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VALIDASI METODE BIOANALISIS  

KARBAMAZEPIN DAN KARBAMAZEPIN 10,11-EPOKSIDA 

DALAM SPIKED-PLASMA MENGGUNAKAN 

KROMATOGRAFI CAIR KINERJA TINGGI (KCKT) 

DENGAN DETEKTOR PHOTODIODE ARRAY 

REZA HADISUTJIPTO 

PROGRAM STUDI FARMASI 

INTISARI 

Karbamazepin (CBZ) adalah obat antikonvulsan indeks terapetik sempit dengan 

resiko toksisitas yang tinggi dan memiliki metabolit aktif berupa karbamazepin 

10,11-epoksida (CBZE) yang dapat meningkatkan efek antikonvulsan dan resiko 

toksisitas selama terapi. TDM adalah salah satu cara yang dilakukan untuk 

memantau kadar CBZ dan CBZE didalam darah untuk memberikan efektivitas 

terapi yang maksimal. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan metode bioanalisis 

CBZ dan CBZ-E yang valid dan dapat digunakan sebagai alternatif dalam aplikasi 

TDM. Metode yang digunakan adalah KCKT-DAD dengan parameter yang 

didasarkan pada kriteria Food Drug Administration (FDA) Guidance for Industry 

Bioanalytical Method Validation. Sistem yang digunakan UHPLC-DAD dengan 

panjang gelombang 210 nm, fase diam kolom C18-RP (250 mm x 4,6 mm, 5 µm), 

fase gerak akuabidest dan metanol (37:63 v/v), laju alir 1 mL/menit dengan teknik 

elusi bersifat isokratik. Preparasi sampel diawali dengan pengendapan protein 

menggunakan asetonitril dan metode ekstaksi cair-cair menggunakan heksan. Hasil 

uji linearitas CBZ dan CBZE menunjukkan nilai r = 0,9945 dan 0,9854 dengan 

rentang kadar 3-40 µg/mL. Hasil uji selektivitas CBZ dan CBZE menunjukkan nilai 

%diff  yang didapatkan ≤5,03% dan ≤19,06%  dengan nilai %CV  3,31% dan 

3,91%. Nilai hasil uji akurasi (%diff) CBZ dan CBZE adalah ≤7,04% dan ≤11,43% 

dengan hasil presisi (%CV) dalam pengujian within-run diperoleh nilai ≤9,65% dan 

≤7,19% serta between-run dengan nilai rerata %CV ≤9,65% dan ≤10,54%. Hasil 

rerata perolehan kembali adalah ≥87,56%. Hasil yang didapatkan menunjukkan 

bahwa metode yang digunakan sesuai dengan kriteria FDA sehingga dapat 

digunakan sebagai alternatif dalam pelaksanaan TDM di Indonesia. 

Kata Kunci: Karbamazepin, metabolit, KCKT-DAD, Validasi, Plasma  
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VALIDATION OF CARBAMAZEPINE AND 

CARBAMAZEPINE 10,11-EPOXIDE BIOANALYSIS METHOD 

IN SPIKED-PLASMA USING HIGH-PERFORMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY (HPLC) WITH PHOTODIODE ARRAY 

DETECTOR 

 

REZA HADISUTJIPTO 

DEPARTMENT OF PHARMACY 

ABSTRACT 

Carbamazepine (CBZ) is a narrow therapeutic index anticonvulsant drug with a 

high risk of toxicity and has an active metabolite in the form of Carbamazepine 

10,11-Epoxide (CBZ-E) which can increase anticonvulsant effects and risk of 

toxicity during therapy. TDM is one technique used to monitor CBZ and CBZ-E 

levels in the blood to provide maximum therapeutic effectiveness. The purpose of 

this study is to obtain a valid CBZ and CBZ-E bioanalysis method and appropriate 

to be used as an alternative in TDM applications. The method used is KCKT-DAD 

with parameters based on the Food Drug Administration (FDA) Guidance for 

Industry Bioanalytical Method Validation criteria. The system used is UHPLC-

DAD with a wavelength of 210 nm, stationary phase C18-RP column (250 mm x 

4,6 mm, 5 µm), aquabidest and methanol (37:63 v/v) mobile phase, flow rate of 1 

mL/minutes with isocratic elution techniques. Sample preparation begins with 

deproteination using acetonitrile and liquid-liquid extraction method using hexane. 

The results of the CBZ and CBZE linearity test showed the value of r = 0,9945 and 

0,9854 with a range of levels of 3-40 µg / mL. CBZ and CBZE selectivity test 

results showed the value of %diff obtained ≤5,03% and ≤19,06% with a value of 

%CV 3,31% and 3,91%. The value of the accuracy-test results (%diff) CBZ and 

CBZE is ≤7,04% and ≤11,43% with precision results (%CV) in the within-run test 

obtained values ≤9.65% and ≤7.19% and between-run test with an average value of 

%CV ≤9,65% and ≤10,54%. The average recovery rate was ≥87,56%. The results 

obtained indicate that the method used is in accordance with FDA criteria and 

appropriate to be used as an alternative in implementing TDM in Indonesia. 

Keyword: Carbamazepine, Metabolite, HPLC-DAD, Validation, Plasma  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Epilepsi merupakan suatu gangguan sistem saraf dengan jumlah kasus yang 

cukup tinggi di dunia baik di negara maju maupun berkembang. Pada tahun 2013, 

didapatkan tingkat kejadian kasus baru epilepsi sebanyak 21,2% dari 2288 laporan 

yang tercatat di beberapa rumah sakit di Indonesia (PERDOSSI, 2014). Salah satu 

antikonvulsan yang banyak digunakan dan termasuk ke dalam formularium 

nasional Indonesia adalah karbamazepin. Walaupun digunakan sebagai terapi awal 

pilihan pada epilepsi, karbamazepin termasuk obat dengan indeks terapetik sempit 

(4-12 µg/mL) dan memiliki profil farmakokinetik yang bervariasi (Greenberg et al., 

2016; Tolou‑Ghamari et al., 2013).   

Dalam praktik klinis, terdapat beberapa faktor yang dapat mengakibatkan 

perubahan profil farmakokinetik karbamazepin seperti umur, jenis kelamin, dan 

terapi yang didapatkan pasien baik monoterapi maupun kombinasi (Tolou‑Ghamari 

et al., 2013). Sifat auto-inducer dari karbamazepin dapat menjadi salah satu faktor 

berpengaruh dalam terapi dan dapat meningkatkan waktu untuk mencapai 

konsentrasi kadar tunak dalam darah ataupun menurunkan efektifitas terapi yang 

dihasilkan juga meningkatkan clearance seiring berjalannya terapi (DiPiro et al., 

2017; Tolou‑Ghamari et al., 2013). Selain itu, hasil metabolisme karbamazepin 

yaitu karbamazepin 10,11-epoksida dapat mempengaruhi hasil terapi dikarenakan 

efek antikonvulsan yang dihasilkannya dan dimungkinkan dapat memberikan efek 

toksik jika tidak terpantau dengan baik (DiPiro et al., 2017; Bertillson et al, 1986). 

Pada penelitian sebelumnya, ditemukan bahwa konsentrasi karbamazepin 10,11-

epoksida di dalam darah manusia pada kondisi steady-state setara dengan 20-25% 

dari kadar karbamazepin pada saat dilakukannya monoterapi (Tonic-Ribarska et al, 

2012).  Pemberian dosis individual karbamazepin merupakan salah satu tindakan 

yang dapat dilakukan untuk memaksimalkan efek terapi dengan monitoring kadar 

obat di dalam darah dengan tujuan menimimalkan resiko toksisitas maupun 

subterapi pada pasien. 
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Aplikasi bioanalisis dalam monitoring kadar karbamazepin dan 

karbamazepin 10,11-epoksida dalam darah di Indonesia masih sedikit dan belum 

dapat dijalankan secara menyeluruh baik di fasilitas kesehatan tingkat 1-3 maupun 

laboratorium  klinik. Pada penelitian sebelumnya, analisis kadar senyawa 

karbamazepin dan  metabolitnya pada sampel biologis telah dilakukan dengan 

beberapa metode analisis menggunakan instrumen seperti kromatografi cair kinerja 

tinggi, kromatografi gas, spektrofotometer, dan fluorescence polarization 

immunoassay. Beberapa diantaranya memberikan hasil yang kurang baik, 

membutuhkan preparasi yang cukup lama, dan memerlukan biaya yang cukup besar 

(Datar et al, 2014). Pada penelitian sebelumnya, penggunaan kromatografi cair 

kinerja tinggi menggunakan detektor UV pada bioanalisis karbamazepin dilaporkan 

telah memberikan hasil yang lebih baik dan lebih efisien dibandingkan dengan 

metode lainnya (Datar et al, 2014; Serralheiro et al., 2013). Selain menggunakan 

detektor UV, bioanalisis karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida juga 

dapat dilakukan dengan menggunakan metode KCKT detektor DAD (Budikayanti 

et al, 2017). Hasil analisis yang dihasilkan memberikan pemisahan yang lebih baik 

dan sensitif jika dibandingkan dengan detektor UV dan fluoresensi, serta dapat 

membaca beberapa senyawa dalam analit yang memiliki panjang gelombang yang 

berbeda secara simultan dalam sekali proses. Pada penelitian sebelumnya, banyak 

diantaranya hanya dilakukan untuk menganalisis karbamazepin tunggal dan tidak 

sedikit juga berupa simultan baik dengan antiepilepsi lainnya maupun metabolit 

dari karbamazepin dalam matriks biologis seperti plasma, serum, urin, ASI, dan 

saliva (Andonie et al., 2017; Budikayanti et al., 2017; Djordjevic et al., 2009; 

Fortuna et al.,2010; Gandjar & Rohman, 2012; Kadioglu et al., 2005; Oh et al., 

2006; Serralheiro et al., 2013; Tonic–Ribarska et al., 2011). Walaupun suatu 

metode bioanalisis yang telah dilakukan memberikan hasil yang baik, data yang 

dihasilkan dari metode yang digunakan dapat berbeda baik antar perlakuan dan 

pengembangan metode yang dilakukan. Hal ini dapat disebabkan karena adanya 

perbedaan akibat beberapa faktor seperti lingkungan, kondisi instrumen, maupun 

faktor personalia pada proses bioanalisis. Pengembangan metode bioanalisis dapat 

menjadi salah satu faktor terkontrol yang dapat meningkatkan hasil bioanalisis yang 
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dilakukan. Untuk meminimalkan perbedaan hasil yang diperoleh pada suatu metode 

bioanalisis, dapat dilakukan validasi metode sebagian untuk memberikan hasil yang 

reproducible dan reliable dengan kriteria yang telah ditetapkan sebelumnya.   

