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1. ABSTRACT 

A specific method of spiking has been developed for determining 

diminazene aceturate levels in goat plasma. Plasma samples wetB 

extracted by solid phase exclraclion reversed-phase SOTbent (C-18) 

with 3 ml of 90110 acetonitril consist of 0,025 If of ion pairing (1-

octano sulphonic acid sod. salt) with 2 " glacial acetic acid in water. 

The extract wete injected directly into a teveTSed-phase sotbent ion 

pairing HPLC system. Chromatography was carried out on 5 pm 

-stainless steel Zorbax ODS ~18 (4,6 mm x 250 mm) ~/umn using 

an acetonitnl: water (30: 70 vlv) mobile phase in 0.005 If octano 

sulphonlc acid sod. salt containing 0.15 "triethylamine and was 

set to a pH of 5.5 by glacial acetic acid with detection by UV 

absol'plion at 370 nm. By spiking method of the peale 8IeB of 

diminazene aceturate in plasma samples was absoluUy obtained in 

about 10-13 minutes. The result of this msearch showed that 

spiking method can be used identification of analyte peak ftom 

impurities peak (p<O.05). 

2. JUOUL 

Teknik spiking sebagai upaya identifikasi ~ogram diminazen 

aseturat dalam plasma pada pengerjaan kromatografi cair kinetja 

tinggi. 
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3. LATAR BELAKANG MASALAH 

Diminazen aseturat adalah salahsatu kemoterapi antiparasit 

darah eukaryot memiliki beberapa keunggulan diantaranya dapat 

menggantikan kedudukan suramin (tak diproduksi) serfs memiliki 

spektrum luas. Diminazen aseturat diketahui memiliki indek terapi 

ruas sehingga memungkinkan untuk dilakukan perancangan 

regimen dosis bani. Diminazen aseturat dalam penggunaan klinik 

harus selaJu dilakukan evaluasi regimentasi dosis. Terkait dengan 

tindakan re-evaluasi regimentasi dosis maka peneIitian mengenai 

penetapan diminazen aseturat daIam -pJasma dilakukan. 

Penetapan kadar diminazen aseturat dalam plasma 

menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT). tak mudah 

dilakukan mengingat banyak unsur pengganggu bakaI ademui 

D'ltinjau struktur moIekul diminazen aseturat dengan bagian ikatan 

jembatan diazo diantara struktur aromatik, menyebabkan senyawa 

ini- madah pecah sehingga menghasilkan unsur penganggu asaI 

obal Gummow (1995) menyatakan unsur pengganggu banyak 

pula berasal dari dalam ~asma. Dalam upaya mengeliminasi unsur 

pengganggu dari dalam piasrna, maka preparasi sampel dilakukan 

menggunakan perangkat Solid Phase Extraction (SPE) yang sejenis 

dengan koIom anarrbK KCKT. Teknik preparasi tersebut sekaligus 

sebagai upaya mengurangi kehilangan analit seat proses 

pemisahan berfangsung seperti pelaksanaan terdahulu yang 

dDakukan oIeh Fouda (1977). Dengan demikian hasil yang didapat 
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mudah dikenali. kendati masih membutuhkan senyawa bantu yang 

memiliki struktur molekul identik dengan sifat fisikokimia hampir 

mirip dengan senyawa analit yang dikenal sebagai baku internal. 

Sejak pertama kali teknik penetapan diminazen aseturat dalsm 

plasma secara KCKT dilakukan (19n). selalu menggunakan 

senyawa bantu baku intemal. Baku internal yang sering digunakan 

diketahui hanya dua macam ysitu 1-3 Dimetoksibenzamidin dan 

imidocarb dipropionate (Fouda, 1997; Gummow. 1993; Gummow. 

1995). Secara empirik baku intemal yang terpilih tersebut kurang 

memiliki kemumian flnggi mengingat hanya mampu dibuat pada 

tingkat teknis dan fannasetik. 

Ditinjau dari persyaratan umum penetapan suatu kadar obat 

dalam plasma menurut WHO technical tepOtt series (1992). 

tuntutan terbaik semua bahan baku acuan (baku anafrl maupun 

baku internal) yang digunakan adafah pada tingkat Cettified 

Referance Material (CRM). 

Tidak semua bahan aktif suatu obat diketahui rnampu dibuat 

pada tingkat CRM t~uk yang disediakan di penjualan 

konlefSial. Penurunan tingkat kuaiitas CRM bagi baku anaDt. ilanya 

diperbolehkan ditingkat Certilied Pm Analysis (CPA). Dalam 

aplikasi anaIisis menggunakan baku anaIit tingkat CPA terkadang 

membutuhkan senyawa bantu (baku internal) untuk membantu 

mempertegas jati diri analit terutama terhadap komponen 

pengganggu asaI matrik biologi. 
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Dalam praktek dilapangan menunjukkan baku internal tak 

semua tersedia pada tingkat CRM atau CPA Bahkan banyak 

ditemui jenis baku internal yang merupakan hasH sintesis 

perseorangan. Baku internal hasil sintesis individual tak semuanya 

dapat diperoleh dalam sediaan komersial. Keadaan ini menjadikan 

perrnasalahan tersendiri bagi para peneliti lain yang kelak akan 

melakukan pelaksanaan penelitian sejenis sesuai peneliti terdahulu. 

Pennasalahan yang dimaksudkan adalah bakal sulit memperoleh 

baku internal seperti yang digunakan peneliti terdahulu. bahkan tak 

jarang beberapa peneliti tak mampu mendapatkan baku internal 

sesuai penefdi terdahulu. Sebagai jalan keluar yang sering 

dilakukan adalah melakukan penggantian baku internal 

(Aliu,0degaard, 1983). cara lain yang juga selalu dikembangkan 

adalah mencari suatu cara analisis terhadap analit yang disidik 

tanpa harus menggunakan senyawa bantu baku internal. Upaya 

tersebut temyata makin berkembang pesat sekaligus rnenjadikan 

seorang peneliti tak tergantung terhadap senyawa bantu. Skoog 

(1985), secara tersirat ~ukiskan pengembangan teknik analisis 

harus seIaIu dilakukan sehingga menghasilkan keunggula~ 

keunggulan baru. 

Berdasarkan uraian di atas maka dilakukan penentian untuk 

menguji keunggulan metoda identifikasi analit hasil penelapan 

metode analisis tanpa menggunakan baku internal. PiDhan metode 

yang akan ditetapkan adalah spiking dengan alasan metode 
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tersebut identik dengan metode identifikasi analit fortified dari USP 

XXII (1990), namun belum banyak dikembangkan sebagai metode 

identifikasi. 

4. RUMUSAN MASALAH, HIPOTESIS, TWUAN DAN MANFAAT 
PENEUTIAN 

4. 1 Rumusan Masalah 

Apakah metode spiking dapat digunakan untuk mengidentifikasi 

puncak area diminazen aseturat dalam plasma menggunakan 

perangkat KCKT. 

