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BAB V
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh,dapat
disimpulkan bahwa :
1, Antara ikatan protein plasma dengan koefisien par~.
tisi dari diazepam dan klordiazepoksida HCl pada
pH 7,4 mempunyai hiubungan positip.

2o Ada perbedaan yang bermakna azntara ikatan protein -
plasma diézepam dengan ikatan protein plasma dari
klordiazepoksida HCl pada o£= 0,05,

3, Ada perbeda-n yang bermakna antara koefisien parti-
gl dari diazepsm dengan koefisien partisi dari klor-

diazepoksida HCl 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 Benzodliazepin.

2. Dilakukan penelitisn lebih lanjut mengenal hubungan

antara ikatan protein plasma dengan waktu parul

b101ogis ( tl/a )o
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RINGKA SAN

Makin majunya masyarakat kita sebagal hasil pembangun
an nasional ,dan adanya sebagian masyarakat yang kurang mamﬁu
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,turunsn Benzodiazepin un-
tuk dapat menimbulkan efek farmakologis yang diinginkan ten-
tunya obat tersebut harus dapat mencapal tempat aksi obat dan
obat harus berada dalam bentuk bebas,tidak terikat oleh prox
teir plasma dan sebelum mencapal tempat zlsi obat,obat harus
menembus membran biologlis terlebih dahulu yang untuk hal ter-
sebut obat dipengaruhi oleh sifat-sifat fisik obat diantara-
ny~ kelarutan dalam lemak atau koefisien partisinya.

Memperhatikan kenyataan yang ada bahwa aksli farmako-
logis obat turunan Benzodiazepin juga dipengaruhi oleh il:atan
‘protein plasma dan koefisien partisi,maka kemudian dilékukan
penelitian tentang bagaimana hubungan antara ikatan protein
plasm~ dengan koefisien partisi poda pl 7,4.

Penentuan koefisien partisi dilakukan dengan metode
Pengocokan dan ikatan protein plasmanya dengan metode kese-
timbargan partisl cair-cair,

Berdasarkan uji " r " (uji korelasi) pada®<= 0,05 gi-

peroleh hasil bahwa antara ikatan protein plasma .....
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(dalam persentase) dengan koefisien partisi n-Oktanol - air
dari Diazepam dan Klordiazepoksid pada pl 7,4 mempunyai hu-
bungan positip yaitu makin tinggi koefisien partisi maka ma-

kin tinggli ikatan protein plasmanya.
Berdasarkan uji t (Pooled t test) dengan o< = 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 TIX

CARA PERHITUNGAN PERSAMAAN KURVA BAKU

Untuk perhitungan persamecn kurva baku,.digini digunakan
mesin hitung CASIO FX 4000 P yeng mana dalam mesin hi-
tung tersebut telah ada program untuk perhitungan persc-

maan regresi dan perhitungan disini berdasarkan rumus:

n. XY -~ TX.3Y

b = 7
n. X% - (:>:X)2
;i n
T o=
\/[n.:Xz - X)z:l-[n.SYa i (zy)a:]
Keferaﬁgan:

X = kadar

Y = sérapan

b = koefisien regresi (slope)

a = konstanta fegresi (intersep)

r = koefigien korelasi
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LAMPIRAN IV

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM PADA KADAR -60,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI

DARI DIAZEPAM PADA KADAR 20,0 mg/ml UNTUK UJT " p ©

T

X ¥ XY X = 94,56
2
94,35 | 2,79 | 263,24 'ZX; 444708,15
94,35 | 2,80 264,18 (2x) = 223539,84
94,56 | 2,82 | 266,66 I = 2,84
’ B o 40,23

94,71 | 2,83 268,03

94,8% | 2,94 | 278,80 (=Y) = 201,07

=X = [EL= | ZXY= poB(EXD) - (sX)(sY)
472,80 (14,18 | 1340,91 = -
’ Sy Vo= x2)-(= 02 fh1d)- )2

_ 5(00340,91) - (472,8)(31n,18)
V'5(44708,15)-223539,84 " {f5(40,23)-201,07
0,95 x 0,28 B2

Keterangan :

X = % Ikatan protein plasma

Y = Koefisien partisi

- XY = Thitung * 0,9259.
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LAMPIRAN V
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTTVN PLASMA- DARI
- DIAZEPAM PADA KADAR 80,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI
DARI DIAZEPAM PADA KADAR 30,0 mg/ml UNTUK UJI ™ p n
X Y XY X = 94,652
S aar 2,
ohu2| 2,80 | 264,38 Z X"= 44795,20
. < 2“
94,50 | 2,81 | 265,55 (2 X)7= 225975,03
ou,57| 2,81 | 265,74 % = 2,806
< 1% = 41,10

94,87| 2,95 | 279,87 s

94,90| 2,96 | 280,90 ALY LR’

2X= |21 = | XY = n(SXy) - (3X)(£Y)
473,26 | 14,33 | 1356,4k4 Vh(z X°) - (E'X)z)é(iyd)g(ﬁz)a/

51356, 44) — (473 .26) (14, 33)
%(44795 2)-223975,03 _ J/5(41,1)-205,35
r = M&ﬁ 2 0,9744
- 0,%= 0,39

Keterangan :

X = % Ikatan protein plasma

Y =

Koefisien partisi

Xy = Thitung = 0,9744.
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, LAMPIRAN VI
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM PADA KADAR 10Q;Oug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI
PLRI DIAZEPAM PADA KADAR 40,0 mg/ml UNTUK UJI " p ¢
X ¥ XY X = 94,23
2" .
94,09 | 2,81 | 264,39 ‘ZXZ- 44398,39
94,20 | 2,81 | 264,70 (ZX)%= 221991,75
94,25 | 2,86 | 269,56 T - 2,868
2 .
i !
94,26 2,50 | 273,35 7’-.2 41,14
94,36 | 2,96 | 279,31 (=Y)%= 205,64
k= 1zl S oL n(EXY) = (S0(5V)
471,16 | 14,34 [ 1351,31 A7 Vaz )@ 02 (=) (=002

_ _5(1351,31) = (171,16) (1% 3b)
V5 (44398,39)-221991,75  \5(41,14)-205,64

0,45 x 0,25

Keterangan :
X

% Ikatan protein plasma

Y = Koefisien partisi

1]

Ty = Thitung = ©»9977-
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LAMPIRAN VII

77

KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 60,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN

PARTISI KLORDIABEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 20,0 mg/ml UNTUK UJIvpw

X Y XY X = 84,49
84,83 | 2,43 | 206,14 =x%= 35693,11
84,63 | 2,42 | 204,83 (=x)%=178464,0
84,53 | 2,41 | 203,72 I= 2,10
84,34 2,36 199,04 =¥2. 28,85
84,11 | 2,39 | 201,02 (Z¥)%= 1un,24
2x= | =¥=} =HN oL (=R - (FX(EY)
y22,45 | 12,01 1014,75 VitE By Voerd) o2
r = 201014,75) - (422.45)( 12.01)
\/5(35693,11)-17a146k \/5(28,85) 144, 24
p o 3073, 750a 08 (B2
L
r= 0;96
Keterangan':
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

XY = Thitung

SKRIPSI

= 0,96.
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PERHITUNGAN HUBUNGAN ABTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

KLORDIAZEPOKSIDA HCl1l PADA KADAR 80,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN

" PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1l PADA KADAR 30,0 mig/ml UNTUK UJI'p"

Keterangan :

<X
n L[]

SKRIPSI

= Thitung

% Ikatan protein plasma

Koefisien partisi

= 0,5051

Penelitian IN Vitro Hubungan Antara lkatan...

X Y XY X = 85,244
85,08 | 2,40 204,19 = x°%= 36332,82
85,09 | 2,42 | 205,92 (= X)2= 181663,49
85,22 | 2,43 207,08 ¥ = 2,442
85,34 | 2,47 | 210,79 3 7% 29,82
85,44 | 2,49 212,87 (3 ¥)% 149,08
S S >~ oL D(EXY) - (S X)(=Y)
426,22 | 12,21 {1040,85 VoD (= Dt a?
= 2(1040,85) - (426,22)(12.21)
5(36332,82)-181663,49 \/5(29,82)-149,08
p o —220L,25 - 5204,15
O VonZ CRLD
r= e _0,9001
0,11
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‘LAMPIRAN IX

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 100,0 uig/ml DENGAN KOEFISIEN
PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 40,0.mg/ml UNTUK UJIwpy

x | ¢ X% | X = 85,37
=%%= 36443,79

(£x)%= 182218,0
P 1106
< Y%= 28,95

R, , 72

85,08 | 2,37 201,64
85,26 | 2,39 | 203,77
85,37 | 2,40 204,89
85,55 | 2,43 | 207,89
85,611 2,44 | 208,89

=X = =Y = T X iy n(i XY) - (Z X)(=Y)
126,87 | 12,03 |1027,08 Va(s 12)-(= 02aE12)-(21)2
"o 5(1027.08) - (426,87)(12,03)
V3(36443.79)-182218 V5(28,95)—144,2?
r = —2135.4= 5135,25 sy alls _ 0,8998
0,9747 x 0,17 0,1667
Keterangan :

X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

XY = Thitung = 0»8998.
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LAMPIRAN X
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DiRI
DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 60,0.mug/ml
DENGAN UJI " t " (Pooled t test).
X, X, 5p =\ (ny-1)(5)2+(n,-1)(s,)2
Diazepam |Klordiazepoksida HCl ( ny + na_z)
94,35 | 84,83 Sp =Mﬁ5~1)(o‘?1u2)z+(s-1J(o.a7565§-
94,35 84,63 ! (5+5-2)
94,56 84,53 Sp = Oi2a68—
94,71 814, 3l s N
983 473 R
%= 94,56 %p= 814,49 0,208 \1/5 + 1/5
)= 0,2142 S,= 0,2755 t = 6l,5227

Keterangan :

X| = % Ikatan protein plasma Diazepzn
X, = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1

X = Rata-rata % ikatan protein plasma
S = Standérd Deviasi

Sp = Standard Deviasi Pooled

thitung = 64,5227
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LAMPIRAN XI
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 80,0 mg/ml
DENGAN UJI " t ' (Pooled t test).
: - f
: L 2 2

X X, Sp =\J(n1-l)(bl) +(n,=1)(S,)
Diazepam {Klordiazepoksida HC1 \ (nJ *n, - 2)

9k, 42 85,08 sp =\f%-1)(oialos)2115-l)(o.1730)2

94, 50 85,09 (5+5=-2)

94,57 85,22 Sp = 0,3339 -

94,87 85,34 t= % =%

94,90 85,49 Sp\1/ny+1/n;

t = 91E165 - 8_5121'#

(Xy= 94,65 X5 = 85,24 0,3339 \/ 1/5 + 1/5
Sl= 0,2195 SZ = 0,1739 ks 1{.1{,5455
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

thitun,g; = qq’5’+55
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LAMPIRAN XII
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM DAN KLORDiAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 100,0 ug/ml
DENGAN UJI " t " (Pooled t test).
2 2
X X sp | [(13-1)(5)84 (1) ()
Dlazepam |Klordiazepoksida HCl| ( Nyt on, -2 )
- e P
o4 .09 85.03 Sp =\/(5~l)(0,0983) +(5-1)(0,2157)
94,20 85,26 i (5+5-2)
94’25 85,3? Sp = 0,1676¢
94,26 85,55 i
94,36 85,61 Sp\[1/ny+ 1/n,
¢ . 94,23 - 85,37
:1= 9“623 222 25'37 0,1676 Y 1/5 + 1/5

Keterangdh :
X = % Ikatan protein plasma Diazepam

X5 = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1

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

Sp = Standard Deviasi Pooled
. nitung = 85,6638
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LAMPIRAN XIII

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTIgI DARI DIAZEPAM
DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 20,0 Mig/ml,DENGAN UJI "t
( Pooled t test ) .