Oleh karena itu, penelitian ini penting dilakukan untuk mendapatkan 

validasi metode bioanalisis karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam 

plasma secara simultan untuk memantau kadarnya selama terapi menggunakan 

metode KCKT dengan detektor DAD yang dapat diterima dan diterapkan dalam 

proses Therapeutic Drug Monitoring (TDM) di Indonesia. 

1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana validasi metode bioanalisis karbamazepin dan metabolitnya 

kabamazepin 10,11-epoksida dalam spiked-plasma dalam metode bioanalisis 

menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) detektor DAD berdasarkan 

kriteria Food Drug Administration (FDA) Guidance for Industry Bioanalytical 

Method Validation? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Mengetahui validasi metode bioanalisis karbamazepin dan metabolitnya 

karbamazepin 10,11-epoksida dalam spiked-plasma dalam metode bioanalisis 

menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) detektor DAD berdasarkan 

kriteria Food Drug Administration (FDA) Guidance for Industry Bioanalytical 

Method Validation. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Dapat menambah wawasan mengenai metode bioanalisis karbamazepin 

dan karbamazepin 10,11-epoksida pada matriks biologis plasma 

menggunakan KCKT-DAD dengan penggunaan standar internal propil 

paraben. 

1.4.2 Dapat mengetahui dan memberikan metode bioanalisis yang tervalidasi 

sehingga dapat digunakan sebagai salah satu alternatif yang dapat 

diaplikasikan dalam Theraupetic Drug Monitoring (TDM) di Indonesia. 
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BAB II 

STUDI PUSTAKA 

2.1 Tinjauan pustaka 

2.1.1 Karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida 

Karbamazepin adalah senyawa trisiklik dengan rumus molekul C15H12N2O 

yang digunakan sebagai terapi bangkitan parsial pada epilepsi (Tolou‑Ghamari et 

al., 2013). Karbamazepin bekerja dengan menghambat kemampuan neuron untuk 

mempertahankan aksi potensial secara berulang pada kanal natrium. Selain itu, 

karbamazepin dapat juga menghambat eksitasi neurotransmiter dengan 

menghambat kanal natrium pre-sinaps dan menurunkan transmisi sinaptik 

neurostransmiter (Datar, 2015). 

 

 

Gambar 2.1 (a) Struktur karbamazepin dan (b) karbamazepin 10,11-epoksida  

Metabolit utama karbamazepin adalah karbamazepin 10,11-epoksida yang 

dilaporkan pada riset sebelumnya memiliki aktivitas antikonvulsan yang dapat 

mempengaruhi efektifitas terapi (DiPiro et al., 2014; Bertilsson et al, 1986). 

Mekanisme kerja karbamazepin epoksida masih belum diketahui secara pasti tetapi 

dimungkinkan memiliki efek terapi yang hamper sama dengan karbamazepin 

(Bertilsson et al, 1986). Sebagian besar pasien yang mendapat terapi karbamazepin 

memiliki kadar karbamazepin 10,11-epoksida dalam kondisi tunak berkisar 15% 

hingga 20% dari total konsentrasi karbamazepin. Kadar terapetik untuk 

karbamazepin 10,11-epoksida belum diketahui secara pasti namun pada umumnya

(a) (b) 
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berkisar antara 0,4-4 µg/mL. Kadar karbamazepin 10,11-epoksida disarankan tidak 

lebih dari 9 µg/mL selama terapi (Burianová and Bořecká, 2015). 

Tabel 2.1 Sifat fisikokimia karbamazepin (DEPKES RI, 2014) 

Sifat Fisikokimia 

Pemerian Serbuk hablur putih sampai hampir putih 

Kelarutan 
Praktis tidak larut dalam air, larut dalam etanol dan 

aseton 

Bobot molekul 236,27 g/mol 

Log P 2.3 

pKa 13.9 

Titik lebur 189°C-193°C 

Penelitian yang dilakukan oleh Moreland et all menyatakan bahwa terdapat 

adanya perbedaan profil farmakokinetik pada anak yang menjalani terapi 

menggunakan karbamazepin, dimana pasien yang telah menerima terapi 

karbamazepin pada jangka panjang memiliki waktu paruh eliminasi (T1/2) dan 

klirens (Cl) yang lebih cepat dibandingkan pada saat awal terapi. Perubahan profil 

farmakokinetik tersebut dapat mempengaruhi konsentrasi steady state, dimana 

dapat menurunkan konsentrasi steady state rata-rata (Cssav) obat. 

Tabel 2.2 Profil farmakokinetika karbamazepin (Tolou‑Ghamari et al., 2013) 

Profil farmakokinetika 

Bioavaibilitas (F) 75-85% 

Volume distribusi (Vd) 0.8-1.2 L/kg 

Ikatan protein 75-90% 

Waktu puncak (tmax) 4-8 jam 

Kadar terapetik dalam plasma (C) 4-12 mg/mL 

Waktu paruh (t1/2) 3-5 minggu 

 

2.1.2 Kromatografi cair kinerja tinggi 

KCKT merupakan suatu instrumen dengan metode pemisahan senyawa 

berdasarkan perbedaan interaksi migrasi analit karena terdapat perbedaan koefisien 
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distribusi pada masing-masing senyawa di di dalam fase gerak dan fase diam. 

Prinsip kerja KCKT diawali dengan elusi fase gerak yang mengalir dengan bantuan 

pompa akan melewati kolom yang berisi fase diam kemudian analit yang 

dimasukkan akan mengalami pemisahan berdasarkan interaksinya dengan fase 

diam dan fase gerak (Gandjar & Rohman, 2012). Dalam sistem KCKT, beberapa 

komponen yang perlu diperhatikan dan dapat dilakukan optimasi adalah kolom, 

detektor, dan fase gerak yang digunakan. 

a. Fase gerak 

Fase gerak terdiri atas campuran pelarut yang berperan dalam daya elusi 

dan resolusi. Fase gerak terbagai menjadi 2, yaitu fase normal atau normal 

phase (fase diam lebih polar dibandingkan dengan fase gerak) di mana 

kemampuan elusi meningkat sebanding dengan meningkatnya polaritas pelarut 

dan kepolaran fase diam lebih tinggi dibandingkan dengan fase geraknya. 

Sedangkan fase terbalik atau reversed phase, di mana  kemampuan elusi 

menurun seiring meningkatnya polaritas pelarut dan kepolaran fase diam lebih 

rendah dibandingkan dengan fase geraknya (Gandjar & Rohman, 2012).  

b. Kolom 

Kolom merupakan tempat proses terjadinya pemisahan senyawa yang 

dianalisis di dalam KCKT. Pada umumnya, kolom terbuat dari stainless steel 

dan berisi fase diam berupa silika yang dimodifikasi secara kimiawi ataupun 

silica yang tidak dimodifikasi (Gandjar & Rohman, 2012). 

c. Detektor 

Detektor diperlukan untuk mendeteksi adanya analit yang terdapat 

dalam kolom juga mengukur jumlah analit di dalam sampel. Karakteristik 

detektor dapat diterima adalah memiliki respon yang sesuai terhadap analit, 

memiliki tingkat presisi yang baik, mempunyai sensitivitas yang tinggi, stabil, 

mempunyai volume sel yang kecil sehingga mampu meminimalkan pelebaran 

pita, dan sinyal yang dihasilkan berbanding lurus dengan konsentrasi solut pada 

kisaran yang luas serta tidak peka terhadap perubahan suhu dan kecepatan 

elusi. Beberapa detektor yang dapat digunakan pada KCKT yaitu : 

1) Detektor ultraviolet-visibel (UV-Vis) 
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Detektor ini didasarkan pada penyerapan radiasi suatu senyawa yang 

memiliki gugus kromofor yang dapat menyerap radisai sinar ultraviolet 

(UV) dan sinar tampak (Vis) pada panjang gelombang 190-800 nm 

(Gandjar & Rohman, 2012). 

2) Detektor photodiode array (PDA) 

Detektor PDA merupakan suatu variasi dari detektor uv dengan 

beberapa kelebihan diantaranya adalah dapat memberikan beberapa hasil 

kromatogram secara bersamaan pada panjang gelombang yang berbeda 

dalam sekali proses dan dapat digunakan untuk menentukan panjang 

gelombang maksimal untuk sistem yang digunakan (Gandjar & Rohman, 

2012).  

3) Detektor fluoresensi 

Detektor ini didasarkan pada pembacaan hasil emisi yang dihasilkan 

oleh suatu senyawa akibat terjadinya penyerapan radiasi sinar UV ataupun 

visibel pada panjang gelombang tertentu. Detektor flueresensi bersifat 

sangat sensitif karena hanya dapat membaca senyawa yang dapat 

berpendar atau berfluorosensi. Kelemahan detektor ini adalah kecilnya 

rentang linearitas yang dihasilkan yakni 10-100 nm dibandingkan detektor 

lainnya (Gandjar & Rohman, 2012). 

4) Detektor indeks bias 

Detektor ini bersifat universal dan mampu memberikan respon dari 

setiap perbedaan indeks bias antara suatu analit dengan pelarutnya. 

Kelemahan detektor ini adalah terdapatnya faktor-faktor yang dapat 

mempengaruhi indeks bias seperti suhu dari analit, fase gerak, kolom, 

maupun detektor yang digunakan. Kelebihan detektor ini adalah 

kemampuannya yang baik dalam menganalisis senyawa-senyawa yang 

tidak memiliki gugus kromofor (Gandjar & Rohman, 2012). 

5) Detektor elektrokimia 

Prinsip kerja detektor elektrokimia didasarkan pada sifat 

elektrokimia dari suatu senyawa yang mengalami perubahan ionisasi 

akibat reaksi oksidasi maupun reduksi senyawa pada proses analisis. 
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Kelebihan detektor ini adalah memiliki tingkat kepekaan yang tinggi tetapi 

memerlukan tingkat ketrampilan yang tinggi untuk mendapatkan hasil 

yang baik (Gandjar & Rohman, 2012).  