4. 2 Hipotesis Penelitian 

Metoda spiking dapat digunakan untuk rnembedakan puncak 

area diminazen aseturat daJam plasma dengan puncak area 

pengganggu. 

4. 3 Tujuan Penelitian 

1. Tujuan umum 

Menguji metode spildng sebagai salahsatu cara 

membedakan puncak diminazen asetumt dengan puncak 

pengganggu dalam plasma tanpa penggunaan baku internal. 

2. 7ujuan khusus 

1. Menguji trayek kelurusan antara kadar analit yang 

ditambahkan secara bertingkat dengan puncak area analit 

dafam plasma. 
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2. Menguji harga rasio waktu tambat anaIit dengan waktu 

tambat puncak area penggangu ~ 1 dan harus> 1,1-1,5. 

4. 4 Manfaat Penelitian 

1. Menghasilkan metode identifikasi diminazen asetural dalam 

plasma tanpa penambahan baku internal 

2. Memperoleh model altematif bagi senyawa lain dengan struktur 

mirip diminazen aseturat yang ketak dapat cflgunakan sebagai 

acuan pads tindakan penetapan analit dalsm matrik bioIogi 

tanpa membutuhkan baku internal 

5. KAJIAN PUSTAKA 

1. Diminazen Aselurat 

Diminazen aseturat adaIah kemotenlpi goIongan atamidin 

aromatik turonan dari suatu senyawa sintesis (surfen...c) yang 

pertama kali ditemukan di Jerman Barat (Gambar 1). Molekul 

diminazen aseturat dijualbelikan delam bentuk garam diaseturat 

mengandung dua bagian amidinofenil yang dihubungkan 

dengan suatu jem~tan trazen (Peregrine. Mamman. 1993 

rnengutip dari Jensch, 1958). 

1IIK.g.... K@-c.H 
• I .. .. 

CO-aD -. 
2.111G1f . .-

ClIIIYIIO 

Gambar 1. Struktur moIekul diminazen aseturat 
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Sirat fisikokimia diminazen aseturat berupa serbuk befwama 

kuning mengandung unsur C 51,25 %, H 5,67 %, N 24,45 %, 0 

18,62 %, berat moIekuJ 515,45 serta memiliki titik IeIeh pada 

217°C. Kelarutan dalam air 1 : 14 (20°C), sedikit larut dalam 

alkohol serta sukar larot dalam elar dan kIoroform. KestabHan 

larutan dalam air pada suhu kamar antara 2-3 hari, tetapi dalam 

suhu dingin dapal mencapai 30 hari. Senyawa ini dapat 

diekstrasi menggunakan pelarut organik bersifat alkalis 

(Budavari, 1989; Moffat. 2004). 

2. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

KCKT adaIah salahsatu perangkat penentu suatu kadar 

analit berdasarkan prinsip pemisahan sistem hubungan polar 

dan non polar antara fase cfaam dan fase mobil. Perangkat ini 

pertama kali diperkenalkan ofeh Csaba Horvath tahun 1970 

dengan fase diam dalam kolom geIas yang dielusi 

menggunakan fase mobil tekanan tinggi. DaIam perkembangan 

selanjutnya dikenal ~berapa jenis KCKT diantaranya adalah 

kromatograii pertukaran ion. partisi. adsorbsi dan penneasi 

(Skoog, 1985). 

Kromatografi pertukaran ion merupakan perangkat KCKT 

dengan prinsip terjadinya pertukaran kation dan anion antara 

soIut dan fase diem. Sehingga pemisahan dapat terjadi akibat 

pelbedaan kekuatan eIektrostatik salut temadap lase diam. 
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Kromatogmfi partisi (rase nonnaI atau letbalik) merupakan 

perangkat KCKT dengan prinsip pemisahan berdasarkan (1) 

disbibusi soIut dalam dua fase cair dan (2) berdasarkan 

kalarutan soIut Kromatografi adsorbsi (fase diam polar, fase 

mobil non polar) pemisahan ditentukan berdasarkan perbedaan 

afinitas sofut terhadap pennukaan fase diam. Kromatografi 

penneasi merupakan perangkat KCKT dengan prinsip 

pemisahan berdasarkan perbedaan ukuran molekul (Mac 

DonnaId. 1986). 

3. Teknik Spiking. 

Spiking adalah salahsatu teknik penentuan jati diri analit 

yang biasa dilakukan pada pelaksanaan menggunakan gas 

kromatografi terhadap anaIit yang berada dalam plasma sekitar 

awaJ tahun 1985-an. DaJam perjaJanan waktu teknik tersebut 

berkembang tidak hanya digunakan untuk pelak.sanaan anafit 

daJam plasma.· namlin dalam rnatrik biologi lain maupun dalam 

non matrilc bioIogi (~ecker. Collins. 1985; Supko. Malspeis. 

1990j. 

Prinsip teknik spiking pada dasamya sangat sedemana yaitu 

daJam pemeriksaan kualitatif. pembacaan anaflt dilakukan atas 

dasar seriat kadar yang diatur dengan kenaikan amat teratur 

(Supko, Malspeis. 1990). Setiap pengamatan kromatogram 

suatu kadar dDakukan pemeriksaan ~ 5 x (quinquplo). Bile 
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kromatogram berasal dati bising, maka bentuk kromatogram 

akan seIaIu berbeda-beda, namun bila pengganggu adaIah 

impurity rnaka kromatogram akan memiliki kesamaan bentuk 

termasuk waktu tambat Pads keadaan demikian dengan 

mudah dapat dihitung tingkat resoIusi (a) suatu kromatogram 

didasarkan rasio waktu tambat snard terhadap waktu tambat 

impurity. Munson, (1991) dan lazuardi (1994) rnenetapkan 

persyaratan harga a setidaknya > 1,5. Tetapi dalam praktek 

terkadang sukar ditemui dan akan lebih baik bila tak. berhimpit 

hingga beberapa saat setelah betas ke dua kala puncak area (if: 

1), dan hal tersebut berkisar antara 1,1 sampai 1,5. Persyaratan 

tersebut berimplikasi bagian dasar kromatogram anard tak akan 

belhimpit dengan kromatogram pengganggu. 

Penggunaan teknik spiking dimanfaatkan berdasarkan 

alasan bahwa pembacaan anarlt dalam matrik bioIogi memiliki 

gangguan cukup banyak. Chambertain (1987), melukiskan 

gangguan tersebut akan menjadi komplek bila di tambah 

gangguan berasaJ dari non matrik bioIogi (imputity peak) 

termasuk peralstan itu sendiri (nois peak). Semua itu akan 

memuna.llkan kromatogram penggal'199u ya~g dil<enal sebagai 

irrelevant peak. Melalui teknik spiking diharapkan pols yang 

tergambar oleh integrator perangkat analisis memiliki bentuk 

ketetapan sehingga mudah dibedakan dengan irrelevant peale. 
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4. Pemeriksaan Dlmlnazen Aseturat Dalam Plasma Secara 
KCKT 

Penggunaan KCKT untuk analisis diminazen aseturat dalam 

plasma mulai dikembangkan sejak tahun 1977 (Fouda, 1977). 