2 2
oz X, 55 z\/(nl-l)(sl) +(n,-1) (S,)
Diazepam Klordigzepoksida HC1 ( ny +n, -2 )
2,79 2,43 sp = | /(521)(0,0602)2+(5-1)(0,0277)?
2,80 2)42 ' ( 5 + 5 -2 )
2,82 2,41 ' .
: Sp = 00,0468
2,83 2950 b b
- X-]‘ - Xa
2,94 2’39 ﬁ = Y v
0,0463 V/1/5 + 1/5
X)= 2,84 X,= 2,40
e
$4= 0,0602 S,= 0,0277
Keterangan :
Xl = Koefisien partisi Diazepum

X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida HC1
X = Koefisien partisi rata-iata

S = Standard Deviasi '

Sp = Standard Deviasi Pooled

thitung = 14,602,
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LAMPIRAN XIV

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 30,0/ug/ml,DENGAN ugrme ¢ »
( Pooled t test ) '

% X, sp 2| (1771)(8)%#(n,-1)(5,)°
Diazepam |Klordiazepoksida HCL (ny +n, - 2)
2,80 2,40 Sp =\Vﬁ5-1)(0,0814)2+(5-1)(9;o37)2
2.81 2,42 (5+5=2)
2,81 24 Sp = 0,0632
2,95 2,47 ¢ = %
2,96 . 2,49 ' Sp'\Jl/n1+l/né7
X;= 2,87 Xo= 2,0t ¢ == 2287 = 2,44
51= 0,0814 S,= d,037 4 S,gg?gayg/s +1/57

Keterangan :

Xl = Koefisier. partisi Diazepam

X, = Koefisien partisi Klordiazepoksida HCL
i = Rataw~rata koefisien partisi

S = Stanuard Deviasi

Sp = Standard Deviasi Pooled

thitung = 10,6079
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LAMPIRAN XV
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1l PADA KADAR A0,0/ug/ml,DENGAN UJIn t »
( Pooled t test ).

uo X, s [ny-1) (57)2+(n,-1) (5,
Diazepam lordiazepoksida HC T
(ny) +n,~2)

2,81 2,37 Sp =V&5—])(0‘06%8)?f(%-12§0,028§)2

2,81 2,39 . ' (5+5=-2)

2186 2311-0 Sp = 0‘,0491-}9

2,90 2,43 R, - X,
p— ol t =3 2,87 g 2,41
X;= 2,87, X5= 2,41 ___v _
S,= 0,0638 S,= 0,0288 0504949 Y1/5 + 1/5

o = 11}57601

Keterangan :

Xl = Koefisien partisi Diazepam

X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida
Rata-rata koefisien partisi

Xl
u

it

Standard Deviasi

Sp = Standarc Deviasi Pooled

hitung © 14,7601
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TABEL KOEFISIEN KORELASI " p "

86

Derajat bebas

Koefisien korelasi " r " dari

(n-2) 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 0,7646
9 0,6021 0,7348

0 0,5760 0,7079

11 0,5529 0,6835

12 0,5324 10,6614

13 0,5139 0,6411

1y 0,773 0,6226

15 0,4821 0,6055
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LAMPIRAN XVII
TABEL DISTRIBUSI " t

(nan s t,90 t.95 t.975 t.99 t.995
1 3,078 6,3138 | 12,706 | 31,821 | 63,657
2 1,886 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 | 14,6041
5 1,476 2,0150 2,5706 3,365 4,0321
6 1,440 | 1,9432 | 2,u469 | 3,143 | 3,7074
? 1,415 1,8046 | 2,3646 | 2,998 | 3,4995
3 1 SO i 275 2,3060 2,896 3,3554
9 1,383 1,8531 | 2,2622 | 2,821 | 3,2498
10 1,372 11,8125 | 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 1,7799 | 2,1604 | 2,650 | 3,0123
14 1,345 1,7613 | 2,1448 | 2,624 | 2,9768
15 1,341 1,7530 | 2,1315 | 2,602 | 2,9467
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PENDAHULUAN

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

Akibat perubahan yang berjalan dengan demikian cepat
rupanya tidak semua anggota masyarakat dapat langsung menye-
sUaikan diri,sehingga ada pula anggota masyarakat yang lam-
ban atau sukar menyasualkan diri d-n nmerasa dirinya asing di-
tengah lingkungannya yang berubah dehgan cepat tersebut,
Keadaan ini dapat menyebabkan seseorang mencalami tekanan/
stress sehingga makin"banyak pula yang ingin menanggulangil
keadaan tersebut dengan obat-obatan yaitu dengan menggunakan
obat-obatan golongan sedativa,hipnotika dan trnquilizer,

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

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

Pada tempat aksi obat ini terjadi interaksi antara
Oobat dengan resept@r sehingga timbul aksi farmakologis yang
diinginkan, (6,13)
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Tetapi sebelum mencapai teipat aksi obat,obgf harus
menembua mentbran biologis terlebih dahnlu,yang untul ini
obat dlpengarunl oleit sifat~sifat fisilk obhat y=ang bersang -
kutan diantaranya kelarut dalaa lemak,

Kzrenz itu untulk dspat menimbulkan eksi fearuakologis yang

diinginkan,kélarutan obat dalam lemak atzu koefisien partisi
obat ysng bersangkutan scnpet memegang peranzn, Dismping itu
obat sebelum mencap:i tempcf aksi obat,sebagian obat akan

berikatan dengan protein plasma,dan bila hzl ini terjadi ma-
ka jumlah obat bebas yang mencapai tempzt aksi obzat akan beé
kurcng sehingga aksi farmzkologis yang ditimbulkan juga ber-
kurang,kmrena hanya obat bebas yang dapzt mencapal temnzt a2k

si ob:t yang dapat menimbulken efele farmaikologis.
Dengan demikian,baik koefisien partisi meaunun ikztan

obat dengan protein plasma mempengarmhi aksi farmzkologis
yang diinginkan, (%) _

Mempernatikan kenyztaan yang ada bahwa aksi farmzkolo-
gis obat-obat turunan benzodiazepin dipengaruani oleh prosen-
.taée ikatan protein plasma dan koefisien partisinya,nzaka tin
bul masalah tagaimznz hubungan antara ikatan protein plzsua
dengzn koefisien pariisi obat-obat turunan benzodiazepin,
Apalkzh mempunyai hubungen yang positip atau negatip antara
ikatan p*oteln plasmz dengﬂn koefisien partisi.

Pada penelitian ini digunakan Klordiazepoksid dan Dia-
zepan sebagdi beahan percoo an dengan pertimbangan bghwa obzt

tersepUliseccnces,
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terdebut merupakan obat yang saat ini banyak
czatum dalam daftar obat esensial nasionzl.(3)
ddepun tujusn penelitian ini adzizn untuk mengetzhui

secara in vitro apsksh antara ilkatan protein plasma dengan

koefisier partisi dari Klordiazepolksid den Dizzepam sebagsi

turunzn Benzodiazepin mempunyai hubungan yans positip atem
gziip.dan dllakukan rada pH 7,4.(9)

Metode yang clgunakan untule menent-ilkan prosentase

ikatan protein plzsma zdalan dengan kesetimbangan partisi
antara dua cairan yang tidak saling ceampur,Dengan pertimbang
an bahwa metode tersebut mudah.dilak;kan karena alztnya se-
dernznz dan tidak memerlukan korelksi untuk ikatan obat yang

terserap olen memhgan seperti pzde metode kesetimoongan dia-

lisa,zdapun kekurangan metode ini yaitu keaunglinsn terjadi-

nya denaturasi protein karena terintereksi dengan pelarut

organiiz yarng dizunckan,tetapi hzl ini aﬂ“—gﬁclat cengan

Pemilihzn pelarut organik yang sesuai dan regadukan yang ti-

dak terlalu luat, Sedang untuls koefisien partisi digunakan
metode penggojokan.(6s8:1la15)
Inglan-langkah yang akan dilakul:an dalam melakukan pe-

nelitizn ini adzlah sebagai berikut :
Pemeriksaan/identifikasi beolian,penelitian secarsa

kualitatip.

Pembuatan larutan buffer fosfat Fd

“~J

~ Pembuatan larutzn baku irdui:.

FPenentuan.,.......
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-~ Penentuan panjang gelombang maksimum,
- Penbuztan kurvzs bzku.
- Pénentuan koefis_en pertisi a oktznol/air pzada

FH 7,L,

™

- Penentuzn prosentase ikatan protein plzsaa pad

B 7,k

Dari penelitian ini diharaphkan didapat secara pasti
'hubungan antara ikatan protein plasma dengan koefisien par-

tisli dard diazeéam dan klordiazepoksida pada pH 7,4.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA
l.1,Derivat Benzodiazepin,
1.1,1, Tinjauan umum mengenai Benzodiazepin(l,2,4,).

Klordiazepoksid dan diazepam merupakan derivat benzo=-
diazepin,keduanya digunakan untuk terapi rasa takut dan kawa-
tir,tetapi Jjuga untuk relaksasi otot rangka dan terapi alko-
holisme,

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

Klordiazepoksid dan diazepam bersifat nonselektip da-
lam penghambatan respons tcrkondisi,CPZ(klorpromazin) dapat
menghambat respongs terkondisi secara selektip,dan rupnanya klor-
diazepoksid dan diazepam berguna sebagai obat yang dapat menim-
bulan relaksasi otot secara sentral.

Derivat benzodiazepin berefek antikonvulsi lemah oleh
karena itu lebih baik Jjangan diberikan pada penderita glauko-
ma untuk menéhindari timbulnya serangan,dan sebaiknya Jjangan
diberikan bersama alkohol,barbiturat atau fenotiazin,kombinasi
dengan bahan diatas mungkin menimbulkan ef s depresi yang ber=-

lebihan,
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- Pada pemakaian dalum dosis terapeutik rasa kantuk
Jarang timbul,pada over dosis bisa terjadi depresi susunan sa-
raf pusat,

Banyak diantara penderita yang menggunakan obat pe-
nenang mempunyal psike yang lebih labil sehingga ozbt ini se--
ring digunakan untuk percobaan bunuh diri, Derajuat intoksikasi
pada derivat benzodiazepin biascnya sangat ringan dan tidak me-
merlukan terapl khas. bfek yang unik adalah peraugsanga . nafsu
makan,yang mungkin ditimbulkan oleh derivat benzodiazepin seca-

ra sentral,

l.,1.2, Rumus bangun,rumus molekul, nama dagang, sifat fisika

dan kimia dari turunan benzodiaszepin.(1,2,4,19,20,21)

a. Diagzepam,
- Rumus bangun:
CHy O
1
/ ”/;&‘_//>
AR NN
(4] é‘bH‘;

7~ Chloro-1l,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2H-1,/4-ben-
zodiazepin-2-0ne,

- Rumug molekul: C 16 13 Cl N 0,

- Nama dagang :
Atensine,Tensium,Valiuu,Kalem,Dizzepin,Paxate,lienta-

lium,Lovium,Medi-diazepan,
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- Sifat fisika :

Pemerian: Serbuk putih,putih kekuningan,tidak berbau atau
hampir tidak berbau,tidak berasa diikuti rasa pzhit
sesudahnya, ‘

- Kelarutan: 1 : 333 dalam air
1 : 24 dalam alkohol

2 dalam kloroform

1

1 39 dalam ether

1 : 8 dalam aseton

1 : 60 dalam propilen glikol,

- Titik lebur: 131 - 135°C.

= Sifat kimia:
Sifat kimia disini meliputi absorpsi,distribusf dan ekskresi
serta interaksi dengan zat lain,

- Diabsorpsi secara cepat.dan lengkap setelah pemakaian lewat
mulut(ﬁer oral). | ‘

- Kira-kira 97% terikat oleh protein plasma,

- Dalem darah sebaglan besar dimetabolisir dalam bentuk N-des -
methyldiazepam,

- Kira-kira 70% diekskresi dalam urine dan 10% dalam faeces,
diekskresi sedikit banyak dalam eapedu,

b. Klordiazepoksida Hydroklorida.