2.1.3 Validasi Metode Bioanalisis 

Validasi metode bioanalisis dilakukan untuk membuktikan bahwa metode 

yang digunakan untuk pengukuran kuantitatif analit dalam sampel biologis dapat 

dipercaya. Menurut Food Drug Administration (FDA) validasi metode bioanalisis 

dibedakan menjadi 3 yaitu : 

a. Validasi Penuh (Full Validation) 

Validasi penuh dilakukan untuk mengetahui validitas metode dari suatu 

metode yang baru dilakukan seperti analisis untuk penemuan obat baru, 

pengembangan dan penggunaan metode bioanalisis pertama kali, dan 

penambahan metabolit pada uji kuantifikasi yang sudah ada (FDA, 2018). 

b. Validasi Sebagian (Partial Validation) 

Validasi sebagian adalah proses validasi yang digunakan untuk 

mengevaluasi metode bioanalisis yang telah tervalidasi. Hal ini bertujuan untuk 

menilai kembali metode yang digunakan dengan adanya perubahan/modifikasi 

metode analisis yang dilakukan seperti personalia, intrumen, sampel, dan 

preparasi yang dilakukan (FDA, 2018).  

c. Validasi Silang (Cross Validation) 

Validasi silang adalah proses validasi yang dilakukan untuk 

membandingkan parameter validasi antar dua atau lebih metode bioanalisis 

digunakan untuk data yang sama atau data yang berbeda (FDA, 2018).  

Parameter validasi metode bioanalisis menurut Food Drug Administration 

(FDA) yaitu : 

a. Selektifitas 

Selektifitas yaitu kemampuan suatu metode untuk mengkuantifikasi atau 

membedakan senyawa yang akan dianalisis dengan senyawa lain yang 

terkandung di dalam sampel. Selektivitas dilakukan dengan cara dilakukan 

analisis sampel blanko atau matriks biologis yang digunakan dari 6 sumber 

yang berbeda. Keberterimaan selektivitas diukur pada konsentrasi Lower Limit 
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of Quantification (LLoQ) dengan syarat nilai CV ± 20% dari kadar yang 

terbaca  (FDA, 2018). 

b. Akurasi 

Akurasi yaitu kedekatan hasil metode analisis dengan hasil atau 

konsentrasi analit yang sebenarnya. Akurasi dihitung mengginakan rasio kadar 

analit yang diperoleh pada suatu pengukuran dengan spiked pada suatu sampel 

yang telah diketahui seri kadarnya/ nilai sebenarnya. Akurasi diukur 

menggunakan sampel yang sudah diketahui konentrasi analitnya, dengan 

minimal 3 konsentrasi yaitu  konsentrasi QC kurva kalibrasi dengan 5 kali 

replikasi yang berbeda. Akurasi dinyatakan dengan nilai rata-rata yang tidak 

menyimpang dari ±15% dari nilai sebenarnya sedangkan LLoQ tidak boleh 

menyimpang ±20% dari nilai sebenarnya (FDA, 2018). 

c. Presisi 

Presisi menggambarkan kedekatan hasil analisis yang dilakukan 

terhadap suatu analit yang dilakukan secara berulang dari suatu sampel. Presisi 

diukur menggunakan sampel yang sudah diketahui konentrasi analitnya dengan 

minimal 3 konsentrasi yaitu  konsentrasi QC kurva kalibrasi dengan 5 kali 

replikasi yang berbeda pada hari yang berbeda. Presisi atau ketepatan 

dinyatakan dengan tiap tingkat konsentrasi tidak lebih dari 15% dari koefisien 

variasi (CV) sedangkan nilai LLoQ tidak lebih dari 20% nilai CV (FDA, 2018).  

d. Recovery (perolehan kembali) 

Perolehan kembali menggambarkan respon detektor terhadap analit 

yang ditambahkan dalam matriks biologis terhadap proses ekstraksi dan respon 

detektor dengan konsentrasi sebenarnya (true value). Nilai dari perolehan 

kembali  menggambarkan efisiesi proses ekstraksi yang dilakukan dimana hasil 

yang didapatkan tidak disyaratkan tepat 100% tetapi harus konsisten, dan 

memiliki tingkat keterulangan yang baik. (FDA, 2018). 

e. Kurva kalibrasi 

Kurva kalibrasi yaitu untuk mengetahui respon instrumen terhadap 

konsentrasi analit yang sudah diketahui. Kurva kalibrasi terdiri dari blanko 
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sampel, zero calibrator, dan dengan 6-8 spiked-sampel dengan rentang 

konsentrasi tertentu termasuk LLoQ. 

2.1.4 Standar internal 

Standar internal adalah senyawa yang digunakan sebagai Penggunaan 

internal standar dalam proses bianalisis terutama pada proses penentuan kadar 

analit dalam sampel biologis memiliki peranan penting. internal standar digunakan 

sebagai pembanding dari analit yang digunakan dimana memiliki sifat-sifat yang 

serupa dengan senyawa yang dianalisis, tidak menggangu proses analisis, dan 

mudah didapatkan (Gandjar & Rohman, 2012). Menurut Imre et all, penggunaan 

internal standar dapat memberikan gambaran terhadap proses yang dilakukan 

terutama pada preparasi sampel yang membutuhkan waktu yang lama dan 

mengalami penurunan/ kehilangan kadar analit selama preparasi. Pada penelitian 

sebelumnya,  digunakan internal standar untuk meningkatkan hasil yang diperoleh 

terutama pada penilaian teknik ekstraksi yang digunakan. Pada penelitian 

sebelumnya, digunakan berbagai standar internal sebagai pembanding dalam proses 

bioanalisis karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida, seperti fenitoin, propil 

paraben, lacosamide, dan ketoprofen (Ates et al, 2007; Andonie et all, 2017; 

Budikayanti, 2017; Ferreira et al, 2014).  

2.1.5 Sifat fisikokimia propilparaben 

 

Gambar 2.2 Struktur kimia propilparaben 

 Propilparaben/Nipasol memiliki rumus molecular C10H12O3 dengan bobot 

molekul 180,20 g/moL. Propilparaben berbentuk serbuk atau hablur kecil dan tidak 

berwarna. Kelarutan propylparaben sangat sukar larut dalam air, mudah larut dalam 

etanol dan eter. Propil paraben memiliki titik lebur dengan rentang 96ºC-99ºC 

(DEPKES RI, 2014). 
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2.2 Landasan teori 

Karbamazepin adalah salah satu obat yang perlu dilakukan monitoring 

secara bertahap karena sifatnya yang dapat menpengaruhi metabolismenya sendiri 

dan memiliki indeks terapi yang sempit. Adapun metabolit aktif dari karbamazepin 

yaitu karbamazepin 10,11-epoksida yang memiliki efek anti konvulsan yang dapat 

meningkatkan efektifitas karbamazepin selama terapi. Pada penelitian sebelumnya, 

telah dilakukan berbagai metode bioanalisis dalam menentukan kadar 

karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida di dalam plasma. Metode yang 

digunakan adalah spektrofotometer, kromatografi gas, immunoassay, dan KCKT. 

Dari hasil penelitian sebelumnya, dibuktikan bahwa penggunaan metode 

bioanalisis memberikan hasil yang baik dibandingkan dengan metode lainnya. 

KCKT memiliki teknik pemisahan dan tingkat sensitifitas yang baik dimana 

bergantung pada kondisi sifat senyawa yang dianalisis dan sistem yang digunakan. 

Pada penelitian sebelumnya, proses bioanalisis karbamazepin dan metabolitnya 

dilakukan dengan tahapan deproteinasi dan ektraksi senyawa. Beberapa teknik yang 

dilakukan untuk mengektraksi karbamazepin dan metabolitnya bermacam-macam. 

Salah satunya adalah dengan menggunakan sistem HPLC dengan detektor UV 

menggunakan fase diam C18 dengan fase gerak berupa pelarut campuran berupa 

metanol, air, asetonitril, dan TEA yang memberikan hasil validasi yang cukup baik 

tetapi dengan waktu retensi yang cukup lama (Serralheirro, 2017). Adapun  

penelitian lainya menggunakan sistem KCKT-DAD menggunakan fase diam C18 

dengan fase gerak berupa pelarut campuran metanol dan asetonitril dan 

memberikan hasil yang baik pada bioanalisis karbamazepin tetapi analisis yang 

dilakukan hanya ditujukan pada 1 senyawa saja yaitu karbamazepin  (Budikayanti, 

2017). Beberapa penelitian bioanalisis karbamazepin dalam plasma menggunakan 

KCKT tertera pada tabel 2.3.   

Dari uraian tersebut, dapat dilakukan pengembangan metode bioanalisis  

analisis karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida yang memerlukan 

validasi metode untuk meningkatkan hasil yang didapatkan sebelumnya. 