Perbaikan metode KCKT dikembangkan kembali tahun 1985 

dengan teknik preparasi sampel pada volume sedikit 

menggunakan cara ekstraksi cair-cair (AJiu, 0degaard, 1983). 

Tahun 1993 Gummow telah berhasil mefakukan preparasi 

sampel menggunakan pemisahan model padat-cair dengan 

bantuan Solid Phase Extraction (SPE). Teknik tersebut amat 

memungkinkan penghilangan kromatogram pengganggu dari 

unsur plasma (Gummow, 1993). Teknik tersebut masih memiliki 

beberapa kelemahan diantaranya adaJah rendahnya peroIehan 

harga tecoVeIY. Oleh sebab itu tahun 1995 teknik preparasi 

sampel diperbaiki kembaJi dengan menghilangkan tambahan 

metanoI untuk pemecah ikatan obat - plasmabumin (Gummow. 

1995). Dalam pelaksanaan tersebut kondisi optimasi KCKT 

yang digunakan adalah isokrafis dengan detektor 'NIO 

(variable wave-length detecto#). fraksi elun fase mobil yaitu 
.-

asetonitril: air (30:70) dengan pasangan ion dan pH eluen diatur 

menjadi 3.8. DaJam kondisj tersebut dim'nazen aseturat muncul 

pada waktu tambat 4,2 menit (kecepatan alir fase mobil 0,5 

mUmenit): 

Pengembangan terbaru KCKT untuk anaIisis diminazen 

aseturat adalah tahun 1999, menggunakan teknik pemisahan 
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preparasi sampel yaitu Solid Phase MictO Extraction (SPME). 

Teknik ini pada dasamya identik dengan cara Gummow (1995). 

hanya pada ekstraksi menggunakan SPME volume sampel yang 

digunakan relatif sedikit (8 Banna, 1999). 

6.. KERANGKA KONSEPTUAL 

! 

I··· . ............ .. ··liiiiit diliL.~;l 
.. ~ ................... , .... ,., .. ,,:.--, .. . 

, '" ". . ' .... .'. .,. . . ." . "" ~ . . . .... . 
'" ... : ,'. . . - ,_: . ..-:. . ,: .... :-: " ". ': .... : .. : 

7. MET ODE PENELmAN 

Penelitian ini merupakan model pre-eksperimental 

menggunakan rancangan one group pre-post test. dengan 
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perolehan data jenis primer berupa puncak area kromatogram 

diminazen aseturat dalam plasma, 

7. 1 Bahan Dan Sarana Penelltian 

1. Baku mumi diminazen aseturat tingkat certified material 

referance (CRM) berasal dari Sigma chemical corp (lampiran 

1). 

2. Obat menurut Farmakope Veteriner Indonesia (2001) adalah 

Bereni" diperoleh dari Hoecht Roussel Vet. meJaJui perwakiJan 

PT Intefvet-Indonesia JI. Jenderal Sudirman 71 J Jakarta (Gd 

S. VVkfjOjo Lantai 9 (Lampiran 2). 

3. Plasma berasaJ dan darah kambing Peranakan Etawa (PE) 

dengan kriteria inklusi jantan. sehat kriteria Merck Veterinary 

Manual (2003), usia ~ 1 tahun, berat ~ 20 kg. PemUihan 

plasma kambing didasarkan pertimbangan dapat dengan 

murah dan mudah diperoleh dalam jumlah besar. serta 

mengacu pendapat Hawcroft dan Hector (1987) komponen 

pengganggu plasm~ hewan dan manusia hampir memiliki 

problem sama. Jumlah kambing yang digunakan mengikuti 

persamaan I (World Health Organization. 1992). Kambing 

diambil acak dari precfiksi populasi PE Kodya Surabaya 2004-

2005 (20 %) catatan tahun 2003 oIeh Sub dinas petemakan 

KMS yang disahkan SK Gubemur JATiM 12-5-2004 (SK No. 

524.3550102112004). 
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4. PetaJatan gelas tabung 5 mi. tabung 10 mi. labung sentrifus 5 

ml, neotube 5 ml mengandung EDTA. beker glass dan 

erlenmeyer serta perangkat geias lainnya. 

[z, - ~r .(s)' 
Persamaan 1. n = 2 

E 

Pada ~maan 1, Zl-~ kepercayaan Zo,95 = 1.96. nilai 

simpang baku (8) dan toleransi kesalahan (E) mengacu 

analogi Soeharmi (2002) 0.88 dan 1. dengan demikian jumlah 

sampel (n) = 5 ekor. 

5. KCKT agilent 1100 kuartemer. VWD Rheodyn type 7725fi 

kapasitas 20 Jd. Jenis kolom stainless steel Zorbax ODS 4,6 x 

250 mm (+ 5 pm). Spektrophotometer UV-VIS Shimadzu A160. 

pH Meter. mikrosiring Hamilton 100 pl. 

6. Solid Phase Extraction (SPE) LC-18 3 mJ dari Sigma Chemical 

Corp. 

7. Asetonitril pro KCKT dari Riedel De Haen Chemical Corp, 1-

odano sulphonic acid sod. salt dari Sigma Chemica. Corp .• 

Trietilamin dan Merck Chemical Corp., Filter Selulose Nitrat • 

0,20 pm. 

8. Ulbasonik cleaner, tanld helium, tanki nitrogen dengan 

perangkatnya regulator serta pipa plastik pengalir uap helium 

dan nitrogen 
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7.2 Variabel Penelitian 

1. Variabel bebas 

Diminazen aseturat 

2. Variabel tergantung 

Teknik membedakan puncak anaIit terhadap puncak 

pengganggu. waktu tambat analit, trayek kelurusan serial 

kadar anaIil dalam plasma temadap area kJOmatogram. harga 

resoIusi waktu tambat anaIit terhadap waJdu tambat puncak 

area pengganggu 

3. Variabel kendaJi 

Teknik preparasi sampel. penetapan fraksi eluen fase mobil, 

model KCKT yang digunakan. pengaturan parameter integrator 

pencatat dan pengolah puncak area 

4. Intedening vatiable 

Puncak area pengganggu. (bising, imputities) 

5. Confounding variable 

Suhu udara. kelembaban dan pertumbuhan miroorganisme 

danjamur 

7. 3 Deflnisi Operasional Variabel 

1. Kromatogram pengganggu adalah krornatogram yang 

d"ltimbulkan oIeh karena bising. senyawa kimia lain di luar 

senyawa analit, akibat pengaruh perubahan mendadak 

turbulensi aOran fase mobil, gelembung udara dalam kotem. 
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2. Tlayek kelurusan serial kadar dalam plasma vs. area 

kromatogram adalah hasil analisis trayek kelurusan antara 

kadar anaIit dalam plasma dengan area kromatogram yang 

menghasilkan koef. variasi fungs; (VetVBhrensstandara

dweichungNxO) dalam remang antara 5-10 %. 

