1/5 

t = 83,'6638

Keterangan :
X-̂  =: % Ikatan protein plasma Diazepam

X^ = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HCl

X = Rata-rata % ikatan protein plasma
S = Standard Deviasi
Sp = Standard Deviasi Pooled

A i t u n g  = 83 .6 6 3 8
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LAMPIRAN X I I I

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 2 0 , 0 /U g /m l , DENGAN UJI » t "

( P o o le d  t  t e s t  )

X1
Diazepam

X2
Klordiazepoksida HC1

2,79 2,43
2,80 2,42
2,82 2,41
2,83 2,36
2,94 2,39

X1= 2,84 X2= 2,40
S1= 0,0602 S2= 0,0277

Sp =

Sp =

/(n1-l)(S1)2+(np-l)(S2)2

( ni + n2 - 2 )

( 5-1 )(0.0602 )2+(5-l)(0.0277 
( 5 + 5 - 2 )

Sp = D-,9468

xl - x2t £
0,0^63 V V 5  + 1/5 

t = 14,662

Keterangan :
= Koefisien partisi Diazepam 

X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida KC1 

X s Koefisien partisi rata-rata 
S = Standard Deviasi 
Sp = Standard Deviasi Pooled

^ i t u n g  = l i t*6D2-
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PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM 

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 30,0yug/ml»DENGAN UJI" t "

LAMPIRAN XIV

( Pooled t test )

X1
Diazepam

X2
Klordiazepoksida HCl

2,80 2,40
2.81 -2,42
2,81 2,43
2,95 2,47
2,96 2,49

X1= 2,87 X£= 2,1(4
S1= 0,0814 S2= 0,037

Keterangan :
Xj, = Koefisier. partisi
X2 = Koefisien 
X =
S =
Sp

^hitung

n-|-l)(S1)2+(n2-l)(S2)2 

(n-j- +n2 - 2)

Sp =\ h-l)(0,031b)B+(5-l)(Q;037)2 
■ ̂  ( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0,0632

t = *1 ~ X2______
Sp' \jl/n1+l/n2 '

t =' 2,87 ~ 2,bk
0 ,0632 Vl/5 + 1/5' 

t = 10,6079

Diazepam 
partisi Klordiazepoksida HCl 

Rata-rata koefisien partisi 
Standard Deviasi 

= Standard Deviasi Pooled 

= 10,6079
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LAMPIRAN XV

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR i+0,0>ug/m } t DENGAN UJI" t "

( P o o led  t  t e s t  ) .

. X1 
Diazepam

x2
Klordiazepoksida HC1

2,61 2,37
2,81 2,39
2,86 2,40
2,90 2,43
2,96 2,44

Xx= 2,tj7-< X2= 2,41
S1= 0,0638 S2= 0,0288

Sp~=
/(n1-l)(S1)2 + (n2-l)(S3)2

( n1 + - 2)

Sp = /(5-1) (0.06^8)2+.(5-1) (0,0258 )2 
( 5 + 5 - 2 )

Sp = 0;0/f949 

t = *1 - *2
Sp 1/1/^+  l/ o 2 

t = 2,87 - 2,41

0,0/(949 Vl/5 + 1/5 
t = 14,7601

7

Keterangan :

\  = Koefisien partisi Diazepam
X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida
X = Rata-rata koefisien partisi
S a Standard Deviasi
Sp = Standard Deviasi Pooled

- ' 'h i  tung = ^ * 7 6 0 1
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LAMPIRAN XVI

TABEL KOEFISIEN KORELASI "  r  "

Derajat bebas 

(n-2)

Koefisien korelasi " r 11 dari

P = 0,05 P = 0,01

1 0,9969 0,9999
2 0,9500 0,9900

3 0,8783 0,9587
4 0,8114 0,9172

5 0,7545 0,8745
6 0,7067 0,8343
7 0,6664 0,7977
8 0,6319 o ,7646

9 0,6021 0,7348
10 0,5760 0,7079
11 0,5529 0,6835
12 0,5324 0,6614

13 0,5139 o,64H
14 Oj/,^73 0,6226
15 0,4821 0,6055
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LAMPIRAN XVII 

TABEL DISTRIBUSI " t "

d.f.
(n+n-2) t.90 \ 9 5 fc-975 fc.99 t.995

1 3*073 6,3138 12,706 31,821 63,657
2 1,386 2,9200 4,3027 6,965 9,9248

3 1,638 2,3534 3,1825 4,541 5,8409
4 1*533 2,1318 ■ 2,7764 3,747 4,6041

5 1,476 2,0150 2,5706 3,365 4,0321

6 1,440 1,9432 2,4469 3 , 1 4 3 3,7074
7 1,415 1,8946 2,3646 2,998 3,4995
3 1,397 1,8595 2,3060 2,896 3,3554
9 1,383 1,8331 2,2622 2,821 3,2498
10 1,372 1,3125 2,2281 2,764 3,1693
11 1,363 1,7959 2,2010 2,718 3,1058
12 1,356 1,7823 2,1788 2,681 3,0545
13 1,350 1,7709 2,1604 2,650 3,0123
14 .1,345 1,7613 2,1443 2,624 2,9768
15 1,341 1,7530 2,1315 2,602 2 ,9*467
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