Pengembangan metode dilakukan dengan sistem kromatografi cair kinerja tinggi 

dengan detektor photodiode array dengan fase diam berupa kolom C18-reversed 
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phased (Sunfire, 250 x 0,46 mm, 5 µm) dan fase gerak dengan perbandingan yang 

beragam terdiri dari akuabides dan metanol dengan kecepatan elusi 1 mL/menit 

bersifat isokratik. Preparasi sampel yang digunakan terdiri dari deproteinasi 

menggunakan asetonitril dan ektraksi cair-cair menggunakan heksan dengan 

penambahan standar internal berupa propil paraben sebagai pembanding dalam 

proses analisis. Penelitian ini bertujuan untuk memberikan metode bioanalisis yang 

telah dimodifikasi dari penelitian sebelumnya dengan memberikan hasil yang valid 

berdasarkan kriterian dan dapat digunakan dalam therapeutic drug monitoring pada 

terapi epilepsi di Indonesia. 
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Tabel 2.3 Penelitian bioanalisis karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam plasma menggunakan metode KCKT 

 

Detektor 
Fase 

Diam 

λ 

Maksimal 

(nm) 

Fase Gerak 

Waktu retensi 

(menit) 

CBZ CBZ-E 

Dzodic et all. 2012 DAD C18 210 
ACN : NaH2PO4  

(30:70) 
1 - 

Tonic et all. 2011 DAD C18 220 
ACN : Air 

(35:65) 
2,8 - 

Budikayanti et all. 2017 DAD C18 220 
ACN : Air 

(50:50) 
3,5 - 

Kadioglu et all. 2005 DAD C18 220 
ACN : Air 

(30:70) 
8,2 - 

Andonie et all. 2017 MS C18 - 
Air : MeOH 

(35:65) 
2,2 1,6 

Mowavy et all. 2012 UV C18 285 
Air : MeOH 

(50:50) 
7,75 - 

Devandla et all. 2015 DAD C8 285 
Air : MeOH 

(50:50) 
8,01 - 

Shinoyama et all. 2000 UV C8 285 
ACN : 0.5% KH2PO4 

(33:67) 
5 8 

Fortuna et all. 2010 UV C18 235 Air : MeOH : ACN (64:30:6) 2,8 6,98 

Oh et all. 2006 UV C18 210 ACN : MeOH : Air (18:19:63) 3 2 

Serralheiro et all. 2013 UV C18 237 
Air : MeOH : ACN : TEA 

(68.7:25:6:0.3) 
15 5,5 
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2.3 Hipotesis 

Metode bioanalisis karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam 

spiked-plasma tervalidasi dan sesuai dengan  kriteria yang telah ditetapkan oleh 

Food Drug Administration dalam Guidance for Industry Bioanalytical Method 

Validation. 

 

2.4 Kerangka konsep penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3  Kerangka Konsep Penelitian 

 

 

 

 

Preparasi sampel plasma dan larutan stok 

Pembuatan dan penetapan fase gerak, seri kadar, kurva baku, 

dan linearitas 

Analisis hasil 

Validasi metode bioanalisis meliputi parameter akurasi, presisi, % 

recovery, dan selektivitas. 



   

 

15 
 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan matriks 

biologi dari tubuh manusia berupa plasma darah yang dilakukan secara in vitro. 

3.2 Subyek Penelitian 

Subyek penelitian merupakan plasma darah yang diperoleh dari Palang 

Merah Indonesia Kabupaten Sleman, Yogyakarta yang telah memenuhi syarat dan 

ketentuan. Kriteria inklusi yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai 

berikut : 

1. Pendonor merupakan orang sehat baik laki-laki/ perempuan dengan rentang 

usia 17–60 tahun 

2. Pendonor tidak menggunakan/ memiliki riwayat penggunaan obat selama 7 

hari sebelumnya  

Kriteria ekslusi penelitian, yaitu : 

1. Plasma yang digunakan mengalami proses degradasi dan tidak stabil. 

2. Plasma mengandung kandungan senyawa yang tidak diketahui dan dapat 

menjadi faktor penggangu selama proses analisis. 

3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat 

Alat yang digunakan berupa alat-alat gelas (gelas beker, labu ukur, vial, 

gelas ukur, pipet tetes) (Pyrex®), microsyringe filter 0.45 μL (Acrodisc® LC 

PVDF), mikropipet (Finnpipette®, Thermo Scientific), neraca analitik (Mettler® 

Toledo XS 205), sentrifugator, seperangkat alat KCKT detektor DAD (Dionex 

Ultimate 3000), spindown (Biosan® MSC-6000),  ultrasonikator (Branson® 5510) 

dan vortex (IKA® MS 3 Digital).
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3.3.2 Bahan 

Bahan yang digunakan berupa alumunium foil (Klin® Pak), aquabidest 

(Ikapharmindo), asetonitril (grade pro analisis, JT. Baker), metanol (grade HPLC, 

JT. Baker), heksan (grade pro analisis, JT. Baker), plasma darah (PMI Sleman), 

standar karbamazepin (grade BPFI, BPOM), standar karbamazepin 10,11-epoksida 

(grade farmasetis, Sigma-Aldrich), standar propil paraben (grade farmasetis, Brata-

Chem), tabung effendorf 1 mL, blue tip, dan yellow tip (Axygen®). 

3.4 Langkah Penelitian 

3.4.1 Pembuatan larutan stok 

Pembuatan larutan stok standar 500 µg/mL dilakukan dengan ditimbang 

dengan secara seksama masing-masing sebanyak 5 mg karbamazepin, 5 mg 

karbamazepin 10,11-epoksida dan 5 mg internal standar propil paraben kemudian 

dilarutkan ke dalam labu ukur 10 mL yang berbeda menggunakan metanol.  

3.4.2 Preparasi sampel plasma 

Diperoleh plasma darah dari Palang Merah Indonesia (PMI) dengan kriteria 

inklusi-eksklusi yang telah ditentukan sesuai dengan ketentuan PMI kabupaten 

Sleman, Yogyakarta.  

Preparasi sampel plasma dilakukan dengan dilakukan spiked karbamazepin 

karbamazepin 10,11-epoksida, dan standar internal dalam 500 μl plasma kemudian 

ditambahkan 500 μl acetonitril dan dilakukan resusitasi hingga homogen. 

Kemudian sampel di homogenkan kembali menggunakan vortex selama 3 menit 

dan dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 rpm. Dilakukan pemisahan 

supernatant yang diperoleh dari endapan yang dihasilkan.   

3.4.3 Ekstraksi cair-cair 

Diambil dan dimasukan 500 μl supernatant spiked-plasma darah ke dalam 

tabung effendorf, Ditambahkan metanol dengan perbandingan 1:1 kemudian di 

homogenkan selama 3 menit menggunakan vortex dan dilakukan sentrifugasi 

selama 10 menit pada 6000 rpm dan ditambahkan 500 µL heksan kemudian  di 

homogenkan selama 3 menit menggunakan vortex dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 6000 rpm selama 10 menit. Kemudian diambil lapisan kembali 



       17 

 

 
 

menggunakan microsyring filter 0,45 nm dan diinjeksikan 10 µL sampel ke alat 

KCKT-DAD. 

3.4.4 Kondisi kromatografi cair kinerja tinggi 

Dilakukan penentuan kondisi optimal pada UHPLC-DAD (Dionex 

Ultimate 3000) yang digunakan meliputi fase gerak, fase diam, panjang gelombang 

maksimal, waktu elusi, kecepatan elusi. Sistem kromatografi yang digunakan 

meliputi : 

a. Fase diam  : Kolom C18 – Reversed Phased (Sunfire 250 x 4,6  

                                mm, 5 µm) 

b. Fase gerak : Akuabides : Metanol (37:63 v/v) 

c. Detektor  : Photodiode Array (Dionex Ultimate 3000) 

d. λ  Maksimal  : 210 nm   

e. Laju alir  : 1,0 mL/menit 

f. Waktu elusi : 12 menit 

g. Volume injeksi : 10,0 µL 

3.4.5 Penentuan kurva kalibrasi  

Dilakukan preparasi sampel dengan membuat larutan seri kadar 

karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dengan konsentrasi  3; 5; 10; 15; 

20; 40 µg/mL dalam 500 µL plasma menggunakan larutan stok karbamazepin dan 

karbamazepin 10,11-epoksida. Kemudian ditambahkan 10 µg/mL propil paraben 

sebagai standar internal. Kemudian ditambahkan 500 μL acetonitril dan dilakukan 

resusitasi hingga homogen. Sampel di homogenkan kembali selama 3 menit 

kemudian dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 rpm dan dilakukan 

pemisahan supernatant yang diperoleh dari endapan yang dihasilkan. Diambil dan 

dimasukan 500 μL supernatant spiked-plasma darah ke dalam tabung effendorf, 

Ditambahkan metanol dengan perbandingan 1:1 kemudian dihomogenkan selama 

3 menit menggunakan vortex dan dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 

rpm. Ditambahkan 500 µL heksan kemudian dihomogenkan selama 3 menit 

menggunakan vortex dan dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm 

selama 10 menit.. Diambil lapisan metanol dan disaring menggunakan 

microsyringe filter 0,45 nm ke dalam vial. Kemudian diinjeksikan 10 µL sampel ke 
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alat KCKT-DAD. Dilakukan pengujian analit sebanyak 3 replikasi yang berbeda 

dan dilakukan analisis hasil yang diperoleh. Hasil yang diperoleh, digunakan untuk 

menentukan persamaan regresi linier y = bx + a. 

3.4.6 Penentuan selektivitas 

Disiapkan 6 larutan plasma darah yang berasal dari individu yang berbeda 

lalu ditambahkan karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dengan kadar 

terendah (3 dan 5 μg/mL) beserta standar internal berupa propil paraben dengan 

konsentrasi 10 μg/mL. Kemudian ditambahkan 500 μL acetonitril dan dilakukan 

resusitasi hingga homogen. Sampel dihomogenkan kembali selama 5 menit 

menggunakan vortex kemudian dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 

rpm dan dilakukan pemisahan supernatant yang diperoleh dari endapan yang 

dihasilkan. Diambil dan dimasukan 500 μL supernatant spiked-plasma darah ke 

dalam tabung effendorf kemudian ditambahkan metanol dengan perbandingan 1:1 

kemudian dihomogenkan menggunakan vortex selama 3 menit dan di lakukan 

sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 rpm dan ditambahkan 500 µL heksan 

kemudian dihomogenkan kembali selama 3 menit menggunakan vortex dan 

dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit.. Diambil 

lapisan metanol dan disaring menggunakan microsyringe filter 0,45 nm ke dalam 

vial. Kemudian diinjeksikan 10 µL sampel ke alat KCKT-DAD. Dilakukan 

perhitungan simpangan baku kembali (% CV) dan % diff. 

3.4.7 Penentuan akurasi dan presisi 

Dibuat larutan karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam 

spiked plasma masing-masing dengan kadar 5; 15; 24; 32 µg/mL dan 3; 9; 21; 32 

µg/mL dari larutan stok 500 µg/mL. Kemudian ditambahkan standar internal propil 

paraben dengan konsentrasi 10 µg/mL pada masing-masing sampel spike. 