VxO = (SxOI rerata kadar) x 100% 

SxO = Vervahrenssfandatadweichung (standard deviasi funQSI) 

SxO = Sylb (Sy = simpang baku residual rerata garis regresi. 

b=sIope) 

JL(Yi - Ypengamo1anr 
Sy= . 

N-2 
untukYJ = a+bXi (Rumus berdasarkan Funk. 

1992) 

x = kadar dim aset. Y = area kromatogram. N = jumlah 

pengamatan. 

Xp merupakan suatu batas deteksi KCKT dengan syarat harus 

lebih kedl dari kadar terkecil dan d"rtentukan befdasart<an 

persamaan : 

Dimana 

I X2 
Yp=a+Sy-TtabeI- _. +1+

N Qu 

Q,rr= LX,2 - !(Lx,Y 

T tabel = student t - faktor (f) = N-2. P = 95 % (Funk.1992) 
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3. Harga resolusi antara waktu tam bat analit terhadap waktu 

tambat puncak-puncak area pengganggu adalah rasio waktu 

tambat analit dengan puncak area pengganggu (menit) pada 

kadar telkecil (Jlg/ml) tanpa spiking. Pemilihan kadar terkecil 

dirnaksudkan adalah merupakan kadar yang sering 

menghasllkan puncak area mirip dengan puncak area 

pengganggu. Syarat harga resoIusi yang dimaksudkan adaIah 

~ 1 namun harus> 1.1 hingga 1.5. 

7. 4 Prosectur Penelltian 

1 Penentuan 1. maksimum Diminazen aseturat dalam air 

Penentuan A. maksimum dilakukan berdasarkan acuan 

Moffat (2004). Gummow (1993) dan Gummow (1994). yaitu 

perkiraan 370 nm, selanjutnya dilakukan pemen"ksaan pada 

rentang 350 nm hingga 400 nm (kadar 2 ppm). H8Sll yang 

diperoleh selanjutnya digunakan untuk menetapkan l. 

maksimum detektor KCKT yang bakaI digunakan. 

Penelapan kondisi KCKT didasarkan acuan pustaka 

Gummow (1994) dan Gummow (1995). selanjutnya dilakukan 

!tlO<frf.lc2si dan dises:.J3ika:l denga: pemla1an yang ta:sedia . 

Dalam penetapan kondisi dilakukan secara isokratis (fase 

temalik dengan pasangan ion) tanpa baku internal. Fraksi 

eluen fase mobil adalah asetonitril : air (30 : 70) d"ltambah 

0.005 M 1~nosulphonic acid sod. salt. dan 0.1 % 
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triethilamine serta diatur pada pH 5,5 menggunakan asam 

ase1at gfasial, dilakukan filtrasi (20 J.IIll) dan dialirkan gas 

Helium untuk mengusir udara. KonalSi kerja ditetapkan suhu 

ruang kolom 28°C, kecepa1an alir fase mobil 0,5 mUmenH, 

stop lime 30 menit serta A. maksimum hasil temuan yang telah 

dilakukan. Parameter integrator pencatat dan pengolah 

puncak mea diatur initial slope sensitivity 0,3952; initial peak 

width 0.14; initial atea reject 0,758; initial heigh reject 0.0451, 

iniIiaJ shouldfJIS altetapkan dalam keadaan mati. Pengaturan 

parameter integrator cflfetapkan berdasarkan ketentuan industri 

perangkat KCKT dengan krileria merupakan harga yang 

sangat sesuai untuk menghasllkan puncak area sernua jenis 

senyawa kimia daJam bentuk kromatogram base-peak-base. 

Oplimasl KCKT 

Optimasi dilakukan dengan menyuntikan pertama kaIi eluen 

fase mobil. selanjutnya djJakukan penyunfikan serial kadar 

baku anaIit daIam air 0,1 ppm - 2 ppm. Hasif penyuntikan 

antara eluen tase. mobil dengan analit dalam air akan 

menghasilkan temuan waktu tambat anatt Waktu tambat 

analit dianalisis trayek kelurusal'l terkait perolehan area 

kromatogram. 

17 
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4 Preparasi Diminazen aseblrat dalam plaslU 

Dalam pelaksanaan preparasi diawali dengan pembuatan 

larutan elusi. larutan clean up dan larutan Na-EDTA. 

a. Larutan elusi 

Larutan elusi dibuat dari fraksi asetonitril : air (90 % : 10 %) 

mengandung 0.025 M 1-octanosulphonic sod. salt dan 2 % 

asam asetat glasial (PH 3.8). 

b. Larutan clean up dan Larutan Na-EDTA 

Larutan clean up dibuat dari fraksi metanol : air ( 10%: 90 

%). Larutan Na-EDTA dibuat kadar 0.005 M dalam aqua 

pro injeksi. 

Preparasi dilakukan dengan terlebih dahulu menyiapkan 

plasma secukupnya daJam kondisi tak terkontarninasi jamur 

maupun mikrorganisme. Selanjutnya dilakukan pembuatan 

stok diminazen aseturat dalam air secara seksama 100 

p.gImI dan dilakukan pengenceran menggunakan plasma 

pads renfang 0,25 J,.tgIml, 0,5 J,.tgIml, 1 pglml, 1,5 pglml dan 

2 Jl9lmI. Selanjutnya dilakukan homogenisasi dengan 

~. - mengkocok pada vortek salama 10 menit. Langkah

langkah dalam pelalcsanaan preparasi lebih rinci adalah 

sebagai berikut : 

8. Pemisahan ikatan obat protein 

Serial kadar diminazen aseturat dalam plasma 1 ml + 1 ml 

metanol pro KCKT dan vortek salama 30 menit. selanjutnya 
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ditambahkan Na-EOTA sampai dengan 4 ml dan cflSelltnfus 

3500 rpm 10 menit. Supematan yang tampak dilakukan 

pengambilan secara hati-hati dan disimpan daJam bolol 

sampel berwana gelap. 

b. SPE 

Tambahkan SPE dengan metanol pro KCKT 1 mi. 

selanjutnya fambahkan aqua pro injeksi 1 mi. tambahkan 

diminazen aseturat dalam plasma 1 mi. tambahkan Iarutan 

clean up 2 mi. Langkah lanjutan adalah mengeringkan 

SPE dalam vakum kering beku. langkah akhir adaIah 

menyiapkan penampungan hasH eJusi (tabling reaksi 5 ml) 

dan segera dilakukan elusi dengan menambahkan larulan 

elusi 3 ml disaat bersamaan dilakukan penampungan 

Iarutan elusi yang keluar SPE. Selanjutnya dilakukan 

pengeringan terhadap isi tabung penampungan dengan 

mengafu1can uap nitrogen pada permukaan isi tabung 

penampungan dalam penangas air suhu 35 DC. Saat 

mengafllkan uap nitrogen harus tetap dijaga agar ujung 

pi:>a tempat mengalirl<an uap nHrcgen 13k menyentuh 

pennukaan isi tabung. Uap nitrogen yang dialirkan tak 

boIeh menimbulkan geIombang berlebihan di permukaan isi 

fabung. Hasil yang didapat berupa kristal analit kering 

dalam tabung penampungan dan siap dilakukan 

penyuntikan (5 kaD kapasitas Rheodyn 20 pi) seteIah 
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penambahan 1 ml eluen fase mobil dan divortek: 10 menit 

serfa difiltrasi (. 20 pm) dan ditampung dalam vial sampeJ 

khusus KCKT. 