- us b un
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Klordiazepoksida Hydroklorida,
- Rumug bangun :
/ N_/N‘H-C'H;

N/ Hd
A \\E:;;\b
7~ Kloro-2-metiamino-5fenil-3H-1,4-benzodiazepin-4-oksida
hidroklorida,
- Rumus molekul: C,. Hl5 C1, N3 0.
- Nama dagang: '
Calmoden, Chlordiazepoxidi Hidrochloridwm, Librium,Tro-
pium, Tensinyl, Cetabrium,
- Sifat fisikg :
Pemerian: Serbuk putih,atau putih kekuningasn,tidak ber-
bau dan rasa sangat pahit,
- Kelarutan; 1 : 10 dalmm air pada 20°C,
; 1 : 40 dalam alkohol
sangat sedikit larut dalam kloroform dan ether
- ™tik lebur: 212'- Zliry dengan peruraian,
- Sifat kimia:
- Diabsorpsi dengan segera setelah pemberian lewat mulut/
per oral,
~ Kira-kira 94% Klordiazepoksid dalesm tubuh diikat oleh
protein plasma,
- IEkskresi: 60% diekskresi dalam urine dan 10 sampai 20%

dalam faeces,kurang dari 2% darl dosis/pemberian dieks-

kresi dalam urine dalam bentuk tidak berubah,
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1.1.3. Identifikasi secara kualitatif (4,19,20,21)
Identifikasi secara kualitatif ini berlaku un-

tuk klordiazcpoksida HCl maupun diazepam yang diper-
gunakan dalam penelitian ;ni,yaitu meliputi:

- Reaksi warna. '

Kurang lebih 20 mg bahan ditambahkan Sml asam klo-.
rida dan 10ml air,panaskan sampai mendidih,dingin-
kan dan kemudian tambahkan 2ml 0,1% larutan natrium
nitrit diamkan satu meniﬁ dan tambahkan 1 ml 0,5%
larutan ammonium Suifamat,diamkan satu menit dan tam-
bahkan 1 ml larutan 0,1% N-l-naftil_etilen diamin
dihidro kloridaj;akan timbul warna ungu kemerah-me-
rahan,

- Titik lebur.
Prinsip dari penentuan titik lebur ini adalah mem -

,bandingkan titik lebur zat yang dianalisa'dengan
zat standard/baku. Pelaksanaannya yai*u mencampur
zat standard dgngan zat yang akan dianalisa kemudi-
an ditentukan titik leburnya dan haadingkan titik
leburnya dengan zat standardnya sendiri,atau ten- .
tukan titik lebur zat yang dianalisa dan bandingkan
dengan pustaka yang ada.

- Spektrum serapan infra merzh,

Prinsipnya adalah menentukan spektrum puncak-purncak
serapan dari zat yang dianalisa kemudian dibanding-
kan terhadap spektrum puncale-puncak serapan pemban-

ding dari zat yang diznalisa tersebut,
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1.2, jIkatan protein plasma
l.2.1. linjzauan umgum.

Pada umumnya,...dalam 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 farﬁakologik 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 (12,13,17)
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~
capal tempat aksi obat untuk berikatan dengan re-
septor sehingga menimbulkan efek farmakologis dari
obat yang bersangkutan (6,13),

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 LN BN A ]
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11

obat bebas d=lim darch menurun,:izka obat Jang teri.at de-
ngan protein d;p 't diubcel keaodboli menjadi ve:x tu tebas
ying alktif, Hal ini terjadi karena ik-tan obat dengs
protein umumnys bersifat bolal-balil / reversivel (6,12,17)
Il:atan obat-protein adalah merupakan suatu inte-
ralisi obat dengan protein yang dapat membentuk suatu koa-
pPleks ya nz serupa kompleks obat reseptor,zt.u koupleks
ensina - substrat., Pada interaksi tersebut berlzaku hulum

massa (Mass Law Expression) sehingga bewrdasar hukum ter-

sebut diperolenr :

'K
Protein + obat ~-———— kompleks protcin-obat
K = ., _(AED | e+s....persanczn 1,
- C Bal s
dimana: K = konstanta asosizsi
(PD) = kadar komplek obzt-protein
(.P ) = kador protein bebss yzng tidak ber- -
iwatan dengan obst,
( D) = kadzar obat yang tidalk berikatzn dengan

protein,
Bila r-adalzh jumlsh rata-ratza molekvl obat yang berikat-

an dengan setiap molekul protein,maica diperoleh :

r = mi%ﬂ%_ ceseseee. o,.perssmazn 2,
Plg

* dfinena (P)t = Iadar total protein yang ada dalzi zis-
tia ikatan obat-protein,
Bila kuantitas r dihubungkan denga n K dan (D) atzu per-
gsemaan 1 dan 2 digabung,maka diperoleh :

r = K_(D) ceeeeee...Derszmaan 3,
1+ K (D)

Dalzm kenyataan .......
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Dalam kenyataan mole.ul-moleitul obat tidzalk berikatan pada
sotu tempat,melainkon dibanyalk tempaet pade protein( 6,14,22)
seiinggs perszmaéan 3 dapat diturunkon menjedi :

r= _n, K (D) ..;......persamaen L,

1 + K (D)
jurlzh texpat.ikatan derdi molelul-molekul

dimen2 : n

n

obat.

~
n

konstonta 2sosiasi. intrinsik ranz menunjul-
lkan lzelzuatan moleliul-inoleizul obat dingan ‘
sebuah tempat ikatan,

Oleh karena tidak seluruh ob;t yang ade berikatan dengan
protein,malka timbul istild&iﬁ atau fraksi dari obat total

Yang berikatan dengan protein.
f7 =3 _SElEa_ x . PP ). . Persamaan 5,
(D)t : .
dimana : (D)b kadar obal yangz berikaten dengan protein

(D)t

i

kadar obat total yang c.ou dalam sistem
obat-protein,
Kenyataan yang ada,nilail} tidak konstan,dapat beruboch-

ubzh..terg:zntung dari kadar obat dalam sistim nbat-protein

cen el (180

Bila persamaen 4 ditulis sebagai berikt :
(D)b = n.K(D)
(D) 1 + K(D)

Kemudian persamasn 5 dan 6 digabungk:a,naka diperoleh

. = ..Persencsn 7
1 4 ....__KDl_ + .,__..]_'.....

ni(F)y  n.K(P)

persamzan
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Dari rumus diates dapat diketahui bzhwa secara in vivo,

nilai i% selain tergantung drri kadar ovat juga tergan-

tung pacda jumlah tempat ikatan obat,

tan protein_nlasma

Beberzpa metode yang sering digunzlkzn dalam

penentuzn ilkatan protein pleasma acalall sebagal be-
rilut .

a. Metode kesetinbanesen dialisa ( 5,7,13, 14,. )

Pzda wuetode ini,kompcrtemen yang terairi deri
Proteiin dipisa hizn dengezn Lkompartemen lzin de-
ngsn seouzh membran y2ng dapat ditembus oleh se
mus komponen yang berada dalam sisten kecuali

-—

protein, Beberzpa fzlitor yeng mempengrruhi ke-
ceprtan terjadinyz kesetimbangan zdalah penga-
dulkan, suhu dan ukurzn membran.

b. Penvaringan ultra (8,11)

.

Hetode ini serupc dengan metode kesetimbanzco
dialisa hanya saja.fesa yang terdari d.ri pro-
tein bebas dipiszhkan dengan fasa yang lzin
oleh membran yanz seaiper.ilabel,dzn untuk Zeni-
schkon protein bebas dengen fasa yons lain dzo-
pat juga dengan mengsunakszn tekanan ultrasen.-._
trifugal, Pada metode ini sampel vang berupsa
protein dan obat ditempathkan dalzm tabung dia-
lisz,lalu disentrifus dusn ultrafiltratnya di -
tempung untuk ditentulan lkadaranya., Dslzm hal

ini kadzr,...
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ini kadar obat vang beradz dalzm filtrat,sena
dengzn kadar obat bebas setelzh terjadi ikatan
protein. Prosentase ilkiztan rrotein plasma dagpat

dihitung denga n rumus (in vitxo)
(D)y,
(D),

dimana (D) diperoleh dari kadar total (D),

$ Ilkatan protein plasma =

x 100 &

dilurangi kadar obaf dalam filtrat,

c. Kesetimbangan partisi_ ( 7,8 )

Pada metods ini terjadi distribusi zat dalam fa-
Sa air yang mengandung protein dengan fasc orga-
nik yang tidalk dapat'bercampur dengan air dan
protein. Pelaksanaan disini yaitu larutan zat
dalam pelarut alr dicampur dengan protein, lalu
dicompur dengan pelarut organile yang tidak dapat
bercampur dengan air den protein,agar terjadi
distribusi. Setelzh terjadi distribﬁsi,kadar zat
dalam pelarut organik ditentukan, Adapun, prosen-
tase ikafan protein plasma dapaf diperolen dari
runua dibawah ini

% Ikatan protein plasma = gb x 100 %
disini Cb = kadar obat yang terikit protein

yang didapat dari
¢, = Py - Dp) P- D3
P

Che

dimaona: Dl = kadar zaot mulo-mula dzlom sistem
Obat-protein

pé = ltadar
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Dé = kadar zat dalam fesa organilc sete-
lah perlalkuan
- p =-koefisien partisi setelum adanva

protein
Jadi prinsip metode ini adalan penentuzan koefi-
sien partisi sebelum dan sesudah adanya protein,
Penggunaan metode tersebut diatas pacda peneli -
tian ini mengalami sedikit perubzhan dan peru -
bahan ini dikemukakan langsung pada pelaksanaan-
nya.

d. Penyaringan gel (7-8)

Pada metode ini,campuran zat-protein dimasuldcan
kedalam kolom (Sephadex) kemudicn dieluasi de-
ngan buffer., Setelah itu dipisankan dzlam dua
bagian,yaitu bagian yang terdiri dari zat bebas
dan bagian yang lain terdiri dari campuran zat
yang terikat oleh protein din protein yang bebas
Bagian yang terdiri dari zat bebas inilah yang

dianalisa,

1.3. Koefisien pantisi. .

1.3.1. Tinjauzan umum_ ( 15,17,18)
Bila suatu zat ditambahkan kedzlom dua ma -
cam pelarut yang tidak saling campur meal2a disini
akan terjadi distribusi zat yang bersangkutan da-

lam dua pelarut tersebut. Umumnya pelarut yvang

satu berupa..eeeee
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éatu berupa alr sedang yang lain adalah pelarut or-
ganik yang tidak berc:mpur 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 darli kesetimbangan termodinamika,yang mana
hal tersebut seperti yang diuraiskn dibawah ini :
Bila pelarut yang satu diberl simbol A dan yang
lain diberi simbol B,maka diperoleh persamaan-per-

o

samaan (15)

420
§A= GA + RT ln aA oooooooo(l)o
K P
GB: GB + RT 1n aB .ooooo-o(II)o

dimana : GA

molal energi bebas solut dalam pela-
rut A,
EB:“ molal energi bebas solut dalam pela-
rut B,
ay = aktifitas solut dalam pelarut A,
ag = aktifitas solut dalam pelarut B,
Pada saat terjadi kesetimbangan dalam dua pelarut
tersebut, @A = @B pada suhu dan tekanan tertentu
sehingga :
Go _0
B + RI'1ln ag = G, +0Rr 1n ﬁA oo (III),
Pada suhu yang tertentu harga &, dan Gy adalah kon-

stan,sehingga persamaan (III) dapat diubahmen-...
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menjadi
ElB -
ag
1n = Konstan, atau = K,

e e et e

a I3
A | ay

Pernyataan K diatas merupakan pernyataan dari hukum:
Nernst,yang menyatakan bahwa suatu zat yang terdls-
tribusi kedalam dua pelarut yang tidak saling cam-
pur,distribusinya sedemikian rmipr sehingga pada sa-
at terjadinya kesetimbangan,perbandlingan aktifitas.
zat yang bersangkutan daiam dua. pelarut tersebut
adalah konstan pada suhu tertentu,
Bila larutannya cukup encer atau solutnya ideal,ma-
ka aktifitas zatnya cama dengan ladarnya sehingga
diperoleh :
Cg
C

}}
=

A
dimana K adalah koeflslen partisi atau koefisien

distribusi dalam dua macam pelarut yang tidak sa-
ling campur, Hukum Nernst ini hanya berlaku bila
zat yang mengalami distribusi tidak berasosiasi atau
disoéiasi. Bila solutnya mengalaml asOslasi menjadi
molekul yang lebih kompleks atar mengalami disosiasi
menjadi ion-ion atau molekul yang lebih sederhana,ma-
ka hukum Nernst tidak dapat digunakan, Umumnya hukum
ini digunakan untuk ekstraksi,an:-lisa dan penentuan
konstanta kesetimbangan,

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

yang berlawanan muatan(counter ion),
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Metode nencntnon koefisien wartisi.