Kemudian ditambahkan 500 μl acetonitril dan dilakukan resusitasi hingga 

homogen. Sampel dihomogenkan selama 3 menit menggunakan vortex kemudian 

dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 rpm dan dilakukan pemisahan 

supernatant yang diperoleh dari endapan yang dihasilkan. Diambil dan dimasukan 

500 μl supernatant spiked-plasma darah ke dalam tabung effendorf, Ditambahkan 

metanol dengan perbandingan 1:1 kemudian dihomogenkan menggunakan vortex 
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selama 3 menit dan dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 rpm. 

Kemudian ditambahkan 500 µL heksan dan dihomogenkan kembali selama 3 

menit. Dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit.. 

Diambil lapisan metanol dan disaring menggunakan microsyringe filter 0,45 nm ke 

dalam vial. Kemudian diinjeksikan 10 µL sampel ke alat KCKT-DAD. Dilakukan 

5 kali replikasi pada tiap kadar dan dilakukan uji selama 1 hari dengan 3 kali 

pengulangan di hari yang berbeda (within-run dan between-run), lalu dihitung nilai 

%diff untuk masing-masing kadar dalam satu kali analisis. 

3.4.8 Penentuan perolehan kembali (% recovery) 

Dibuat larutan karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam 

spiked plasma masing-masing dengan kadar 15; 24; 32 µg/mL dan 9; 21; 32 µg/mL 

dari larutan stok 500 µg/mL. Kemudian ditambahkan standar internal propil 

paraben dengan konsentrasi 10 µg/mL. Ditambahkan 500 μl acetonitril dan 

dilakukan resusitasi hingga homogen. Sampel dihomogenkan kembali selama 3 

menit menggunakan vortex dan dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada 6000 

rpm. Dilakukan pemisahan supernatant yang diperoleh dari endapan yang 

dihasilkan. Diambil dan dimasukan 500 μl supernatant spiked-plasma darah ke 

dalam tabung effendorf, Ditambahkan metanol dengan perbandingan 1:1 dan 

dihomogenkan menggunakan vortex selama 3 menit dan dilakukan sentrifugasi 

selama 10 menit pada 6000 rpm dan ditambahkan 500 µL heksan kemudian 

dihomogenkan kembali menggunakan vortex selama 3 menit dan disentrifugasi 

dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit.. Diambil lapisan metanol dan 

disaring menggunakan microsyringe filter 0,45 nm ke dalam vial. Kemudian 

diinjeksikan 10 µL sampel ke alat KCKT-DAD. Dilakukan pengujian sebanyak 3 

kali replikasi untuk masing–masing kadar. Kemudian dihitung persen perolehan 

kembali (%recovery). 

3.5 Analisis Hasil 

Dilakukan analisis untuk masing-masing pengujian yang dilakukan meliputi 

parameter validasi yang dilakukan yaitu akurasi, presisi, selektivitas, linearitas, dan 

perolehan kembali berdasarkan pada kriteria Guidance for Industry Bioanalystical 

Method Validation dari Food Drug Administration (FDA). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Kurva kalibrasi dan linearitas 

 Kurva kalibrasi merupakan kurva hubungan antara konsentrasi analit yang 

diketahui dengan luas area atau respon instrumen.  Dari kurva kalibrasi dapat 

diketahui nilai koefisien korelasi (r2) yang merupakan parameter untuk mengetahui 

linearitas suatu metode. Linearitas menilai kemampuan suatu metode untuk 

mendapatkan hasil uji yang berbanding lurus dengan konsentrasi analit dalam 

sampel. Hasil penelitian menghasilkan persamaan regresi linier karbamazepin dan 

karbamazepin 10,11-epoksida secara berurutan yaitu y = 0,1882 + 0,0234 (r = 

0,9945) dan  y = 0,2396x – 0,2442 (r = 0,9854). Berdasarkan hasil yang diperoleh 

menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang proporsional antara rasio respon area 

terbaca analit terhadap konsentrasi yang diukur. Hasil yang diperoleh cukup baik 

jika dibandingkan dengan penelitian sebelumnya dimana didapatkan koefisien 

korelasi ≥0,994 untuk kedua senyawa tersebut (Serralheiro, 2013). Nilai LoD atau 

batas minimal senyawa dapat terbaca baik karbamazepin dan karbamazepin 10,11-

epoksida adalah 2,73 dan 1,97 µg/mL, sedangkan nilai LoQ atau batas kuantifikasi 

yang diperoleh sebesar 8,29 dan 5,99 µg/mL. Hal ini menandakan bahwa metode 

ini dapat digunakan untuk mendeteksi kadar karbamazepin 10,11-epoksida dan 

karbamazepin yang memiliki rentang terapi 4-12 µg/mL dan 0,4-4 µg/mL dalam 

plasma pada konsentrasi minimal 2,73 dan 1,90 µg/mL dan terkuantifikasi pada 

konsentrasi 8,29 dan 5,99 µg/mL. Nilai LLoQ yang diperoleh untuk masing-masing 

analit yaitu 4,85 dan 2,99  µg/mL. LLoQ dapat digunakan sebagai kadar terendah 

dalam kurva baku dengan akurasi dan presisi yang dapat diterima.  

4.2 Selektivitas 

Selektivitas merupakan gambaran dari kemampuan suatu metode analisis 

dalam mengukur kadar analit pada sampel terhadap komponen lain yang menjadi 

faktor penggangu, terutama dalam matriks biologis seperti plasma darah. Pengujian 

selektivitas dilakukan menggunakan 6 sampel blanko plasma yang berasal dari 

individu yang berbeda yang kemudian dibandingkan dengan sampel yang telah di-
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spike dengan karbamazepin 10,11-epoksida, karbamazepin, dan internal standar 

pada konsentrasi LLoQ. Hasil pengukuran selektivitas terlampir pada Lampiran 8 

serta dijelaskan dalam tabel 4.1 berikut. 

Tabel 4.1. Hasil uji selektivitas karbamazepin dalam spiked-plasma 

Nilai 

Sebenarnya 

(µg/mL) 

Plasma 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

Rata-

rata 

kadar 

(µg/mL) 

SD CV (%) %diff 
 

 

5 

A 4,86 

4,97 0,16 3,31 

2,65  

B 5,25 5,03  

C 4,98 0,26  

D 4,78 4,31  

E 4,91 1,71  

F 5,06 1,37  

Berdasarkan Tabel 4.1, Hasil %CV yang diperoleh yaitu 3,31% dengan nilai 

%diff yang diperoleh yaitu 2,65; 5,03; 0,26; 4,31; 1,71 dan 1,37%. Hasil analisis 

analit karbamaepin yang didapatkan tidak mengalami perbedaan yang signifikan 

antara ke-6 matriks plasma yang digunakan, hal ini dapat menggambarkan bahwa 

metode yang digunakan dapat diterima dengan hasil yang cukup baik dan tidak 

terdapatnya faktor penggangu yang mempengaruhi hasil analisis yang dilakukan. 

Nilai CV dan %diff yang didapatkan telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh 

FDA yaitu tidak lebih dari 20% dari kadar terendah yang telah ditentukan (FDA, 

2018).  

Tabel 4.2. Hasil uji selektivitas karbamazepin 10,11-epoksida dalam spiked-

plasma 

 

Nilai 

Sebenarnya 

(µg/mL) 

Plasma 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

Rata-rata 

kadar 

(µg/mL) 

SD CV (%) %diff 
 

 

3 

A 2,90 

3,35 0,13 3,91 

3,26  

B 3,30 10,01  

C 3,57 19,06  

D 3,31 10,49  

E 3,38 12,90  

F 3,22 7,53  
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Berdasarkan Tabel 4.2, didapatkan hasil uji selektivitas karbamazepin 

10,11-epoksida denagn nilai %CV sebesar 3,91% dan %diff sebesar 3,26; 10,01; 

19,06; 10,49; 12,90 dan 7,53%. Hasil yang diperoleh cukup baik dimana nilai %CV 

dan %diff yang didapatkan telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA yaitu 

tidak lebih dari 20% kadar terendah yang telah ditentukan (FDA, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Overlay profil kromatogram blanko plasma karbamazepin, 

karbamazepin 10,11-epoksida, dan IS dengan 6 plasma yang berbeda. 

Keterangan : Spiked-plasma konsentrasi LLoQ; fase diam C18-RP; fase gerak akuabides : 

methanol 37:63 (v/v); laju alir 1 mL/menit; λ 210 nm; dan volume injeksi 10 µL 

 

4.3 Akurasi 

Akurasi adalah parameter yang menggambarkan kedekatan hasil pengujian 

dengan kadar sebenarnya. Pada penelitian ini, dilakukan pengujian akurasi dalam 1 

hari (intra assay accuracy atau within-run analysis) dengan menggunakan 4 seri 

kadar karbamazepin dan karbamazepin epoksida secara simultan dalam spiked-

plasma yaitu 5; 15; 24; 32 µg/mL dan 3; 9; 21; 32 µg/mL yang dilakukan sebanyak 

5 kali pengulangan pada hari yang sama. Nilai pengukuran akurasi terlampir pada 

Lampiran 9 serta dijelaskan dalam tabel 4.3 berikut. 

 

 

IS CBZ CBZE 
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Tabel 4.3 Hasil akurasi karbamazepin (a) dan karbamazepin 10,11-

epoksida(b) dalam Spiked-plasma pada within-day analysis 

 

(a)                                                              (b) 

 

Hasil akurasi karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam 

spiked-plasma dalam within-run dapat dilihat pada Tabel 4.4. Pada konsentrasi 

LLOQ (3 dan 5 µg/mL), didapatkan nilai %diff untuk masing-masing analit yaitu 

16,26; 14,10; 13,09; 7,53; 12,24% dan 11,50; 8,32; 7,43; 1,37; dan 0,40%.  Hal ini 

menandakan pengujian akurasi pada kadar ini (LLoQ) dapat diterima dan memiliki 

nilai kedekatan antara hasil uji dengan konsentrasi sebenarnya yang memenuhi 

syarat karena nilai %diff yang diperoleh kurang dari 20% dari konsentrasi LLoQ. 