5 Pelalcsanaan analisls sampel 

Terhadap subyek kambing yang telah ditetapkan sebagai 

sampel dilakukan pengambilan darah (rnelalui vena jugularis) 

masing-masing 10 ml. Terkait dengan banyaknya jumlah 

darah yang diambil (10 ml) maka dalam pengambilan darah 

harus diyakini kambing dalam keadaan tak berontak seIama 

pengambilan dilakukan. Dalam proses pengambilan darah 

harus befsifat sekaIi tindakan, sehingga dihindari mengambil 

darah lebih dari satu kali tindakan. Selanjutnya dilakukan 

pengambilan plasma (OOlam neotube mengandung EDTA). 

Tabung tempat penampung darah haros mengandung 

antikoagulan sejenis dengan antikoagulan yang digunakan 

pads pelaksanaan preparasi diminazen aseturat dalam 

plasma. Hasil pengambilan darah segera dilakukan 

sentrifugasi 3500 rpm 45 menit untuk mendapatkan plasma. 

Didia."nkan 10-15 menit (unlukJrM~f)ghila.19kan kenaikan suhu 

akibat sentrifugasi). PengambiJan plasma dilakukan asepb"k 

pada suhu tubuh 35-37 °c (untuk menghindarkan kontaminasi 

mikro organisme. jamur serta menjaga tak terjadi 

penggumpalan). 
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Setelah peogambilan plasma dilakukan pemenl<saan ulang 

apakah plasma terjadi penggumpalan. Bila tetjadi 

penggumpalan dilakukan vortek 30 menit Plasma akan 

diperoleh antara fH) ml plasma. Setiap plasma sampel 

dHambahkan seri Bereni~ secara seksama 0,25 ppm, 0,5 

ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, dan 1,5 ppm. selanutnya dilakukan 

pencampuran menggunakan vortek salama 10 menit Hasil 

pencampuran didiamkan sekitar 10 menit dan simpan dalam 

suhu dingin hingga dilakukan preparasi. Khusus kepertuan 

plasma bJanko. tak diben"kan tambahan Berenil". Dilanjutkan 

preparasi analit dalam plasma (termasuk plasma blanko) 

seperti urutan pelaksanaan prepamsi diminazen aseturat 

daJam plasma hingga siap dilakukan penyuntikan pada KCKT. 

Sampat preparasi kadar 0,25 ppm dari setiap ekor kambing, 

dilakukan penyuntikan tersendiri untuk mendapatkan lima data. 

Demikian pula sampel preparasi 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75 ppm, 

1 ppm, 1,5 ppm dari setiap ekor kambing dilakukan 

penyuntikan susulan masing-masing untuk lima data. Plasma 

blanko sebagai pembanding cukup memerluksn satu data. 

7. 5 Analisis Data 

Perolehan data seri kadar dan puncak area setelah 

penambahan secara spiking dilakukan analisis trayek kelurusan 

menggunakan program PV dibuat berdasarkan Funk (1992). 
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Perolehan data puncak area anafit dalam plasma tanps dilakukan 

spiking serIa setelah dengan tindakan spiking. dilakukan anaflSis 

komparasi satu sampel siknifikansi 5 %. 

8. KERANGKA OPERASIONAL 

Pembuatan Dim. aset dalam air (2 ppm) 

+ 
Menentukan panjang gelombang maksimum .. 

Meneari kondisi keJja KCKT I 
+ 

Menentukan optimasi KCKT 
Menentukan waktu tambat analit daIam air 
Analisis trayek kelurusan kadar vs. peak area 

• , 

Membuat serial dim aset. dalam plasma 0.2-1.5 ppm .. 
I Preparasi dengan SPE I 

+ 
Perlakuan sampel setiap ekor kambing 
Penyuntikan plasma blanko 
Penyuntikan tanpa metoda spiking (O.2 ppm) 
Penytintikan rnengQunakan metode spiking 
(0.25 ppm. 0,5 ppm. 0.75 ppm. 1 ppm, 1,5 ppm) 

Identifikasi puncak area analit 
AnaflSis trayek kelurusan 

Analisis resolusi kroma ram 
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9. HASJL PENEUTIAN 

9. 1 Penentuan A. Maksimum Diminazen Asetura! OaJam Air 

HasiJ penetapan menunjukkan diminazen aselural dalam air 

(2 ppm) memiliki dua panjang gelombang maksimum (254 nm dan 

370 nm), dan salahsalunya (370 nm) memiliki absorban lertinggi 

(Gambar2). 

01/04/1009:ZI:l:' 

I ,I SO. On~ (1. OB ~O,', 
1 fflA I- .... ·-··~-· 

I " l 
1 
I 

Gambar 2. Panjang gelombang maksimum diminazen aseturat (2 ppm) 
dalam air pada 254 nm (A = 0,1986 mAUF) dan 370 nm (A = 
0,6547 mAUF) 

9. 2 Penetapan Kondisi KCKT 

Cara isokratis yang ditetapkan menggunakan kolom analitik 

ODS C .. la dengan eluen fase mobil (pH 5,5) uraian Gummow 

(1995), pada dasamya dapat digunakan. Hal tersebut disebabkan 

karakter kolom analitik yang dipilih sama dengan acuan pustaka. 
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Dengan demikian kolom jenis Nova pak C18 radial compteSion 

cartridge 4 J.1IYl - ax 100 mm (Waters Assoc.. Milford MA) dapat 

diganti dengan stainless steel ODS C-18 (Agnent Cotp.). 

9. 3 Optimasl KCKT 

Pembuatan tarutan diminazen aseturat dalam air secara 

seksama diperoleh serial kadar 0,1 ppm = 0,116 J.I9Iml, 0,2 ppm = 
0.232 Jig/mi. 0.3 ppm = 0.29 pg/ml. 0.6 ppm = 0,58 J1g/ml, 0,9 ppm 

0.87 p.gIml. 1 ppm = 1.16 pg/ml dan 2 ppm = 1.833 pg/ml. 