Beberapa metode yong sering digunclkion da-
lom penentuan koefisien partisi adaloh sebagsi ve-
rikut :

a. ietode botol kocok('Shaldine Flask iMethod) (18

Foda metode ini zat dilarutkan dolam pelzarut

yans sctu (kelarutan zat dalan pelarut tersebut

lebilh beszr dari pelarut s-otuaya), lalu diconm -

p v 3

pur dengan pelorut satunya,don dil:ocoir perlzhen
. o o . 4

lohen pada suhu 25 7% 0,1 ~ C selama wolitu ter.-.

?
tentu, -
Kador zat dalam fasa air seteloh terjadi porti-

si citentuton secara spel:trofotonletri otou kiro-

matografi gaos.

Bila : V, = volume relarut organik
Vw = volume pelarut cir
Co' = Lkadar zzt dalam fase .
organik
Cw = kadar zat dalam fase air
Cin = kadar zat mula-wula yang
dilorutlian,
malz:
C, = (CipVo - vawl”_
v
c ©
. 0
K = —zt
W

ietode ini sering digzuncksn untuk zat-zat yang
nempunyal kelarutan yang tesar dalam pelarut
organik dibanding dalan eair,

. b. I'EetOde......o
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b. iietode menmocoi-on (MShakiaer Hethod?) -

zat dalai air dengan pelarut organilk pada suhtu
o 0 .

25 + 2° C selama sztu.joam, Setelch terjadi

distribuzi, kadear dalzm air ditentulcn secarz

spelktrofotometri atazu kromatografi gos. Adapun

penentuan koefisien partisi danat ditentul:

dari persamzazn sebagal berikut :
, C, - C . \

vr

Nl o}
dinzna; Cl = kadar zat mula-mula yang dila-

I

H
=
o

Q
1

kador za2t dalza air setelah ter-

jedi distribusi

Vo = Volune pelarui organik
Vw = Volune peJarut‘air.
1.h, Hetode svelitrometri vang digunalzan,
1..,1, Meto&e spetfgfotometri ginar lembayung ultra. (11,21

23,245,

Pada metocde ini berlaku dua huliua yang selalu ber-
‘hubungan erat yaitu:

1, Hukum Beer :

Suatu berkas sinc: dengan panjens gelombany
tertentu dan intensitas I, ,tila mengenai
kuvet yang berisi larutan dengan kadar C ,
maka intensitas sinar yang diterusiian zkan
mengalzmi penurunan secara eksporensial,

I, = I, eKC

¢.Hu1:ﬁ.‘?’l. ¢ o n a0
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2. Hultum Lombert:
Suatu sinar tunggzl (monokromatis) dengan’
panjang selombang tertentu don intensites -

Io’ hila mengenzi kuvet yang mempunyai lke-
tebzlan b dan berisi larutan,stou nmelalul

suztu medium yung transparan,maka sinsr
yang diterusian alian mengalani penurunon.
intensitas rang sebending dengan tebal hku--

vet dan intengitas cinar yang datans,Atau
dampat dikatakan bzhwa penurunan intensitas

tersebut sebanding dengan panskat gcnambnh-
an tebal kuvet,

" e-Kb

g = 1o -
Hultum: Lambert ini disebut juga hulmum Bouzuer,dzn
bila kedua hukum tersebut digebungkan, maoka dipe-
roleh hulzum Lenbert-Beer atcu Beer-Jouguer ztau

bicsa diszebut nukum Beer szja :

~ibC
, It= IO . e
EL - e—KbC
Iof
. It
dimana trensmisi T = T , sehinggn:
o)
I
7.k o PO
0
Io
ztau A = log-T— = log—f;— = abC.
dimona: a = absorpsifitos

b = tebsl kuvet (cm)
C = kadar (mol/liter)
;;EtOdeo R
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1...2, Metode spektrofotometri sinar_tampak_(1,21,23)

Pzda dasarnya sama sexerti mctode spelztrofotiomecri
sinar lembayung ultra, hanya bédanya disini ialsh
larutan zat yang akan ditentulkan kadarnya harus
berwarna dengan penambahan perealsi-pereaksi ter-

tentu,

1.5,.3, Cara nenetapan kadar dengan metode snekirofotcomeir

Ada tiga cara untuk menetapkan kadar dengan metoda

spektrofotometvri ini yaitu:

1. Menggunakan larutan pembanding (23)
.Larutan baku dibuat sedémikian rupa schingga
menpunyai kadar yang kira-kira menyamal atau
mendekati kadar zat yang diamati (ditentukun
kadarnya,kenudian bandinglian serapan larutan
baku deﬁgan'serapan larutan zat yang akan di-
iéntukan kadarnya dergan memasukan pada persa-

aan sebagai berikut:

il
Cl = Ks—' X CS
dingne C; = larutan zat yang akan
ditentukan kadarnya.
Cs = kadar larutan baku

A, = serapan zat yang akan
‘ditentukan kadarnya.

A = serapan larutan baku,

]

2. Membuat kurva bzaku (23)

Frinsip dari cara ini adalch menzamati serapan

s

lervton 2ot ol
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larutan 3a® yang telah diketahui kadarnya dari

barbagai kadar pada panjang gelombang maksimum,

kemudian dibuat kurva serapan dari larutan zat

terhadap kadar (dari kurva ini dapat diketahui
persamzan garisnyaz). Bilz suatu larutan zat di-
ketahui serapannya,tetapi tidak diketahui ka-

darnya, maka dengan memasukan serapan tersebut
pada persamnaan garis yang telch dibuat sebelum-

nya, aknirnya ekan diketahui kadarnya.

3,.Memba ndingkan dengan_serapan _yang diperoleh(23)

Prinsip'disini adalah membandinglkan serapan da-

ri suatu larutan zat yang tidak diketahui « ge- -

ngan serapan yang telah diketahui lkadarnya dari

zat yang sama ﬁpelarut dan panjang gelombang --

yang digunakan sama),

Bila~ dilkketahud:

A (seravan = E (ekstingsi) = D (kerapataﬁ 6ptik

berdasarkan hukum Lamﬁert—ﬁeer, maka: .
It=Io , & D C

- -0,4343 KbC
It = Io N 1O

log I/ I, =¢.b.C
Penentuan kadar disini tergéntung dari satuan
' kadar yang digunakan,bila kadariuya mempunyai
satuan molar dan tebal medium 1 cn,maka }ang di-
gunakan adalah koefisien ekstingsi spesifik yai-

. 1%
tu (Ei 1 cm)

Cara penetapan ini sehenarnya sama seperti carg

1o y=ditw ..., ...
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1. ¥aitu mehggunakan larutan pambanding hanya di-
sini larutan. pemBandingnya adalah zat yang talah
_diketahui kadarnya,serapan dan paﬁjang gelbmbang—
nya yang mana kesemuanya itu dilambangkan dengﬂan

suatu notasi yaitu 6&_%?m pada )\ nm.
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BAB. II

BAHAN, ALAT DAN METODE PENELITIAN

2.1, Bghan penelitian

SKRIPSI

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/Y4,
Order Phapros : Ph - 066.
- Klordiazepoksida HCl diperoleh dari
P.T. Phapros,Jdl, Simongan 131 Semarang.
Berasal dari : Siois - Fireuse - Italy.
Dengan No, Bahan Baku : 295,
Order Phapros : Ph - 059,
Bahan-bahan yang digunakan sebagal bahan.penelitian
yang tersebut diatas bukan merupakan bahan dengan
kualitas untuk analisa,melainkan kualitas untuk far-
masi,dengan sertifikat analisa terlampir,

Bahan-bahan lsin yang digunakan :

24
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- Plasma Protein Fraction (Human), 5%,USP,
Yang diprodulksi oleh Cutter Biselogical

Canada.

- N. Cktanol buatan Merck (p.a.)
- Na_HPO, ,20.C buatan Merck  (p.a.)
e L c
- o I = i1 -
N°HZP04‘JZO buatan lerck (p.a.)

Alat yong disunckon.

-

Besker gl:-ss.

Labu ulur.

" Pipet volune.

Sentrifuse.

- -

Spelctrofotoneter Biochrom Ultrospec 3050 LK3,

pH neter,

finsworth monopon ballonce.
Thernost:te

leltis Foint Apparatus.

Infra red Spektrofotometer Perkin Elmer 735 B

Metode penelitian. .

2.3.1; Identifikasi bahan_penelitian secars kualitatif

(4,19,20,21,)

Femeriksagn ini tertujuan untuk menunjukkan pahwa

bahan-bahan penelitian yang disunakan wemang tenar
turunan Benzodiazepines.

Pelaleg~n-en:

- Kurang lebih 20 mg zat dilarutkan dalam Sal Hcl
dan 10 ml air panackan sampai mendidili,dinginkan

temorhiaN e e,
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tambahkan 2 ml larutan patrivm nitrig 0,1 %,
biarkan 1 menit tambah 1 ml larutan ammonium-
sulfamat . 0,5 % dlamkan 1 wenit,tambahiten N-1-
naftiletilendiamin dihidra Xlorida 0,1 %.
Amati warna yang terjadi.

- Titik _lebur.
Zat dari turunan Benzodiazepine diambil sedi -

kit kemudian letakan pada gelas obyek dari alat
Meiting Foint Apparatus lzlu amati suhu pada:’

waktu zat mulaj melebtur.

5.2. Pembuatan larutan buffer focfnt pH 7.4 (22,2%,24 )

Pembuatan larutan buifer fosfat ©H 7,4 adalzh dengan
cara menca mpur larutan asam leman dengan garamnya
dalam jumlzh perbandingan tertentu sehinggz dipero-
leh larutan dengan pH 7,4,

Prosedur 2gli:

Larutzn 0,067 Molar NaSHPOA .- hidrous (9,465 gram

per 1C00,0 nl) sevanyalk 800,0 ml dicampur dengan la-

rutan 0,076 Molar NaH,PO, (9,073 graw per 1000,0 ml
sebanyak 200,0 ml,

Pelaksonszn:

Menimbang dengan teliti NGEHP04.2H20 cebanyak
9,4925 g larutkan dengan kurang lebih 7C0 wl aqua-
dest lalu musulkizan dalam lalu ukur 1000,0 ml kemudi-
an timbang lagi dengan *tepat NaHZPO#.HZO seoanyak

2)0 'TO g- ®0 8 0 0w o o
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2,0870 g larutan dengan kurang lebih 150 ml aqua-

dest lalu masukkan dalam labu ukur terssbut diatas

kemudian di ad kan ﬂingga 1000,0 ml,

Untuk menguji apakah bufer yang dibuat telah tepat
dengan apa yang dimaksud 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 aari bufernya, Disini pH
yang diinginkan adalah antafa pH 7,35 - 7,45,

Pembuatan larutan baku indulk (21)

Pelaksanaan:

Menimbang dengan teliti zat-zat turunan benzodia-
zepine sebanyak 50 mg,masukkan dalam beker glass
kemudian tambahkan dengan sedikit demi sedikit
larutan bufer hingga larut,kemudian masukan dalam
labu ukur 500,0 m%. lalu di ad kan,

Disini larutan baku induk mempunyai kadar 100 mg
per ml dan untuk tiap~tiap bahan dilakukan tiga
-kali penimbangan untuk membuat tiga larutan baku

induk.