Pada konsentrasi QcL (9 dan 15 µg/mL), nilai %diff yang didapatkan secara 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

%diff 

5 

5,57 11,50 

5,41 8,32 

4,62 7,43 

5,06 1,37 

5,02 0,40 

15 

14,54 3,01 

15,97 6,51 

15,41 2,74 

15,49 3,30 

15,86 5,77 

24 

23,47 2,20 

22,55 6,01 

24,88 3,67 

22,09 7,92 

22,03 8,20 

32 

29,16 8,85 

29,30 8,41 

28,70 10,30 

30,62 4,31 

30,93 3,33 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

%diff 

3 

3,48 16,26 

3,42 14,10 

3,39 13,09 

3,22 7,53 

3,36 12,24 

9 

8,50 5,55 

8,91 0,90 

9,55 6,19 

9,18 2,02 

9,34 3,87 

21 

19,85 5,46 

21,69 3,31 

19,39 7,63 

23,70 12,88 

18,32 12,74 

32 

29,14 8,94 

31,00 3,10 

34,63 8,24 

30,99 3,13 

31,99 0,02 
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berurutan dari tiap replikasi yaitu 5,55; 0,90; 6,19; 2,02; 3,87% dan 3,01; 6,51; 2,74; 

3,30; 5,77%. Hasil ini dapat diterima dikarenakan nilai %diff yang diperoleh masih 

berada pada rentang yang diperbolehkan yaitu kurang dari 15%. Pada kadar QcM 

(21 dan 24 µg/mL), nilai %diff yang diperoleh dari masing masing replikasi yaitu 

5,46; 3,31; 7,63; 12,88; 12,74% dan 2,20; 6,01; 3,67; 7,92; 8,20%. Hasil ini dapat 

diterima dikarenakan masih berada pada rentang yang diperbolehkan yaitu kurang 

dari 15% dari kadar sebenarnya. Pada kadar QcH (32 µg/mL) baik karbamazepin 

dan karbamazepin epoksida, diperoleh nilai %diff dari masing-masing replikasi 

yaitu 8,94; 3,10; 8,24; 3,13; 0,02% dan 8,85; 8,41; 10,30; 4,31; 3,33%. Hasil ini 

memenuhi syarat kriteria yang telah ditetapkan sehingga dapat diartikan bahwa 

pada pengujian akurasi ynag telah dilakukan memiliki kedekatan hasil uji yang 

cukup baik dengan kadar sebenarnya. Pengujian akurasi yang dilakukan 

menghasilkan %diff yang telah memenuhi parameter dari FDA pada Guidance for 

Industry Bioanalytical Method Validation yaitu nilai %diff  tidak melebihi 20% 

untuk kadar terendah dan tidak melebihi 15% untuk masing-masing kadar QC 

(Anonim, 2018). Jika dibandingkan dengan penelitian sebelumnya, hasil yang 

diperoleh cukup baik dan tidak terdapat perbedaan yang signifikan walaupun 

dengan perbedaan metode yang dilakukan. 

4.4 Presisi 

Presisi merupakan salah satu parameter validasi yang menggambarkan baik 

atau tidaknya keterulangan hasil yang diperoleh selama proses analisis. Pada 

kriteria FDA, keberterimaan parameter presisi ditentukan oleh nilai CV dimana  ≤ 

20% pada konsentrasi terendah dan ≤ 15% pada konsentrasi lainnya. Pada 

penelitian ini dilakukan pengujian presisi dalam within-day dan between-day 

analysis dengan menggunakan 4 seri kadar karbamazepin dan karbamazepin 10,11-

epoksida secara simultan masing-masing 5; 15; 24; 32 µg/mL dan 3; 9; 21; 32 

µg/mL yang dilakukan sebanyak 5 kali pengulangan. 
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a. Presisi dalam within-day analysis 

Presisi within-day adalah parameter presisi yang dilakukan dilakukan untuk 

mengetahui tingkat keterulangan hasil analisis suatu analit dengan sampel yang 

berbeda pada hari yang sama.  

Tabel 4.4 Hasil presisi karbamazepin dalam spiked-plasma pada within-day 

analysis 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

Rata-rata 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

SD CV (%) 

5 

5,57 

5,14 0,36 7,19 

5,41 

4,62 

5,06 

5,02 

15 

14,54 

15,45  0,56 3,64 

15,97 

15,41 

15,49 

15,86 

24 

23,47 

23,00 1,19 5,19 

22,55 

24,88 

22,09 

22,03 

32 

29,16 

29,74 0,97 3,27 

29,30 

28,70 

30,62 

30,93 

 

Berdasarkan Tabel 4.4, nilai koefisien variasi (%CV) karbamazepin yang 

diperoleh pada konsentrasi terendah (5 µg/mL) sebesar 7,19%. Hasil ini telah 

memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA dimana tidak lebih dari 20% kadar 

terendah (FDA, 2018). Pada kadar 15; 24; 32 µg/mL, nilai %CV yang didapatkan 

sebesar 3,64; 5,19% dan 3,27%. Hasil yang didapatkan telah memenuhi syarat yang 



      26 

 
 

 
 

telah ditetapkan oleh FDA dimana nilai %CV yang diperoleh tidak lebih dari 15%. 

Hal ini menunjukkan bahwa pada pengujian presisi terdapat kedekatan antara hasil 

replikasi satu dengan replikasi yang lain. Pada penelitian ini, nilai CV yang 

diperoleh lebih baik dimana didapatkan nilai CV ≤ 8% dibandingkan dengan 

penelitian sebelumnya (Fortuna et all, 2010; Oh et all, 2006; Serralheiro et all, 

2013). 

Tabel 4.5 Hasil presisi karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma 

pada within-day analysis 

 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

Rata-rata 

Kadar 

Terhitung 

(µg/mL) 

SD CV (%) 

3 

3,48 

3,34 0,12 3,63 

3,42 

3,39 

3,22 

3,36 

9 

8,50 

9,10 0,40 4,49  

8,91 

9,55 

9,18 

9,34 

21 

19,85 

20,98 2,02 9,65 

21,69 

21,36 

23,70 

18,32 

32 

29,14 

31,55 2,00 6,36 

31,01 

34,63 

30,99 

31,99 

 

Berdasarkan Tabel 4.5, nilai koefisien variasi (%CV) karbamazepin epoksida 

yang diperoleh pada konsentrasi terendah (3 µg/mL) sebesar 3,63%. Hasil ini telah 
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memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA dimana tidak lebih dari 20% dari 

kadar terendah (FDA ,2018). Pada kadar 9 µg/mL; 21 µg/mL dan 32 µg/mL, nilai 

% CV yang didapatkan sebesar 4,49; 9,65 dan 6,36%. Hasil yang didapatkan telah 

memenuhi syarat yang telah ditetapkan oleh FDA dimana nilai %CV yang 

diperoleh tidak lebih dari 15%. 

Hal ini menunjukkan bahwa pada pengujian presisi terdapat kedekatan antara 

hasil replikasi satu dengan replikasi yang lain. Hasil yang diperoleh lebih baik 

dibandingkan dengan penelitian sebelumnya dimana nilai CV yang diperoleh 

adalah ≤ 9% untuk analit CBZE dan hasil ini lebih kecil dibandingkan dengan 

penelitian sebelumnya sehingga hasil yang diperoleh memiliki indeks bias yang 

lebih baik jika dibandingkan dengan penelitian sebelumnya (Fortuna et all, 2010; 

Oh et all, 2006; Serralheiro et all, 2013). 

b. Presisi dalam between-day analysis 

Presisi between-day dilakukan untuk mengetahui tingkat keterulangan hasil 

analisis suatu analit dengan sampel yang berbeda pada hari yang berbeda dengan 

masing-masing 4 konsentrasi yang berbeda.  

Tabel 4.6 Hasil presisi karbamazepin dalam Spiked-plasma pada between-day 

analysis konsentrasi 5 µg/mL 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL)  

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 5 

5,57 

5,14 0,37 7,19 

8,86 

5,41 

4,62 

5,06 

5,02 

2 5 

5,46 

4,88 0,73 15,07 

4,03 

4,25 

4,92 

5,72 

3 5 

5,54 

5,58 0,24 4,32 

5,88 

5,39 

5,78 

5,32 
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Berdasarkan tabel 4.6, hasil pengujian presisi karbamazepin pada 

konsentrasi 5 µg/mL pada hari ke 1, 2 dan 3 koefisien variasi (%CV) yang didapat 

yaitu sebesar 8,86%. Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi pada 

konsentrasi 5 µg/mL telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA pada 

Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation yaitu kurang dari 20% 

untuk konsentrasi terendah (FDA, 2018). 

Tabel 4.7 Hasil presisi karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma pada 

between-day analysis konsentrasi 3 µg/mL 

 

Berdasarkan tabel 4.7, hasil pengujian presisi karbamazepin epoksida pada 

konsentrasi 3 µg/mL pada hari ke 1, 2 dan 3 koefisien variasi (%CV) yang didapat 

yaitu sebesar 8,15%. Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi pada 

konsentrasi 3 µg/mL telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA pada 

Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation yaitu kurang dari 20% 

untuk konsentrasi terendah (FDA, 2018).. Dari hasil yang diperoleh, nilai CV yang 

didapatkan cukup baik yaitu ≤ 9%. dimana  nilai tersebut lebih kecil dibandingkan 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 3 

3,48 

3,34 0,12 3,63  

 

 

 

 

 

8,15 

3,42 

3,21 

3,22 

3,36 

2 3 

3,56 

3,11 0,48 15,40 

2,65 

2,58 

3,50 

3,56 

3 3 

3,26 

3,28 0,17 5,41 

 

3,23 

3,09 

3,42 

3,14 
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dengan beberapa penelitian sebelumnya (Fortuna et all, 2010; Oh et all, 2006; 

Serralheiro et all, 2013). 