Penimbangan setiap kadar diminazen aseturat pada pembuatan 

serial kadar tersebut dilakukan secara tunggal. Dengan demikian 

serial ke tujuh kadar diminazen aseturat yang dibuat dRakukan 

tujuh kaH penimbangan diminazen asetural 

Penyuntikan ke tujuh serial kadar tersebut diJakukan secara 

seksama seteIah diyakini base line fase mobil dalam koncflSi 

stabil sehingga tak memunculkan puncak area apapun (termasuk 

bebasnya gelernbung udara pada tubing KCKT). Sebagai indikator 

kestabilan kond'lSi adalah kestabilan bentuk horisontal garis base 

line serta tetapnya harga miOabsorban unit full scale (mAUF) yang 

terpantau oIeh detel<tor WID. selama pel"gl'Ura" ell~en fa~ mobil 

(pra penyuntikan). Tindakan aolo zero dilakukan hanya setelah 

diyakini tak terdapat gejofak apapun selama eluen rase mobil 

melewati kolom anantik pra penyuntikan. 
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Hasil penyuntikkan kromatogram blanko (eluen fase mobil) 

dan serial kadar diminazen aseturat dalam air tampak pada 

Gambar 3. Dengan demikian diminazen aseturat mudah 

teridentifikasi melalui perbedaan kromatogram diminazen asebJrat 

dalam air dibanding kromatogram eluen fase mobil. Puncak area 

diminazen aseturat selalu muncul dalam ren1ang 10-13 menit dan 

hal tersebut tak ditemui pada eluen fase mobil (Gambar 3). 
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Gambar 3. Larutan serial diminazen aseklfat dalam air (8) 0.116 pg/rnl. (C) 
0,232 J19/m1, (0) 0,580 pg/ml. (E) 0,870 pg/ml, (F) 1,160 J19/m~ (G) 
1,833 pglml dan (A) eluen fase mobil (~ Puncak area diminamn 
aseturat rerata muncul pads 12.72:1 (± 1,028 %). 
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Analisis serial kadar diminazen asetuat dalam air dengan 

perolehan area kromatogram menggunakan program vafldasi 

(Funk. 1992). tampak pada T ABEll di bawah ini 

Calam T ABEL I (Gambar 4). pads tujuh serial kadar 

diminazen aseturat dalam air terlihat bahwa diminazen aselurat 

dalam air tetap k.eluar rerata pada 12.727 menit dengan Koefisien 

Variasi (KV) 1.028 %. 

lABEL I TRAVEl< KELURUSAN KADAR DIMINAZEN AIR VS. AREA KROMATOGRAM 

No Kadar 
I. ,_" 

1 0,116 
2 0,232 
3 0.290 
4 0,580 
5 0,870 
6 1.160 
7 1,833 

Area 
(mAUF) 
7.25197 
12.54248 
15.1Bm 
28,41422 
41,64067 
54.86712 
8660482 

Waktu tanbal 
(menit) 
12.432 
12,773 
12.799 
12,768 
12,772 
12,769 
12,807 

Jumlah DaIa : tujuh 
Pees. Garis: Y = 1,740 +46,119 X 
Koef. KoreIast : 0.999 
Harga Sy : 0,262 
Halga VxO: 0.782 X 
HargaXp : 2.677.1O-Z 
KoreIasi Baik. r hit > rlabel. p < 0.05 
Varfasi Memenuhi SyaaI: VxO ~ 2" 
Harga Xp Baik. Xp < 0,116 
Waktu 1ambat rerata : 12,727 (± 1.028 ") 

100 -r----------------, -IL. 80 i 60 
40 J 20 
O~~-,_---~--_T---~ 

o 0.5 1 1.5 2 

Kadar (uglml) 

Gambar 4. Hubungan kadar diminazen aseturat dalam air 
terhadap area kromatogram 
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9. 4 Pelaksanaan Preparasi Sampel 

Pembuatan kadar penambah (inctesement concentration) 

didapatkan hasil yaitu 0, 18 pg/ml, 0,561 flg/ml, 0.774 pglml, 

1.032 J19Iml. 1,548 flglml. Hasil penyuntikan sampel (0,2 ppm 

analit) ke lima subyek sampel tanpa tindakan spiking rerata 

menunjukkan terdapat keraguan keberadaan puncak analit 

kendali area kromatogram yang diperoleh hampir sarna (TABEL 

II'. Hal tersebut disebabkan adanya kerancuan antara 

kemunculan puncak area analit dengan kemunculan puncak area 

pengganggu. Sebagai ilustrasi dapat dicontohkan pada Gambar 5. 

dari sampel subyek no. 1 yang rnemiliki dua puncak area di 

daerah rerata kemunculan waktu tambat analit (10.490 dan 

11,501 menit) kendati dapat dibedakan dengan kromatogram 

plasma blanko. 

Hasil anaflSis trayel< kelurusan antara kadar dengan area 

kromatogram ke lima sampel secara spiking menunjukkan 

adanya kuat hubungan p<O.05 (TABEl II~. Dengan demikian 

hasH uji hipotesis penambahan kadar incteasemenl (spiking) 

m~mpermudah identifikasi anaIit (TABEllil, p<O,05). 
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Gambar 5. Kromatogram (A) diminazen aseturat 0.774 pg/ml daIam plasma 
dengan waktu tambat 10,490 menit dan puncak area pengganggu 
dengan waklu 11,501 menit serta kromatogram plasma blanko (8). 

') 

TABEL III. KADAR DAN AREA KROMATOGRAM SAMPEI.. DENGAN DAN TAMPA SPIKING 

Kadar (JJQ/mI) dan Area ram_~ft 
Hornor Dengan spiking 
SampeJ O,18ygtmJ. 0,561 pg/mI 0.n4pg/m1 1.032pgtmt 1.548~ 

1 6.70994 mAlJPI 25.01806 mAUF 36.52890 mAUF ~2mAUF 64.81992 mAUF 
2 8,54280 mAUF· 26,68664 mAUF 39,22694 mAUF 47.91903 mAUF 69.39115 mAUF 
3 8.43486 mAUfa 27,83870 mAUF 38.96012 mAUF 48L36603 mAUF 68.01363 mAUF 
4 8.01197 mAUfa 25.83257 mAUF 37.n821 mAUF 44.37343 mAUF 67-,-88645 mAUF 
5 7.61622 mAUfa 28.35633 rnAUF 39.62841 mAUF 48.40562 rnAUF 67.52071 mAUF 

Hornor Tanpa splicing 
SampeI 0.18pg/m1 

1 7.78561 mAUfb 
2 8, 11214 mAUfb 
3 8.56772 rnAUfb 
4 7.99845 mAUfb 
5 768141 mAUfb 

Huruf a dan b, supersIdp belbeda pata koIom sarna. berbeda nyata P <0.05 (larllpiRlI3) 
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lABEl I" ANAUSIS TRAVEK KElURUSAN MASlNG-MASlNG SAMPEl. 