Penentuan panjang gelombang maksimum (22)

Prinsipnya adalah mencari panjang gelombang ter-

tentu,yang mana pada panjang gelombang tersebut

serapan zat mencapal maksimum,
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Pelakganaan:

Membuat larutan zat dari larutan baku induk,de -
ngan cara mehgencerkaﬁ Hingga kkadarnya kurang -
lebin 4 Aig/ml d#n 6 ug/mi, Setelah itu dizmati pa-
da spekirofotometer dan catat serapannya setiap pe
rubzhan panjzng gelombang pada daerah panjang ge-
lombang antara 200 nm ningga 300 nm,dimana keraz= .
patan tiap kalli pengamatan adalan 2 hm ﬁingga S nn

Sebagai blangko digunalan bufer fosfat pH ?7,4.

Eembﬁgtgn Kurva baku

[AV]
L ]
\u
.
\n
[ ]

Prinsip:

Menentukan serapan dari bebefapa kadar zat yang
dipakai dalem peneliticn pada panjang gelombang
maksimum,dan serapan ini harus memenuhi hukunm
Lambert-Beer vaitu antaraz 0,2 - 0,8.

Pelalksasnaan:

Membuat pengenceran terhacdap ketiga larutan baku
induk dari zat yang sama, dimana tiap larutan baku
dAnduk ini dibuat tiga larutan yang berbed§ Yadarnya
satu sama lain, yaitu untule larutan baku indwk per-
‘tama dibuat pengenceran hingma kadarnya 2 mg/ml,

3 ug/ml dan 4 ug/ml, Sedang untuk baku induk yang
kedua dibuat pengenceran hingga kadaraya 4 ug/ml

5 ug/ml dan 6 ug/ml begitu pula untulk baku induk

yang ketiga dibuzt pengenceran hingga kadaraya 7 ag

a
~per nl...o.o...n,
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per ml,8 ng/ml dan 10 mg/ml.Kemudian amati seraps
annya pada spektrofotdmeter ultra lembayung dan
untuk blangkonya diginakan bufernya(pelarutnya).
Penentuan koefisien vartisi n oktanol - air pada
pH 7,4 ( 15)

Prinsipnya adalah mencaupur larutan zat turunan

benzodiazepine dalam bufer dengan pelarut orga-
nik yang tidak dapat-camputr lalu digojok. Bete-~
lah terjadi kesetimbangan partisi maka kadar da-
lam pelarut bufer ditentukan kadarnya dengan .
spektrofotometer.

Pelaksa
Membuat pengenceran hingga kadar 20 mg/ml,30 ng
per ml dan 40 mg/ml terhadap ketiga larutan baku

indulk darl zat yang sama,kemudian ambil dari ti-

.ap pengenceran 10,0.ml dan campur dengan n okta-

nol dengan volume yang sama lalu gojok selama

dua menit dalam corong pisah. Setelah digojok di

 pisahkan fase airnya kemudian sentrifuse selama

" lima menit,lalu amati serapannya pada panjang

. 2.3.7.

gelombang maksimum, Untuk blangko digunakan bu -
fer yang diperlakukan sama seperti diatas.
Penentuan vprosentase ikatan protein plasma pada

pH 72,4 (7:8;9,10)

Prinsip dari metode yang digunakan ini ialah E

adanya kesetimbangan partisl antara dua pelarut

yang .....
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tidak saling campur yaitu antara larutan zat da-
lam protein plasma dengan pélarut organik (n,okta-
nol). Disini kadar zat yang bebas (yang tidak ter-
ikat dengan protein plasma) akan mengalami kese-
timbangan partisi dengan n. oktanol, Sedang untuk
penentuan kadarnya,yang diamati adalah serapan da-
ri.padavfasa 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 terja-
di kesetimbangan partisi.

Untuk menentukan kadar zat yang bebas dalam prote-
in plasma maka dibuat kurva baku serapan'zat dalzm
fasa n.oktanoi 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

yang bebas dalam wnrotein nlasma.

Membuat 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 pengen~
ceran hingga kadarnya 2 mg/ml,4 mg/nl,6 ug/ml,

8 ng/ml,10 mg/ml.

Untuk klordiazepoksida HCl dibuat pengenceran

8 ng/ml,10 ug/ml,12 mg/ml,15 mg/ml,20 mg/ml.

Dari semua pengenceran diatas ﬁasing-masing dipi-
pet 10,0 ml dan ditambahkan oktandl sama banyak
kemudian dikerjakan seperti perlakuan koefisien
partisi kewudian fasa oktanolnya dipisahkan lalu
disentrifuse selama lima menit,

Fasa oktanol dari kadar 4 mg/ml,6 mg/ml,8 jug/ml
diamati serapannya untuk menentukan panjans gew
lombang 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 teléh diperlakukan sama
seperti diatas hanya larutan zat yang digunakan
diganti dengan bufer,

Selanjutnya untuk pambuatan kurva baku,yaitu dari

" masing-masing fasa oktanol yang telah diperlaku-

kan sepertli koefisien partisi diamati serapannya
pada panjang gelombang maksimunm.
Hasil dari pengamatan ini dibuat kurva baku ser.

rapan dalam fasa oktanol setelah terjadi kesetim-

bangan Vs. kadar zat mula-mula sebelum terjadi

kesetimbangan,

31
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-.Penentuan prosentase ikata j A 5! a
pH 7,4 (9,1Q)
Melakukan pengenceran hingga kadar 100 mg/ml,
80 mng/ml dan 60 mg/ml terhadap ketiga larutan
baku induk dari zat yang sama kemudian ambil
daepi tiap pengenceran dengan pipet volume se-
banyak 5,0 ml1 dan campur dengan protein plasma
sebanyalk 5,0 ml lalu letakkan pada thermostate
yang telah diatur pada suhu 3?0 + O,lO C biar-

kan selama satu jam sambil sekali-kali mengzo-
yangkan tabungnya .

Setelah satu jam diambil kemudian ditambahlkan
oktanol sebanyak 10,0 ml,kemudian diaduk perla-
han-lahan yaitu dengun menggoyangkan tabungnya
selama dua menit,lalu fasc oktanolnya dipisah-
kan kemudian disentrifuse selama lima menit,dan
amati serapannya,sebagal blangkonya diperlaku-
kan sama 'seperti dhatas hanya larutan zat mula-
mula yang ditambahkan disini diganti dengan bu-

fer fosfat pH 7,4.
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BAB III

HASIL PENELITIAN

3el. Identifikasi bahan penelitiain secara kualitatif.

TABEL I
REAKSI WARNA DAN TITIK LEBUR
DARI KLORDIAZEPOKSID DAN DIAZEPAM

Reaksi warna ™ tik lebur (°C)
_yang terjadi sampel pustaka
+
Timbul warna :
Diazepam violet 132-137 | 131-135
kemerah-merahan
+
Timbul warna
Klordiazepoksid' violet 214~-220 212-218

kemerah~-merahan

33
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GAMBAR 1: Spektrum serapan infra merah dari ~ampel Diazepam(atas)

dan spektrum pembandingnya (bawah),dikutip dari: The pharmaceutical
codex incorporating the British Pharmaceutical Codex,1979,hal 1015.
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The Pharmaceutical Codex,1979,hal. 1012,

SKRIPSI

Penelitian IN Vitro Hubungan Antara lkatan...

Irwan Handoko



ADLN-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

36

3.2. Pembuatan kurva baku dari Diazepam dan Xlordiazepaksid

SKRIPSI

untuk penentuan koefisien partisi pada pH 7.4,

a., Diazepam,

TABEL II
PENENTUAN PANJANG GELOMBANG (\) MAKSIMUM DARI
NTAZEPAM DALAM PELARUT BUFER PH 7,4.

Rata~rata serapan
(j:} Kadar 4,016 pg/ml Kadar 6,024 pag/ml
220 0,289 0,494
222 0,298 0,515
224 0,310 LG A7
226 AN 5 | 0,536
228 0,310 0,531
230 0,303 0,516
a0 | 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 226 nm,
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Gambar 3 : Kurva penentuan panjang gelombang maksimum
Piazepam dalam buffer pll 7,4.

serapan Vs, lanjang pelombang,
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TABEL III
KURVA BAKU DARI DIAZEPAM DALAM BUFER PH 7,4

PADA PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM : 226 nm.
(Serapan Vs, Kadar)

Kadar (ug/ml) Rata-rata Serapan (\ = 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 = 0,081l4
r = 0,9938

laka persamaah garis regresi kurva bakunya adalar

Y = 0,0814 X + 0,0294.
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.3.3. a, Pembuatan kurva baku untuk menentukan kadar Diazepam
bebas dari protein.plaama, -
TABEL IV
PENENTUAN PANJANG GELOMBANG (A) MAKSIMUM DARI

DIAZEPAM DALAM OKTANOL.

)\ Rata-rata serapan '
(nm)
. Kadar 4,016 ug/ml Kadar 6,024 mg/ml
220 0,257 . 0,431
222 0,263 0,448
224 0,265 0,455
226 0,268 - 0,459
228 o 0,463
230 0,271 0,465
232 0,273 0,466
. 234 0,265 0,440
240 0,194 0,315
250 . 0,149 0,244

Dari. data diatas,malka untuk selunjutnya pembuatan
kurva baku dan penentuan ikatan protein pada fase

oktanol digunakan panjang gelombang maksimum 232 nm,
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Gambar 5 : Kurva penentuan penjang gelombang maksimum
Diazepam dalam oktanol,

Serapan Vs, Panjang gelombang.
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TABEL V
KURVA BAKU DARI DIAZEPAM DAILAM CKTANOL

PADA PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM : 232 nm,
(Serapan Vs, Kadar)

Kadar (ug/ml) Rata-rata serapan ( A= 232 nm)
2,008 0,126
4,016 0,273
6,024 0,466
8,032 0,633
.10,04 0,874

Dari perhitpungan data tersebmnt diatas didapatkan

hasil : a = 1,56 x 1079
b = 7,61 x 1072
r= 0’9966

Maka persamaan garis regresi lkurva bakunya adalah :

e oy T o T e o fn S T e b v v T =t a4 e iy i
PR e e e e . T e e
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b. Klordiazepoksid.
TABEL VI °
PENENTUAN PANJANG GELCMBANG (A) MAKSIMUM DARI
KLORDIAZEPOKSID DALAM PELARUT BUFER PH 7,4.

Rata-rata Serapan
A .
(nm) Kadar 4,08 mg/ml Kadar 6,12 ng/ml
240 0,246 : 0,438
245 0,255 0,445
250 0,262 0,449
252 - Ofeo g 0,453
251 0,266 0,454
256 0,268 0,455
é58 0,267 0,452
260 | 0,261 ' fO,u44l "’
262 0,253 Owtioh

Dari data diatas,maka untuk selanjutnya pembuatan
kurva baku dan penentuan koefisien partisi pada fasa

bufernya digunalan panjang gelombang maltsimum 256 nm,
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Gambar 7 : Kurva penentuan panjang gelombang maksimum

Klordiazepoksida HCl dalsm buffer pH 7,4,

Serapan Vs, Panjang gelombang,
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TABVL VII

PADA PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM : 256 nm.