Tabel 4.8 Hasil presisi karbamazepin dalam Spiked-plasma pada between-day 

analysis konsentrasi 15 µg/mL 

 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 15 

14,54 

15,45 0,56 3,64  

 

 

 

 

 

4,82 

15,97 

15,41 

15,49 

15,86 

2 15 

15,37 

14,87 0,69 4,69 

15,64 

14,31 

13,98 

14,90 

3 15 

16,15 

16,25 0,99 6,13 

 

16,46 

17,07 

16,98 

14,61 

 

Berdasarkan tabel 4.8, hasil pengujian presisi karbamazepin selama 3 hari 

pada konsentrasi 15 µg/mL kofisien variasi (%CV) yang didapat yaitu sebesar 

4,82%. Hasil yang diperoleh cukup baik dan memiliki varietas nilai yang tidak 

berbeda secara signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi selama 

tiga hari pada konsentrasi 15 µg/mL telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh 

FDA pada Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation yaitu kurang 

dari 15% (FDA, 2018). Dari hasil yang diperoleh, nilai CV yang didapatkan cukup 

baik dimana didapatkan nilai CV yang kecil dibandingkan dengan beberapa 

penelitian sebelumnya dimana nilai CV pada penelitian ini adalah ≤ 5% (Fortuna et 

all, 2010; Oh et all, 2006; Serralheiro et all, 2013). 
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Tabel 4.9 Hasil presisi karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma pada 

between-day analysis konsentrasi 9 µg/mL 

 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 9 

8,50 

9,10 0,40 4,49 

6,19 

8,91 

9,55 

9,18 

9,34 

2 9 

9,52 

9,06 0,70 7,78 

9,99 

8,98 

8,57 

8,24 

3 9 

9,78 

9,53 0,60 6,30 

9,74 

10,19 

9,33 

8,60 

 

Berdasarkan tabel 4.9, hasil pengujian presisi karbamazepin 10,11-epoksida 

selama 3 hari pada konsentrasi 9 µg/mL kofisien variasi (%CV) yang didapat yaitu 

sebesar 6,19%. Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi selama tiga hari pada 

konsentrasi 9 µg/mL telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA pada 

Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation yaitu kurang dari 15%. 

Dari hasil yang diperoleh, nilai CV yang didapatkan cukup baik dimana didapatkan 

nilai CV yang kecil dibandingkan dengan beberapa penelitian sebelumnya dimana 

nilai CV pada penelitian ini adalah ≤ 8% (Fortuna et all, 2010; Oh et all, 2006; 

Serralheiro et all, 2013). 
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Tabel 4.10 Hasil presisi karbamazepin dalam Spiked-plasma pada between-day 

analysis konsentrasi 24 µg/mL 

 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 24 

23,47 

23,00 1,19 5,19 

6,54 

22,55 

24,88 

22,09 

22,03 

2 24 

26,52 

25,04 2,84 11,35 

26,39 

26,88 

20,06 

25,36 

3 24 

24,86 

25,36 0,77 3,07 

26,50 

25,50 

25,51 

24,45 

 

Berdasarkan Tabel 4.10, hasil pengujian presisi pada konsentrasi 24 µg/mL 

nilai kofisien variasi (%CV) karbamazepin yang didapat selama 3 hari pengujian 

yaitu sebesar 6,54%.  Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi selama tiga 

hari pada konsentrasi 24 µg/mL telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA 

pada Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation yaitu kurang dari 

15%. Hasil pengujian ini memiliki nilai presisi yang baik, terdapat kedekatan antara 

hasil replikasi satu dengan yang lain (FDA, 2018). Dari hasil yang diperoleh, nilai 

CV yang didapatkan cukup baik dimana didapatkan nilai CV yang kecil 

dibandingkan dengan beberapa penelitian sebelumnya dimana nilai CV pada 

penelitian ini adalah ≤ 7% (Fortuna et all, 2010; Oh et all, 2006; Serralheiro et all, 

2013). 
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Tabel 4.11 Hasil presisi karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma pada 

between-day analysis konsentrasi 21 µg/mL 

 

Replikasi Konsentrasi 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 21 

19,85 

20,98 2,02 9,65 

9,48 

21,69 

21,36 

23,70 

18,32 

2 21 

22,64 

21,19 2,28 8,03 

23,77 

22,48 

19,39 

20,63 

3 21 

21,27 

23,00 1,19 10,77 

24,79 

18,57 

21,13 

20,17 

 

Berdasarkan Tabel 4.11, didapatkan hasil pengujian presisi karbamazepin 

10,11-epoksida pada konsentrasi 21 µg/mL nilai kofisien variasi (%CV) selama 3 

hari pengujian yaitu sebesar 9,48%. Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi 

selama tiga hari pada konsentrasi 21 µg/mL telah memenuhi kriteria yang 

ditetapkan oleh FDA pada Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation 

yaitu kurang dari 15%. Hasil pengujian ini memiliki nilai presisi yang baik dimana 

hasil antara replikasi satu dengan yang lain masih berada pada batas yang 

ditentukan dan berdekatan (FDA, 2018). Dari hasil yang diperoleh, nilai CV yang 

didapatkan cukup baik dimana didapatkan nilai CV  sebesar ≤ 10% dimana hasil 

tersebut lebih kecil dibandingkan dengan beberapa penelitian sebelumnya (Fortuna 

et all, 2010; Oh et all, 2006; Serralheiro et all, 2013). 
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Tabel 4.12 Hasil presisi karbamazepin dalam Spiked-plasma pada between-day 

analysis konsentrasi 32 µg/mL 

 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 32 

29,16 

29,74 0,97 3,27 

4,07 

29,30 

28,70 

30,62 

30,93 

2 32 

33,35 

32,74 1,17 3,59 

31,13 

32,00 

34,09 

33,15 

3 32 

35,67 

32,74 1,74 5,35 

30,94 

32,24 

32,36 

32,51 

 

Berdasarkan Tabel 4.12, pada konsentrasi 32 µg/mL kofisien variasi yang 

didapat selama 3 hari pengujian yaitu sebesar 4,07%. Hal ini menunjukkan bahwa 

pengujian presisi selama tiga hari pada konsentrasi 32 µg/mL telah memenuhi 

kriteria yang ditetapkan oleh FDA pada Guidance for Industry Bioanalytical 

Method Validation yaitu kurang dari 15%. Hasil pengujian ini memberikan nilai 

presisi yang baik, terdapat kedekatan antara hasil replikasi satu dengan yang lain 

(FDA, 2018). Dari hasil yang diperoleh, nilai CV yang didapatkan cukup baik 

dimana didapatkan nilai CV yang lebih kecil dibandingkan dengan beberapa 

penelitian sebelumnya, dimana nilai CV pada penelitian ini adalah ≤ 5% (Fortuna 

et all, 2010; Oh et all, 2006; Serralheiro et all, 2013). 
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Tabel 4.13 Hasil presisi karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma pada 

between-day analysis konsentrasi 32 µg/mL 

 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

Rerata 

CV 

(%) 

1 32 

29,14 

31,55 2,00 6,36 

5,38 

31,00 

34,63 

30,99 

31,99 

2 32 

29,60 

29,81 1,06 3,56 

29,26 

28,53 

31,30 

30,36 

3 32 

34,27 

32,50 1,95 6,21 

29,35 

30,64 

32,67 

30,54 

 

Berdasarkan Tabel 4.13, pada konsentrasi 32 µg/mL kofisien variasi 

karbamazepin epoksida yang didapat selama 3 hari pengujian yaitu sebesar 5,38%. 

Hal ini menunjukkan bahwa pengujian presisi selama tiga hari pada konsentrasi 32 

µg/mL telah memenuhi kriteria yang ditetapkan oleh FDA pada Guidance for 

Industry Bioanalytical Method Validation yaitu kurang dari 15%. Hasil pengujian 

ini, memiliki nilai presisi yang baik dimana terdapat kedekatan antara hasil replikasi 

satu dengan yang lain (FDA, 2018). Berdasarkan hasil pengujian presisi baik 

within-day maupun between-day analysis, didapatkan hasil yang cukup baik 

dimana rerata nilai CV yang didapatkan adalah ≤ 10% dan %diff  ≤ 12% untuk ke-

4 seri kadar yang digunakan selama proses analisis. Jika dibandingkan dengna 

penelitian sebelumnya, hasil ini terbilang cukup baik dan memberikan keterulangan 

yang baik dan dapat diterima sesuai dengan kriteria yang ditetapkan oleh FDA yaitu 

≤ 20% untuk kadar terendah dan ≤ 15% untuk konsentrasi lainnya (FDA, 2018). 
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4.5 Perolehan kembali 

 Perolehan kembali adalah parameter yang menggambarkan tingkat efisiensi 

proses ektraksi dari metode yang digunakan dengan membandingan respon hasil 

pembacaan detektor terhadap analit yang melalui proses ektraksi dengan kadar 

sebenarnya. Pada penelitian ini, proses ektraksi senyawa karbamazepin dan 

karbamazepin 10,11-epoksida diawali dengan proses pengendapan protein 

menggunakan asetonitril dan dilanjutkan dengan proses ekstraksi cair-cair 

menggunakan pelarut metanol dan heksan.  Berdasarkan tabel 4.14, didapatkan nilai 

rerata perolehan kembali untuk masing-masing konsentrasi senyawa karbamazepin 

adalah 99,08%; 88,95%; dan 87,56%. Sedangkan karbamazepin epoksida adalah 

99,70%, 90,82%; dan 94,34%. Hasil yang didapatkan cukup baik dimana 

didapatkan nilai perolehan kembali ≥ 85% dari rerata yang didapatkan. Hasil ini 

menandakan bahwa proses ekstraksi yang digunakan berjalan dengan baik dan tidak 

mengalami kehilangan sampel yang signifikan. Hasil yang didapatkan memiliki 

tingkat reprodusibel yang cukup baik dan memenuhi kriteria syarat yang ditentukan 

dalam FDA yaitu ≤ 15% dari konsentrasi sebenarnya (FDA, 2018). 

Tabel 4.14 Hasil uji %recovery karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida 

dalam Spiked-plasma 

 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Rata-rata 

%recovery* 

SD CV (%) 

CBZ    

15 99,08% 0,34 0,35 

24 88,95% 8,07 9,07 

32 87,56% 2,41 2,75 

CBZE    

9 99,70% 0,52 0,52 

21 90,82% 6,50 7,16 

32 94,34% 4,42 4,69 

*pengulangan 3 kali replikasi 

 

Hasil yang diperoleh cukup baik jika dibandingkan dengan penelitian 

sebelumnya dimana proses preparasi sampel yang dilakukan lebih sederhana dan 

tidak melalui proses pengupan ataupun perlakukan khusus lainnya seperti metode 

Solid-Phase Extraction (SPE) dan Micro Extraction.
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

5.1.1 Berdasarkan hasil validasi yang telah dilakukan, didapatkan hasil yang 

cukup baik dimana dari beberapa parameter validasi yang telah dilakukan 

yaitu akurasi, presisi, linearitas, selektivitas, dan perolehan kembali telah 

memenuhi kriteria syarat yang telah ditetapkan oleh Food Drug 

Administration (FDA) Guidance for Industry Bioanalytical Method 

Validation.  