Sampel1 Sampel2 Sampel3 Sanpel4 Sampel5 

Pels. Garis (r) 

Vartasi 

HargaXp 

Ilustrasi Gambar 6 menunjukkan saIahsatu contoh sampel 

subyek yang dapat dengan mudah dibedakan antara puncak area 

analit dengan puncak area pengganggu. Hal tersebut akan 

tampak suflt bila tanpa tindakan spiking terutama pada Itadar keell 

yang sering amat mirip dengan puncak area pengganggu 

(Gam bar 7). Hasil analisis harga resoIusi antara puncak area 

analit dengan puncak area pengganggu kadar terkecil (0,180 

JIQIml) seperti pads TABEL IV. 

TASElIIi KEBERHASIlAN IDENTFlKASI ANAUT MENGGUNAKAN SPIKING 

Jumlah 
5 
5 

Kebefhasilan identifikasi anard menggunakan cars spiking 

seperti paparan pada TABEl III dibandingkan tanpa spiking. 
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menunjukkan bahwa pemyafaan hipotesis melalui uji ketepafan 

dari Fisher dapat diterima (p< 0,05. lampiran 3). 

Gambar 6. Kromatogmm diminazen aseturat daIarn plasma menggunakan 
metode spiking dengan serial kadar (8) 0.180 Jlg/mJ. (C) 0.561 
pg/ml. (D) 0.774 pg/ml, (E) 1,032 pg/mI, (F) 1,548 pg/mI dan (A) 
kromatogram plasma blanko. (Y) Puncak area diminazen aseturat 
dan ( +) puncak area Impudlies. 

TABElIV. ANALISIS RESOlUSI ANTARA PUNCAK AREA ANALIT 0.180 pg/mI (meRit) 
DEHGAN PUNCAK AREA PENGGANGGU (menlt) 

Nomor Waktu 1ambct.anafJt Waktu tambat pmcak area penggqgu 
SampeJ O. 180 pgImJ (menit} tepaI di depan puncak area arBit (menit) * 

1 10,491 8,013 
2 10,510 8,033 
3 10,516 8.033 
4 10,491 8,013 
5 10,500 8,005 

Rasb 

1,309 
1,308 
1.309 
1.309 
1,312 

Rerata 10.502 ± 11.1~ 8.020 ± 13.1~ 1.309 ± 1.5.1~ 
, Serma sampellak cfrtemui puncak area pengganggu di beIakang purak area anaIil 
(Contoh Gambar 7) 
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u .: 
• .-...... -.-.~ • .;,.;~ ••• j- '. "', 

" , ' 

", '.,.' .,,':." ,'." 

Gambar 7. KmmaIognun diminazen aseturat (0.180 pglml) daIam plasma 
tanpa menggunakan spiking (B) dan kromatogmm plasma 
blanko (A). ,.) Puncak area diminazen aseturat, ~ ) Puncak 
area pengganggu. 

10. PEMBAHASAN 

Hasil penetapan panjang gelombang menunjukkan bahwa 370 

nm cocok digunakan untuk pemantau arwlit (detektor KCKT). 

sebab pada panjang gelombang tersebut temyata tak ditemui 

puncak area pengganggu yang berhimpit dengan puncak area 

analit baik saat dalam air ataupun dalam plasma (Gambar 3 dan 
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Gambar 4). Hal tetsebut juga disampaikan oIeh Gummow (1985). 

yang sekaligus memantau dengan detektor KCKT model diode 

array (DAD). Detektor model DAD adaJah detektor yang sangat 

sensitif dan sejak awal tahun 2000 teIah dikembangkan tidak 

hanya untuk KCKT tetapi juga peralatan fisikokimia lain termasuk 

jenis perangkat optik seperti spektrofotometer W-Vts (Supelco 

chromatography. 2001). 

penggunaan panjang gelombang 254 nm untuk memantau 

keberadaan diminazen aseturat dalam plasma pada dasamya 

dapat digunakan dan pemah dicobakan oJeh Aliu. 0degaard 

(1983). penggunaan panjang geIombang tersebut menggunakan 

eluen rase mobil Asetonitril - air terdestilasi dan deionisasi (50 : 

50) mengandung 0,2 % trietilamin (pH 4,2 diatur dengan 

Otthophosphoric acid). Panjang gelombang tersebut juga 

dinyatakan talc banyak dipengaruhi oleh unsur pengganggu dari 

dalam plasma. Penggunaan panjang geIombang 310 nm pemah 

dicobakan oIeh Fouda (1977) dan dinyatakan cukup sensitif untuk 

memantau diminazen a~ dalam plasma. Dalam aplikasinya 

Fouda (19n) menggunakan kolom anaJitik C-8 Chromegabond 

dengan eluen fase mobil Meland - Air (70 : 30) rnengandung 

pasangan ion 1-pentane sulfonic acid dan asam asetat glasial. 

Namun ke dua panjang gelombang yang telah dicobakan (254 nm 

dan 310 nm) belum tentu sesuai bila dicobakan menggunakan 

acuan kondisi seperti yang telah dilakukan oIeh Gummow (1995). 
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Penetapan kondisi kelja KCKT menggunakan model isokfatis 

pada dasamya juga dilakukan oIeh para peneliti terdahulu seperti 

Fouda (1977). Aliu. 0degaard (1983). Gummow {1985} dan 

I azuardi (1996). Dengan demikian pilihan isokratis adalah sangat 

tepat dan efisien mengingat tak pertu melakukan pencarian metode 

kembali. 

DaIam pelaksanaan penelitian ini. resiko kemunculan puncak 

area pengganggu telah diminimisasi mefalui pembuatan rarutan 

efuen fase mobil tersendiri yang bebas pengotor maupun 

gelembung udara. Kemunculan gelembung udara juga dapat 

dihilangkan oIeh perangkat khusus degasser KCKT tipe AgiJent 

1100 yang beketja secara aotomatis setiap waklu tertentu. 

Dalam penelitian ini dihindari penggunaan aotomatisasi 

pencampuran fraksi eluen fase mobil melalui proggrarn perangkat 

lunak HPChem yang dimiliki KCKT 1100 Agi1ent Hal tersebut 

disebabkan tak adanya jaminan terhadap kesempumaan 

pencampuran eluen dalam waktu singkat serta kesulitan menjaga 

ketepatan penambahan, molaritas pasangan ion dan pH eluen. 

Oengan demikian pembuatan efuen fasemobil tersendiri dapat 

menjamin kesempumaan pencampuran sekaJigus menjaga 

ketepatan moIaritas pasangan ion dan pH. Kesempumaan 

pencampuran pada tingkatan kepolaran tertentu diperlukan untuk 

meningkatkan kemampuan elusi diminazen aseIurat dan 

komponen kolom analitik fase diam non polar (oktadesil silan). 
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Kondisi ketja yang ditentukan tennasuk fraksi eluen fase mobil 

model Gummow (1995) dikaitkan dengan penggantian kolom snalit 

yang digunakan, temyata sesuai kepertuan elusi diminazen 

aseturat (Gam bar 3 dan Gambar 4). Wakiu tambat analit yang 

dimunculkan tampak tidak selalu sarna setiap analisis dilakukan. 