(Serapan Vs, Kadar)

Kadar (ug/ml) Rata-rata Serapan (>\= 256 :nm)
2,04 U, 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
b

r

Maka persamaan garis regresi kurva bakunya adalah :

0,0435
6,92 . 10
0,9867

-2

¥ = 6.92...107% % + 0,0435.

e e o o T e Cm e e o o oo o = M - e e -
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3.3.b, Klofdiazepoksida.

TABEL VIII

PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM DARI

KLORDIAZEPOKSIDA DALAM OKTANOL,

Rata;rata serapan
(nm) Kadar 10,20 mg/nl Kadar 12,24 mg/nl
250 0,270 0,306
255 0,266 0,304
260 0,269 0,308
265 0,270 0,310
270 0,274 0,312
275 0,266 0,302
280 0,249 0,280

48

Dari data diatas,maka untuk selanjutnya pembuatan kurva

baku dan penentuan ikatan protein plasma dari Klordiaze-

poksida dalam fase oktanol digunakan panjang gelombang

maksimum : 270 nm,
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Gambar 9 : Kurva pecnentuan panjang gelombang maksimum
Klordiazepoksida dalam oktanol,
Serapan Vs, Panjang gelombang.
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TABEL IX
KURVA BAKU DARI KLORDIAZEPOKSID DALAM OKTANOL

PADA PANJANG GELOMBAMG MAKSIMUM : 2790 nm,
(Serapan Vs, Kadar)

Kadar (ug/ml) Rata-rata serapan ()= 279 nm)
8,16 | 0,251
10,20 0,274
12,24 0,312
15,30 : 0,409
20, 40 | 0,559

Darl perhitungan data tersebut diatas didapatkan

hasil : a = 1,3945 x 1072
b = 2,617 x 1072
I = 019899

Maka persamaan garis regresi kurva bakunya adalzh :

Y= 2,607 . 2072 X+ 1,3945 . 1072,

. T . . T = At SAB 4. R A R G ey A T M mrw v mep o A SRS A A b v b
po-Rer g =g g A TR R e S e a s a4
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3.4, Penentuan koefisien partisi dari turunan Benzodiagzepin.

a. Diazepam.

"TABEL X

PENENTUAN KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM DENGAN KADAR :

20 pg/ml: 30 mg/ml; 40 me/ml.
i

~cin Serapan Cw C, K
( mg/ml) ( mg/ml) ( mg/ml) 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 Sl 15,40 2,94
30,12 0,674 7,92 APl 2,80
30,06 0,822 1T 7,89 22,17 2,81
30,84 0,688 8,09 RE54D 2,81
30,24 | 0,652 | 7,65 22,59 2,95
30,96 0,666 7,82 25 2,96
40,08 0,886 | 10,52 29,56 2,81
40,16 0,888 10,55 29,61 2,81
51,12 0,896 | 10,65 30,47 2,86
41,32 0,870 | 10,33 29,99 2,90
41,28 0,878 10,43 30,85 2,96
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Keterangan dari tabel X :

Cin = Kadar zat dalam fasa air sebelum terjadi distribwsi.

Cw = Kadar zat dalam fasa air setelah terjadi distribusi,

C, = Kadar zat dalam n Oktanol = (Cin - Cyl.

K = Koefisien partisi n Oktanol/air (K. = §2 x y¥ berhubung
Vw = Vo = 10,0 ml maka K = '%% )e

Cw = Didapat dari hasil serapan yang dimasukkan pada persa-

maan kurva baku 3,2.,a. yaitu :

Yy = 0,0814 X + 0,0294,

dimana y
X

Serapan;

Kadar zat dalam fasa air(Aig/ml).
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b. Klordiaszepoksgida Hidro Klorida.
TABEL XI

PENENTUAN KOEFISIEN PARTISI DARI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 DENGAN
KADAR 20 mg/ml ;30 mg/ml ;40 mg/ml, |

A

Y

C K

Cin Serapan CW o
( mg/ml ) B (mg/ml )| ( mg/ml ) n Oktanol/air
20,44 0,456 5,96 14,48 2,43
20,00 0,148 5,85 14,15 2,42
20,08 0,451 5,89 14,19 2,41
19,88 0,453 2,92 13,96 2,36
20,52 0,463 6,06 14,46 2,39
| 30,78 0,670 9,05 21,73 2,40
30,12 0,653 8,81 21,31 2,42
30,00 0,648 8474 21,26 2,43
30,66 0,655 8,84 21,82 2,47
29,82 0,635 8,55 271 27 2,49
‘F—_59.76 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,
Keterangan :

Cw = didapat dari memasukkan serapan pada persamaan kurva baku
3.2.b yaitu : Y = 6,92 . 1072 X + 0,0435
dimana ¥ = Serapan ; X = kadar zat dalam fasa air (.ug/ml).
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%.5. Penentuan ikatan protein pla~ma dard ftyrupan Benzodiaze-

pin pad~ pH 7.4,
a. Diazepanm.

TABEL XII
PENENTUAN IKATAN PROTEIN PLASMA DARI DIAZEPAM DENGAN

KADAR : 60 mg/ml; 80 mg/ml; 100 ug/ml.,

Kadar . ‘
mula-mula Cin Serapan o b %
( ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml) | ( mg/ml) | Ikatan
61,68 30,84 0,148 1,74 29,10 94,35
61,92 30,96 0,149 L 125 29,21 94,35
60,12 30,06 0,140 1,63 | 28,43 | 94,56
60,48 30,24 0,138 1,60 28,64 | 94,71
60,24 30,12 0,134 56 28,56 94,83
80,32 . | 40,16 0,166 2,24 37,92 | oy,42
82,56 41,28 0,188 2,27 39,01 | 94,50
80,64 40,32 0,182 2,19 38,15 | 94,57
80,16 40,08 0,172 2,06 28,02 | 94,87
82,24 41,12 Wiy 25 e T 29,03 | 94,90
103,20 - 51,60 0,248 3,05 48,55 | 94,09
100, 40 50,20 0,237 2,91 §7,29 ' 91,20
.100,20 50,10 0 ~%5 2,88 47,22 1 94,25
102,80 51,40 0,240 2,95 48,45 | 94,26
100,80 50,40 0,232 2,814 47,56 94,36
!
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Keterangan dard 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-mila dengan protein plasma yang di-
tambahkan adalah sama yaitu 5,0 ml,

-~ Co adalah kadar obat yang bebas dalam protein plasma dimana
diperoleh dari hasil serapan yang dimasukkan pada persamaan
kurva baku 3,%a, Yaitu

Y=97,61.20°X+1,5 . 1072

dimana ¥ = serapan,X = kadar.
- Cb adalsh kadar zat yang terikst oleh protein plasma yang di-
dapa) dari C._ - Co = C,.
in b C
Maka untuk perhitungan % zat yang terikat = "Eh" X 100%,
in
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3+.5.b. Klordiazepoksida HCI,
TABEL XIII
PENENTUAN IKATAN PROTEIN PLASMA DARI KLORDIAZEPOKSIDA HC1
DENGAN KADAR : 60wug/ml; 80~sug/ml; 100 mg/ml,

kadar 1;_

mula-mula Cin Serapan Co Cb %

( mg/ml) ( pg/ml) ( mg/ml) | ( mg/ml) | Ikatan
60,00 30,00 0,133 Ly55 25,45 84,83
60,24 30,12 Oz 4,63 25,49 8L, 64
60,32 30,66 0,138 Ly74 25,92 84,53
59,64 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 LR 0,174 6,12 34,92 85,09
81,76 40,88 o2 6,04 34,84 85,22
80,32 40,16 0,168 5,89 34,27 85,34
79,52 39,76 g 0,165 5,77 33,99 85,49

102,60 51,30 0,214 LY 43,65 85,08

102,20 51,10 0,211 7453 43,57 85,26

100,40 50,20 0,206 7,34 42,86 85,37

100, 00 50,00 | 0,203 7,23 2,77 | 85,55
99,40 __J 49,70 0,201 7515 42,55 + 85,61

Keterangan :
Co dihitung dari persamaan kurva baku 3.3,b. yaitu :

Y= 2,617 . 1007° X+ 1,39 ., 107°,

dimana Y = serapan dan X = kadar dalam Alg/ml,
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3.6, Pg:nitgngan hubungan antara % ikatan protein plasma
dengan koefisien partisi nada pH 7,4.

TABEL XIVa,
HASIL % IKATAN PROTEIN PLASMA DENGAN KADAR:60,0 pig/ml;
80,0 mgiml; 100,0 mg/ml DAN KOEFISIEN PARTISI DENGAN

KADAR : 20,0 mg/ml; 30 mg/ml; 40,0 mg/ml DARI DIAZEPAM,

Kadar Ikatan g
(pug/nl ) Prftein Sl asna K. n Oktanol/air Thitung
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 9,71 2,83
60,24;20,64 94,83 2,94
80,32;30,12 W,y 42 2,80
82,56330,06 94,50 2,81
80,64;30,84L 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;40316 ~ 94,20 2,81
100,2;41,12 94,25 2,86 0,9777
102,8;41,32 94,26 2,90
100,8;41,28 - 94,36 2,96

Berdasarkan uji korelasi atau uji®r" yang dilakukan terhadapi

data diatas( perhitungan dapat dilihat pada lampiran )

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



ADLN-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

29

dan r . . dapat dilihat pada lampiran TABEL KOEFISIEN KORE
lasi " r ",

Dimana didapatkan harga ry_, . (0,05;%) = 0,8783 , ternyata
harga rhitung lebih besar dari pada Tiabel? sehingga ada hu-
bungan yang bermakna antara hasil percobaan % ikatan protein
plasma pada kadar 60,0 mg/ml dengan koefisien partisi pada ka-
dar 20,0 ug/ml; % ikatan protein plasma pada kadar 80,0 mg/ml
dengan koefisien partisi pada kadar 30,0 mg/ml dan % ikatan
protein plasma pada kadar 100,0 mg/ml dengan koefisien partisi
pada kadar 40,0 pg/ml dari diazepam pada o = 0,05,
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3.6.b. Klordiazepoksida HCl.
TABEL XIVb,
HASIL % IKATAN PROTEIN PLASMA DENGAN KADAR : 60,0 mg/ml
80,0 mg/ml; 100,0 mg/ml DAN KOEFISIEN PARTISI DENGAN
KADAR : 20,0 mug/ml; 30,0 mg/ml; 40,0 mg/ml DARI KLOR-
DIAZEPOKSIDA HC1,

Kadar A % Ikatan { K. n thanol/air Thi tung

( pg/ml ) Protein plasma

60,0020, 4L * 84,83 2,43

60,24320,00 8L, 64 Bl 12

60,32;20,08 84453 et 1 0,96
59,64319,88 8l,14 2,36

61,56320,52 84,11 2,39

80,00;30,78 85,08 2,40

82,083;30,12 85,09 24142

81,76330,00 85,22 2,43 0,9091
80,32330,66 85,304 2,47 '
79,52;29,82 85,49 2,49
102,6339,76 85,08 2,37
102,2;40,16 85,26 2,39
100, 4;40,00 85,37 2,40 0,8998
100,0;541,04 85,55 2,43

99,4;40,88 85,61 2,4
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Berdasarkan hasil dari uji korelasi atau uji " r " seperti yang
tercantum pada tabel. diatas(perhitungan pada lampiran) dan har-

82 Tiopel (0,05;3) = 0,8783, ternyata Ty lebih besar da;i

itun
pada rtabel,sehingga ada hubungan yang bermaina antara hasil per-
cobaan % ikatan.protéin plasma pada kadar : 60,0 ug/ml dengan
koefisien pertisi pada kadar 20,0 mg/ml; % ikatan protein plas-
ma pada kadar 80,0 mg/ml dengan koefisien partisi pada kadar