Hal ini disebabkan adanya pengaruh dari keasamaman eluen fase 

mobil, tampa!< sekaIi peningkatan keasaman akan mengakibatkan 

pengunduran kemunculan analit (I azuardi. 1996). Fouda (1977) 

menjelaskan bahwa keasarnan tinggi (PH 3,3-4) tidak akan 

mengakibatkan penguraian pasangan ion. sementara menurut 

Peregrine. Mamman (1993), diminazen aseturat bennuatan positif. 

Bila digunakan fase diam non polar maka diminazen aseturat yang 

terikat oleh counter ion (negatif) akan bersifat non-polar (garam). 

sehingga lebih larut pada fase mobil dibanding fase diam. Dengan 

demikian akan lebih mempen::epat kemunculan puncak area 

kromatogram diminazen aseturat. Gummow (1995) menggunakan 

pH 3,2. sedangkan Aliu, 0degaard (1983) menggunakan pH 4,2 

untuk memperoepat pengeluaran puncak area. Dalam penelitian ini 

digunakan pH 5,5 dan pilihan pH-tersebUt-sangat sesuai mengingat 

akan sedikit mudah dilakukan pencucian. Hal tersebut terkait 

langsung dengan jenis kolom yang dipilih yaitu bersifat stemless 

steel dengan diameter kedl yang sulit di cud bukan seperti 

comprese peek kolom dengan diameter mudah diatur dan mudah 

dicuci. 
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Aplikasi metode spiking menunjukkan puncak area 0,180 

J,lg/ml akan lebih mudah teridentifikasi berdasarkan analisis tfayek 

kelurusan antara penambahan kadar (incteasment) dengan 

peningkatan area kromatogram seperti Gambar 6. Ditinjau dan 

puncak area pengganggu (noise maupun impurities), tampak sakali 

rerata muncul di depan puncak area diminazen aseturat dibanding 

kemunculan di belakang. Dengan demikian penghitungan harga 

resoIusi ditujukan pada puncak area pengganggu yang berada di 

OOpsn puncak area analit (Gambar 7). 

ldentifikasi puncak area bising dan puncak area imputities 

dalam penelitian ini tak dilakukan. hal tersebut disebabkan harus 

dilakukan dengan berbantuan jenis perangkat fisikokimia lain selain 

KCKT. Namun sesuai tujuan awaI penelitian serta menganalogi1can 

laporan Lazuardi (1996) maka puncak area noise dan imputities 

dijadikan satu menjadi puncak area tak reIevan (irrelevant peaIc). 

Kendati demlldan secara teoritik ke dua puncak area tersebut 

dapat dibedakan yaitu puncak area noise memiliki ari bersifat 

sementara sedangkan puncak area impurities bersifat tetap 

(Wahlic.h. CaaT, 199\); ~I', W&hlich. 1990). DaIam .penelfiian ini 

tampak kemunculan puncak area pengganggu diperkirakan lebih 

banyak akibat impurities dibandingkan noise. Namun semua unsur 

dan puncak area pengganggu dengan mudah dapat dibedakan 

dengan puncak area analit menggunakan cara spiking (p<O.05. 

lampiran 3) 

35 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Laporan Penelitian Teknik Spiking Sebagai Upaya Identifikasi ... Moh Teguh Wahyudi



11 KESIMPULAN DAN SARAN 

11.1 Kesimpulan 

1. HasH penelilian menunjukkan teknik penambahan kadar 

inaeasment (spiking) dapat digunakan untuk membedakan 

puncak area diminazen aseturat dalam plasma dengan 

puncak area pengganggu. 

2. Oapat digunakan sebagai model untuk mefakukan penetapan 

kadar obat-obat yang rnemifiki struktur mirip diminazen 

aseturat menggunakan KCKT tanpa baku intemal 

11.2 Saran 

1. Perlu cfdakukan penelitian lebih lanjut mengenai validilas 

metode spiking secara kuantitatif 

2. Metode penetapan kadar dengan cara spiking bifa 

oaaplikasikan harus tetap menggunakan kriteria kolom seRa 

eluen lase mobil identik seperti dalam penelitian ini. 

3. Periu dilakukan penelitian sejenis menggunakan KCKT 

dengan tipe ~tor Diode Anay Detector (DAD) untuk 

mengelahuiJeDihianjUl puncak area pengganggu yang muncul 

amat dekat dengan puncak area anaIit 

4. Pertu dilakukan penelitian sejenis dalam matrik bioIogi lain 

sepelti urine. jaringan femak maupun organ tubuh dan 

spermia 
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5. OaJam mengaplikasi penggunaan teknik spiking keperluan 

identifikasi puncak area analit senyawa lain, harus difakukan 

'penelitian 'pendahuiuan terlebih dahulu terhadap senyawa 

yang bakst'di sidik setidaknya tripIo. 
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:MENTAL ANALYSIS 

UTY BY THIN LAYER 
tOMATOGRAPHY 

ACCEPTANCE DATE 

lid Feldker. Manager 
Ilytical Services 

MINIMUM 90% 

45.4% CARBON 21.5% NITROGEN 

APPROX.95% 

MARCH 1994 

d/infonew.sigma-aldrich.comlcgi-binlgx.cgilApplogic+COfAlnfo.ReturnCOfA 

ragt: 1 01 1 
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337.50 to 412.50 mg/ml 

REMARK : The product complies with the required standards of quality 
----------------------------------------------------------------------_. 
Ref :ETH No.90211/HE 

I Wr-kllA lot-t ~ 
AU~HORISED SIGNATORY 

QUALITY CONTROL 

-------------------------------Hoechst • 
Hoechsl Roussel Vet 
A Member of die Hoc:chst Group 
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iran 3. 

IALISIS KOMPARASI SPIKING VS. TANPA SPIKING 

Case Processing SunnaIy 

Cases 
Vaid TOC8l 

N Percent N Pefcent N Patent 
pilcing.2= 
splicing *1=&*ses. 10 23.3% 33 76.7% 43 100.0% 
IIktUcses 

t=St*ses. 0= Tat 
Ucses 

.00 1.00 Total 
pildng.2= 1.00 5 5 
&pieing 2.00 5 5 

5 5 10 

~.~ ~~ ExactSig. 
Value df (141ed) 

IIICJII CIJi.Squtn 10.OCJOD t .002 
iIUly COnec:Iic)dII 6.400 1 .011 
haodRalio 13.863 t .000 
It's Exact Test .008 .004 .. ~ 9.000 1 .003 dation 
validCases 10 
:omputed anIy far a 2lc2 table 

. ce.s (100."') have upec:ted ccx.nt less than 5. The minimufil upecI8d CCMIt is 2.50. 
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