30 mug/ml dan % ikatan protein plasma pmda kadar 100,0 mg/ml de-
ngan koefisien partisi pada kadar 40,0 aig/ml dari klordiazepok-

sida HCl,pada & = 0,05.
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koefisien partisi dari Diazepan dan Klordiazepoksida HC}

TABEL XVa.
HASIL % IKATAN PROTEIN PLASMA DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOK-
SIDA HC1l DENGAN KADAR : 60,0 ug/ml; 80 mg/ml;100,0mg/ml

% Ikatan % Ikatan
Kadar |[Protein Plasma Protein Plasma tnitung
(mg/ml) Diazepam "lordiazepoksida HCl
94,35 84,83
94,35 84,63
60,0 94,56 84,53 64,5227
94,71 84,34 '
94,83 84,11
94,42 85,08
94,50 85,09
80,0 ° " 94,5% 85,22 | 44,5455
94,87 85,34
94,90 ' 85,49
j 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 tercantm vada tabel diatas(verhitungan vada lamvpiran).
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dan harga t.tabel dengan (A= 0,05; two side test : t /2 = 0,025

harga t berada pada daersh tolak HO 3 sehingga ada perbe—

hitung
daan antara hasil percobaan % ikatan protein plasma Diazepanm
dan Klordiazepoksida HCl dengan kadar 60,0 mg/ml; 80,0 mg/ml

dan 100,0 mg/ml, pada X = 0,05,
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3.7.b. Koefislen rartisi.
' TABEL XVb,
HASIL KOEFISIEN PARTISI DIAZEPAM DAN KIORDIAZEPOKSIDA

HIDRO KLORIDA DENGAN KADAR 20,0 mg/ml; 30 mg/ml dan

4O mg/ml,
(fz:;:l) - nD:::z;:;/air Kloiéi:zzizizzi;a;gl thitung
2,79 2,43
2,80 2,42
20,0 2482 2y41 14,662
2,83 2,36
2,94 2,39
2,80 2,4
2,81 2,42
30,0 2, 2,43 10,6079
2,95 2,47
2,96 A
2,81 2,;;
2,81 2,39
40,0 2,86 2,40 14,7603
2,90 2,43
2,96 2,hh

Berdasarkan hasil dari '"Pooled t test'" atau uji " t " seperti
yang tercantum pada tabel diatas (perhitungan puda lampiran)

dan harga t, ., dengan & = 0,05;two side test; t&/2 = 0,025
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dofy =n+n-2=8; jadi tyobey (0202558) = 2,3060 ,ternyata
thitung berada pada daerah tolak Ho,sehingga ada perbedaan an-
tara hasil percobaan koefisien partisi Diazepam dan Klordiaze-
poksida HCl dengan kadar : 20,0 mg/ml; 30,0 mg/ml; A0,0Alg/ml
pada X, = 0,05,
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BAB IV

PEMBAHASAN

Dalam penelitian ini,sebagai bahan obat yangdigunakan
adalah turunan Benzodiazepin yaitu Diazepam dan Klordiazepoks’
sid,Sebagai awal penelitian dilakukan identifikasi secara lena-
litatif yang berupa reaksi warna untuk Diazepam dan klordiaze-
poksid dan penentuan titik lebur,untuk membuktikan bzhwa bahan
bahan tersebut memang Diazepam dan Klordiazepoksid sesual de-
ngan sertifikat analisa dari perucuhaan yang memberikannya,

Dari hasil penel? tian yéng didapaf,malka dapat diketa-
hui bahwa prosentase ikatan protein plasma dari Diazepam lebih
besar dari pada Klordiazepoksid demikian juga koefisien parti-
sinya,disini dapat dilithat bahwva sifat kepnlaritasan dari zat
secara langsung mempengaruhi koefisien partisinya dan sifat
kepolaritasan tersebui sangat memegang peranan dalam ikatan
hidrofovik yang merupakan sebagian besar ikatan antara obat
dengan protein plasma.

Metode yang digunakan untulk penentuan ikatan protein
plasma adalah kesetimbangan partisl cairan-cairan,dengan pe-
mikiran bzhwa metode tersebut mudah dilakukan karena alatnya
sederhana,dan tidak memerlukam jumlah protein plasma yang be-
sar seperti pada metode kesetimbangan dialisa dan adany~ obat
yang terserap/terikat pada membran dialisa yang digunakan,
juga waXktu yang diperlukan pada kesetimbangan partisi relatip
lebih singkat dan tidak terdapat masalah perubahan kadar pro-
tein plasma seperti pada penyaringan ultra.

Dalam pelaksanagn,..ese..
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Daiam pelaksaonaan kesetimbaungan partisi ini yang perlu
diperhatikan adalah pengadukan larutan zat-protein plasma dengan
pelarut organik (n-oktanol), Bila pengadukan terlalu kuat kemung-
kinan terjadi denatﬁrasi 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 partisi,

Dari hasil penelitian yang diperoleh,dapat diketahui
bahwa ikatan protein plasma dan koefisien partisil diazepam le-
bih besaf dari klordiazepoksida HCl,seperti yang kita ketahudi
baik ikatan ppteln plasma maupir koefisien partisi dipengaruhi
oleh faktor kepolaritasan selain ada faktor-faktor lain yang
berpengaruh terhadap keduanya.

Oléh karena kedua-duanya dipengaruhi kepolaritasan ma-
ka antara ikatan protein placma dengan koefisien partisi ada
hubungan. yang bermakna setelah dllakukan 1nji statistik dengan
uji korelasi(r) pada X = 0,05,terhadap hasil penelitian yang
diperoleh,yaitu ternyata harga Iyy hitung dari uji statiastik
tersebut lebih besar darli pada ryy tabel.

Dengén demikian dapat disiﬁpulkau bahwa ada hubungan
yang bermakna antara ikatan protein plasma (dalam persen) de-
ngan koefisien partisi dari dlazepam dan klordiazepoksida HC1
pada pH 7,4 ; sehubungan harga ryy hiturg yang direroleh ber-
tanda positip,maka dapat dikatakan bahwva antara ikatan protein
plasma dengan koefisien partisi mempunyal hubungan yang positip,
(bila ikatan protein plasma meningkat’malca 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 klordiazepol.sida HCl,maka disini dilakukan

uji ™.t " (Pooled t test) antara ikatan protein plasma diaze=
pam dan klordiazepoksida HCLl dengan kadar yang sama serta an-
tara koefisien partisi dari diazepam dan klordiazepoksida HCl
untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang bermakna antara
ikatan protein plasma diazepam dengan klordiazepoksida HCl
dan koefisien partisi diazepam dengan klordiazepoksida HCl,
Setelah dilakukan uji statistik.dengan uji n t o
(Pooled t test) pada &= 0,05,maka didapatkan harga t

hitung

lebih besar dari pada ttabel dengan kata lain t berada

hitung
pada daerah tolak dari tabel.

Dengan demilkian dapat disimpulkan ada perbedaan yang
bermakna antara ikatan protein plasma diazepam dengan klor-
diazepoksida HCl dan antara koefisien partisi diazepam dengan

klordiazenoksida HCl pdax= 0,09,
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BAB V
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh,dapat
disimpulkan bahwa :
1, Antara ikatan protein plasma dengan koefisien par~.
tisi dari diazepam dan klordiazepoksida HCl pada
pH 7,4 mempunyai hiubungan positip.

2o Ada perbedaan yang bermakna azntara ikatan protein -
plasma diézepam dengan ikatan protein plasma dari
klordiazepoksida HCl pada o£= 0,05,

3, Ada perbeda-n yang bermakna antara koefisien parti-
gl dari diazepsm dengan koefisien partisi dari klor-

diazepoksida HCl 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 Benzodliazepin.

2. Dilakukan penelitisn lebih lanjut mengenal hubungan

antara ikatan protein plasma dengan waktu parul

b101ogis ( tl/a )o
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RINGKA SAN

Makin majunya masyarakat kita sebagal hasil pembangun
an nasional ,dan adanya sebagian masyarakat yang kurang mamﬁu
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,turunsn Benzodiazepin un-
tuk dapat menimbulkan efek farmakologis yang diinginkan ten-
tunya obat tersebut harus dapat mencapal tempat aksi obat dan
obat harus berada dalam bentuk bebas,tidak terikat oleh prox
teir plasma dan sebelum mencapal tempat zlsi obat,obat harus
menembus membran biologlis terlebih dahulu yang untuk hal ter-
sebut obat dipengaruhi oleh sifat-sifat fisik obat diantara-
ny~ kelarutan dalam lemak atau koefisien partisinya.

Memperhatikan kenyataan yang ada bahwa aksli farmako-
logis obat turunan Benzodiazepin juga dipengaruhi oleh il:atan
‘protein plasma dan koefisien partisi,maka kemudian dilékukan
penelitian tentang bagaimana hubungan antara ikatan protein
plasm~ dengan koefisien partisi poda pl 7,4.

Penentuan koefisien partisi dilakukan dengan metode
Pengocokan dan ikatan protein plasmanya dengan metode kese-
timbargan partisl cair-cair,

Berdasarkan uji " r " (uji korelasi) pada®<= 0,05 gi-

peroleh hasil bahwa antara ikatan protein plasma .....
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(dalam persentase) dengan koefisien partisi n-Oktanol - air
dari Diazepam dan Klordiazepoksid pada pl 7,4 mempunyai hu-
bungan positip yaitu makin tinggi koefisien partisi maka ma-

kin tinggli ikatan protein plasmanya.
Berdasarkan uji t (Pooled t test) dengan o< = 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 TIX

CARA PERHITUNGAN PERSAMAAN KURVA BAKU

Untuk perhitungan persamecn kurva baku,.digini digunakan
mesin hitung CASIO FX 4000 P yeng mana dalam mesin hi-
tung tersebut telah ada program untuk perhitungan persc-

maan regresi dan perhitungan disini berdasarkan rumus:

n. XY -~ TX.3Y

b = 7
n. X% - (:>:X)2
;i n
T o=
\/[n.:Xz - X)z:l-[n.SYa i (zy)a:]
Keferaﬁgan:

X = kadar

Y = sérapan

b = koefisien regresi (slope)

a = konstanta fegresi (intersep)

r = koefigien korelasi
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LAMPIRAN IV

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM PADA KADAR -60,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI

DARI DIAZEPAM PADA KADAR 20,0 mg/ml UNTUK UJT " p ©

T

X ¥ XY X = 94,56
2
94,35 | 2,79 | 263,24 'ZX; 444708,15
94,35 | 2,80 264,18 (2x) = 223539,84
94,56 | 2,82 | 266,66 I = 2,84
’ B o 40,23

94,71 | 2,83 268,03

94,8% | 2,94 | 278,80 (=Y) = 201,07

=X = [EL= | ZXY= poB(EXD) - (sX)(sY)
472,80 (14,18 | 1340,91 = -
’ Sy Vo= x2)-(= 02 fh1d)- )2

_ 5(00340,91) - (472,8)(31n,18)
V'5(44708,15)-223539,84 " {f5(40,23)-201,07
0,95 x 0,28 B2

Keterangan :

X = % Ikatan protein plasma

Y = Koefisien partisi

- XY = Thitung * 0,9259.

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



ADLN-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

75
LAMPIRAN V
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTTVN PLASMA- DARI
- DIAZEPAM PADA KADAR 80,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI
DARI DIAZEPAM PADA KADAR 30,0 mg/ml UNTUK UJI ™ p n
X Y XY X = 94,652
S aar 2,
ohu2| 2,80 | 264,38 Z X"= 44795,20
. < 2“
94,50 | 2,81 | 265,55 (2 X)7= 225975,03
ou,57| 2,81 | 265,74 % = 2,806
< 1% = 41,10

94,87| 2,95 | 279,87 s

94,90| 2,96 | 280,90 ALY LR’

2X= |21 = | XY = n(SXy) - (3X)(£Y)
473,26 | 14,33 | 1356,4k4 Vh(z X°) - (E'X)z)é(iyd)g(ﬁz)a/

51356, 44) — (473 .26) (14, 33)
%(44795 2)-223975,03 _ J/5(41,1)-205,35
r = M&ﬁ 2 0,9744
- 0,%= 0,39

Keterangan :

X = % Ikatan protein plasma

Y =

Koefisien partisi

Xy = Thitung = 0,9744.
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, LAMPIRAN VI
PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM PADA KADAR 10Q;Oug/ml DENGAN KOEFISIEN PARTISI
PLRI DIAZEPAM PADA KADAR 40,0 mg/ml UNTUK UJI " p ¢
X ¥ XY X = 94,23
2" .
94,09 | 2,81 | 264,39 ‘ZXZ- 44398,39
94,20 | 2,81 | 264,70 (ZX)%= 221991,75
94,25 | 2,86 | 269,56 T - 2,868
2 .
i !
94,26 2,50 | 273,35 7’-.2 41,14
94,36 | 2,96 | 279,31 (=Y)%= 205,64
k= 1zl S oL n(EXY) = (S0(5V)
471,16 | 14,34 [ 1351,31 A7 Vaz )@ 02 (=) (=002

_ _5(1351,31) = (171,16) (1% 3b)
V5 (44398,39)-221991,75  \5(41,14)-205,64

0,45 x 0,25

Keterangan :
X

% Ikatan protein plasma

Y = Koefisien partisi

1]

Ty = Thitung = ©»9977-
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LAMPIRAN VII

77

KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 60,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN

PARTISI KLORDIABEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 20,0 mg/ml UNTUK UJIvpw

X Y XY X = 84,49
84,83 | 2,43 | 206,14 =x%= 35693,11
84,63 | 2,42 | 204,83 (=x)%=178464,0
84,53 | 2,41 | 203,72 I= 2,10
84,34 2,36 199,04 =¥2. 28,85
84,11 | 2,39 | 201,02 (Z¥)%= 1un,24
2x= | =¥=} =HN oL (=R - (FX(EY)
y22,45 | 12,01 1014,75 VitE By Voerd) o2
r = 201014,75) - (422.45)( 12.01)
\/5(35693,11)-17a146k \/5(28,85) 144, 24
p o 3073, 750a 08 (B2
L
r= 0;96
Keterangan':
X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

XY = Thitung

SKRIPSI

= 0,96.
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LAMPIRAN VIII

78

PERHITUNGAN HUBUNGAN ABTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI

KLORDIAZEPOKSIDA HCl1l PADA KADAR 80,0 mg/ml DENGAN KOEFISIEN

" PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1l PADA KADAR 30,0 mig/ml UNTUK UJI'p"

Keterangan :

<X
n L[]

SKRIPSI

= Thitung

% Ikatan protein plasma

Koefisien partisi

= 0,5051

Penelitian IN Vitro Hubungan Antara lkatan...

X Y XY X = 85,244
85,08 | 2,40 204,19 = x°%= 36332,82
85,09 | 2,42 | 205,92 (= X)2= 181663,49
85,22 | 2,43 207,08 ¥ = 2,442
85,34 | 2,47 | 210,79 3 7% 29,82
85,44 | 2,49 212,87 (3 ¥)% 149,08
S S >~ oL D(EXY) - (S X)(=Y)
426,22 | 12,21 {1040,85 VoD (= Dt a?
= 2(1040,85) - (426,22)(12.21)
5(36332,82)-181663,49 \/5(29,82)-149,08
p o —220L,25 - 5204,15
O VonZ CRLD
r= e _0,9001
0,11
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‘LAMPIRAN IX

PERHITUNGAN HUBUNGAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 100,0 uig/ml DENGAN KOEFISIEN
PARTISI KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 40,0.mg/ml UNTUK UJIwpy

x | ¢ X% | X = 85,37
=%%= 36443,79

(£x)%= 182218,0
P 1106
< Y%= 28,95

R, , 72

85,08 | 2,37 201,64
85,26 | 2,39 | 203,77
85,37 | 2,40 204,89
85,55 | 2,43 | 207,89
85,611 2,44 | 208,89

=X = =Y = T X iy n(i XY) - (Z X)(=Y)
126,87 | 12,03 |1027,08 Va(s 12)-(= 02aE12)-(21)2
"o 5(1027.08) - (426,87)(12,03)
V3(36443.79)-182218 V5(28,95)—144,2?
r = —2135.4= 5135,25 sy alls _ 0,8998
0,9747 x 0,17 0,1667
Keterangan :

X = % Ikatan protein plasma
Y = Koefisien partisi

XY = Thitung = 0»8998.
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LAMPIRAN X
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DiRI
DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 60,0.mug/ml
DENGAN UJI " t " (Pooled t test).
X, X, 5p =\ (ny-1)(5)2+(n,-1)(s,)2
Diazepam |Klordiazepoksida HCl ( ny + na_z)
94,35 | 84,83 Sp =Mﬁ5~1)(o‘?1u2)z+(s-1J(o.a7565§-
94,35 84,63 ! (5+5-2)
94,56 84,53 Sp = Oi2a68—
94,71 814, 3l s N
983 473 R
%= 94,56 %p= 814,49 0,208 \1/5 + 1/5
)= 0,2142 S,= 0,2755 t = 6l,5227

Keterangan :

X| = % Ikatan protein plasma Diazepzn
X, = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1

X = Rata-rata % ikatan protein plasma
S = Standérd Deviasi

Sp = Standard Deviasi Pooled

thitung = 64,5227
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LAMPIRAN XI
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 80,0 mg/ml
DENGAN UJI " t ' (Pooled t test).
: - f
: L 2 2

X X, Sp =\J(n1-l)(bl) +(n,=1)(S,)
Diazepam {Klordiazepoksida HC1 \ (nJ *n, - 2)

9k, 42 85,08 sp =\f%-1)(oialos)2115-l)(o.1730)2

94, 50 85,09 (5+5=-2)

94,57 85,22 Sp = 0,3339 -

94,87 85,34 t= % =%

94,90 85,49 Sp\1/ny+1/n;

t = 91E165 - 8_5121'#

(Xy= 94,65 X5 = 85,24 0,3339 \/ 1/5 + 1/5
Sl= 0,2195 SZ = 0,1739 ks 1{.1{,5455
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

thitun,g; = qq’5’+55
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LAMPIRAN XII
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA % IKATAN PROTEIN PLASMA DARI
DIAZEPAM DAN KLORDiAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 100,0 ug/ml
DENGAN UJI " t " (Pooled t test).
2 2
X X sp | [(13-1)(5)84 (1) ()
Dlazepam |Klordiazepoksida HCl| ( Nyt on, -2 )
- e P
o4 .09 85.03 Sp =\/(5~l)(0,0983) +(5-1)(0,2157)
94,20 85,26 i (5+5-2)
94’25 85,3? Sp = 0,1676¢
94,26 85,55 i
94,36 85,61 Sp\[1/ny+ 1/n,
¢ . 94,23 - 85,37
:1= 9“623 222 25'37 0,1676 Y 1/5 + 1/5

Keterangdh :
X = % Ikatan protein plasma Diazepam

X5 = % Ikatan protein plasma Klordiazepoksida HC1

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

Sp = Standard Deviasi Pooled
. nitung = 85,6638
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LAMPIRAN XIII

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTIgI DARI DIAZEPAM
DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1 PADA KADAR 20,0 Mig/ml,DENGAN UJI "t
( Pooled t test ) .

2 2
oz X, 55 z\/(nl-l)(sl) +(n,-1) (S,)
Diazepam Klordigzepoksida HC1 ( ny +n, -2 )
2,79 2,43 sp = | /(521)(0,0602)2+(5-1)(0,0277)?
2,80 2)42 ' ( 5 + 5 -2 )
2,82 2,41 ' .
: Sp = 00,0468
2,83 2950 b b
- X-]‘ - Xa
2,94 2’39 ﬁ = Y v
0,0463 V/1/5 + 1/5
X)= 2,84 X,= 2,40
e
$4= 0,0602 S,= 0,0277
Keterangan :
Xl = Koefisien partisi Diazepum

X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida HC1
X = Koefisien partisi rata-iata

S = Standard Deviasi '

Sp = Standard Deviasi Pooled

thitung = 14,602,
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LAMPIRAN XIV

PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HCl PADA KADAR 30,0/ug/ml,DENGAN ugrme ¢ »
( Pooled t test ) '

% X, sp 2| (1771)(8)%#(n,-1)(5,)°
Diazepam |Klordiazepoksida HCL (ny +n, - 2)
2,80 2,40 Sp =\Vﬁ5-1)(0,0814)2+(5-1)(9;o37)2
2.81 2,42 (5+5=2)
2,81 24 Sp = 0,0632
2,95 2,47 ¢ = %
2,96 . 2,49 ' Sp'\Jl/n1+l/né7
X;= 2,87 Xo= 2,0t ¢ == 2287 = 2,44
51= 0,0814 S,= d,037 4 S,gg?gayg/s +1/57

Keterangan :

Xl = Koefisier. partisi Diazepam

X, = Koefisien partisi Klordiazepoksida HCL
i = Rataw~rata koefisien partisi

S = Stanuard Deviasi

Sp = Standard Deviasi Pooled

thitung = 10,6079
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LAMPIRAN XV
PERHITUNGAN PERBEDAAN ANTARA KOEFISIEN PARTISI DARI DIAZEPAM

DAN KLORDIAZEPOKSIDA HC1l PADA KADAR A0,0/ug/ml,DENGAN UJIn t »
( Pooled t test ).

uo X, s [ny-1) (57)2+(n,-1) (5,
Diazepam lordiazepoksida HC T
(ny) +n,~2)

2,81 2,37 Sp =V&5—])(0‘06%8)?f(%-12§0,028§)2

2,81 2,39 . ' (5+5=-2)

2186 2311-0 Sp = 0‘,0491-}9

2,90 2,43 R, - X,
p— ol t =3 2,87 g 2,41
X;= 2,87, X5= 2,41 ___v _
S,= 0,0638 S,= 0,0288 0504949 Y1/5 + 1/5

o = 11}57601

Keterangan :

Xl = Koefisien partisi Diazepam

X2 = Koefisien partisi Klordiazepoksida
Rata-rata koefisien partisi

Xl
u

it

Standard Deviasi

Sp = Standarc Deviasi Pooled

hitung © 14,7601
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LAMPIRAN XVI

TABEL KOEFISIEN KORELASI " p "

86

Derajat bebas

Koefisien korelasi " r " dari

(n-2) 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 0,7646
9 0,6021 0,7348

0 0,5760 0,7079

11 0,5529 0,6835

12 0,5324 10,6614

13 0,5139 0,6411

1y 0,773 0,6226

15 0,4821 0,6055
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LAMPIRAN XVII
TABEL DISTRIBUSI " t

(nan s t,90 t.95 t.975 t.99 t.995
1 3,078 6,3138 | 12,706 | 31,821 | 63,657
2 1,886 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 | 14,6041
5 1,476 2,0150 2,5706 3,365 4,0321
6 1,440 | 1,9432 | 2,u469 | 3,143 | 3,7074
? 1,415 1,8046 | 2,3646 | 2,998 | 3,4995
3 1 SO i 275 2,3060 2,896 3,3554
9 1,383 1,8531 | 2,2622 | 2,821 | 3,2498
10 1,372 11,8125 | 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 1,7799 | 2,1604 | 2,650 | 3,0123
14 1,345 1,7613 | 2,1448 | 2,624 | 2,9768
15 1,341 1,7530 | 2,1315 | 2,602 | 2,9467
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