5.2 Saran 

5.2.1 Disarankan selama proses analisis, selalu memperhatikan preparasi yang 

dilakukan baik dari segi instrument, alat, dan personalia untuk mendapatkan 

hasil yang diharapkan. Tidak terkalibrasinya alat dan instrument akan 

mempengaruhi hasil secara signifikan. 

5.2.2 Dapat dipertimbangkan untuk menggunakan teknik ekstraksi yang lainnya 

seperti SPE untuk meningkatkan hasil yang didapatkan dengan solven yang 

sesuai juga untuk menurunkan antara matriks dan analit yang dianalisis. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Certificate of Analysis Karbamazepin 
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Lampiran 2. Certificate of Analysis Propil Paraben 
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Lampiran 3. Formulir donor PMI 
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Lampiran 4. Pembuatan Larutan Stok 

1. Pembuatan larutan stok karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida 500 

µg/mL 

1 ppm = 1 mg/1000 mL 

500 ppm = (500 mg / 1000 mL) x 10 mL 

= 5 mg 

Larutan stok 500 µg/mL dibuat dengan ditimbang ±5 mg standar 

karbamazepin dan ±5 mg karbamazepin 10,11 epoksida kemudian dilarutkan ke 

dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan methanol hingga tanda batas. 

2. Pengenceran larutan stok karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida 100 

µg/mL 

Rumus Pengenceran :  

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 100 µg/mL x 10 mL 

V1  = 2 mL 

 Larutan stok 100 µg/mL dibuat dengan diambil 2 mL larutan stok 

karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida kemudian dilarutkan dalam 

balu ukur 10 mL menggunakan methanol. 

3. Pembuatan larutan stok standar internal propil paraben 500 µg/mL.  

1 ppm = 1 mg/1000 mL 

500 ppm = (500 mg / 1000 mL) x 10 mL 

= 5 mg 

Larutan stok 500 µg/mL dibuat dengan ditimbang ±5 mg standar 

karbamazepin dan ±5 mg karbamazepin 10,11 epoksida kemudian dilarutkan ke 

dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan methanol hingga tanda batas. 
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Lampiran 5. Pembuatan kurva kalibrasi dalam plasma 

C1 x V1 = C2 x V2 

Keterangan :  C1 = konsentrasi larutan stok (larutan yang akan diambil) 

  V1 = volume larutan stok (volume yang akan diambil) 

  C2 = konsentrasi seri kadar (konsentrasi yang akan dibuat) 

  V2 = volume seri kadar (volume yang diinginkan) 

1. Konsentrasi Zero Calibrator 10 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 10 µg/mL x 500 µL 

V1 = 10 µL 

Diambil 10 µL larutan standar internal propil paraben 500 ppm dan 

ditambahkan dengan 490 µL plasma. 

2. Konsentrasi 3 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

100 µg/mL x V1 = 3 µg/mL x 500 µL 

V1 = 15 µL 

Diambil 15 µL larutan stok karbamazepin 100 ppm, 15 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 100 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 460 µL plasma. 

3. Konsentrasi 5 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

100 µg/mL x V1 = 5 µg/mL x 500 µL 

V1 = 25 µL 

Diambil 25 µL larutan stok karbamazepin 100 ppm, 25 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 100 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 440 µL plasma. 

4. Konsentrasi 10 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 10 µg/mL x 500 µL 

V1 = 10 µL 
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Diambil 10 µL larutan stok karbamazepin 500 ppm, 10 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 500 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 470 µL plasma. 

5. Konsentrasi 15 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 15 µg/mL x 500 µL 

V1 = 15 µL 

Diambil 15 µL larutan stok karbamazepin 500 ppm, 15 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 500 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 460 µL plasma. 

6. Konsentrasi 20 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 20 µg/mL x 500 µL 

V1 = 20 µL 

Diambil 20 µL larutan stok karbamazepin 500 ppm, 20 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 500 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 450 µL plasma. 

7. Konsentrasi 30 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 30 µg/mL x 500 µL 

V1 = 30 µL 

Diambil 30 µL larutan stok karbamazepin 500 ppm, 30 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 500 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 430 µL plasma. 

8. Konsentrasi 40 µg/mL 

C1 x V1 = C2 x V2 

500 µg/mL x V1 = 40 µg/mL x 500 µL 

V1 = 40 µL 

Diambil 40 µL larutan stok karbamazepin 500 ppm, 40 µL larutan stok 

karbamazepin 10,11-epoksida 500 ppm, dan 10 µL  standar internal propil paraben 

500 ppm dan ditambahkan dengan 410 µL plasma. 
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Lampiran 6. Data hasil dan kromatogram kurva kalibrasi dalam spiked-

plasma 

Seri Kadar (µg/mL) 
Rasio (y) 

CBZ CBZE 

0 0 0 

3 1,075 0,415 

5 1,270 0,883 

10 2,128 2,297 

15 2,812 3,163 

20 3,175 4,718 

30 5,361 6,123 

40 6,634 9,918 

 

 

Gambar 4.1 Kurva baku karbamazepin dalam spiked-plasma 

Persamaan Regersi : y = 0,1882x + 0,0234   r2 = 0,9945 

 

Gambar 4.2 Kurva baku karbamazepin 10,11-epoksida dalam spiked-plasma 

y = 0,1882x + 0,0234

R² = 0,9945
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Persamaan Regersi : y = 0,2396x – 0,2442   r2 = 0,9854 
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Lampiran 7. Perhitungan nilai LoD, LoQ, dan LLoQ 

Seri Kadar 

(µg/mL) 

Area 

cbze  

Area 

propil 

Rasio Area 

(y) 

Teoritis 

(y’) 
y-y' (y-y')^2 

0 0 1,82 0 -0,24 0,24 0,06 

3 0,75 1,81 0,41 0,47 -0,05 0,003 

5 1,57 1,78 0,88 0,95 -0,06 0,004 

10 1,68 0,73 2,29 2,15 0,14 0,02 

15 3,79 1,19 3,16 3,34 -0,18 0,03 

20 6,42 1,36 4,71 4,54 0,17 0,02 

30 8,94 1,46 6,12 6,94 -0,82 0,67 

40 12,36 1,24 9,91 9,33 0,57 0,33 

Total 0,12 

- 
𝑠𝑦

𝑥
= √

0,12

6
 = 0,14  

- 𝐿𝑜𝐷 = 3,3 𝑥 
0,14

0,23
= 1,97 µg/mL 

- 𝐿𝑜𝑄 = 10 𝑥 
0,14

0,23
= 5,99 µg/mL 

- 𝐿𝐿𝑜𝑄 = 5 𝑥 
0,14

0,23
= 2,99 µg/mL 

Seri Kadar 

(µg/mL) 

Area 

cbz  

Area 

propil 

Rasio Area 

(y) 

Teoritis 

(y’) 
y-y' (y-y')^2 

0 0 1,82 0 0,02 -0,02 0,001 

3 0,66 1,81 0,36 0,58 -0,22 0,04 

5 1,91 1,78 1,07 0,96 0,11 0,01 

10 1,60 0,73 2,19 1,90 0,28 0,08 

15 3,37 1,19 2,81 2,84 -0,03 0,001 

20 5,19 1,36 3,81 3,79 0,03 0,001 

30 7,83 1,46 5,36 5,67 -0,30 0,09 

40 9,61 1,24 7,71 7,55 0,16 0,02 

Total 0,14 
 

- 
𝑠𝑦

𝑥
= √

0,14

6
 = 0,156   - 𝐿𝑜𝐷 = 3,3 𝑥 

0,15

0,18
= 2,73 µg/mL 

- 𝐿𝑜𝑄 = 10 𝑥 
0,15

0,18
= 8,29 µg/mL 

- 𝐿𝐿𝑜𝑄 = 5 𝑥 
0,15

0,18
= 4,64 µg/mL 
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Lampiran 8. Perhitungan selektivitas karbamazepin dan karbamazepin 

10,11-epoksida dalam spiked-plasma 

1. Tabel hasil perhitungan selektivitas dalam spiked-plasma 

Konsentrasi 

(µg/mL) 
Plasma Area 

Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar 

(ppm) 

Rerata 

Kadar 

(ppm) 

SD CV %diff 

3 

A 0,70 1,56 0,45 2,90 

3,35 0,13 3,91% 

3,26% 

B 0,99 1,82 0,54 3,30 10,01% 

C 0,67 1,09 0,61 3,57 19,06% 

D 0,77 1,40 0,54 3,31 10,49% 

E 0,87 1,53 0,56 3,38 12,90% 

F 0,97 1,84 0,52 3,22 7,53% 

5 

A 1,47 1,56 0,93 4,86 

4,97 0,16 3,31% 

2,65% 

B 1,84 1,82 1,01 5,25 5,03% 

C 1,05 1,09 0,96 4,98 0,26% 

D 1,29 1,40 0,92 4,78 4,31% 

E 1,46 1,53 0,94 4,91 1,71% 

F 1,80 1,84 0,97 5,06 1,37% 

 

2. Perhitungan hasil selektivitas karbamazepin 10,11-epoksida 

- 𝑆𝐷 = √
(2,90− 3,35)2+ (3,30− 3,35)2+ (3,57− 3,35)2+ 

(3,31− 3,35)2+(3,38− 3,35)2+ (3,22− 3,35)2

(6−1)
= 0,1315 

- 𝐶𝑉 =  
0,1315

3,3598
 𝑥 100% = 3,91 % 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 1 =
2,90−3

3
 𝑥 100% = 3,26% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 2 =
3,30−3

3
 𝑥 100% = 10,01% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 3 =
3,57−3

3
 𝑥 100% = 19,06% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 4 =
3,31−3

3
 𝑥 100% = 10,49% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 5 =
3,38−3

3
 𝑥 100% = 12,90% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 6 =
3,22−3

3
 𝑥 100% = 7,53% 
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3. Kromatogram dan perhitungan hasil selektivitas karbamazepin 

- 𝑆𝐷 = √
(4,86− 4,97)2+ (5,25− 4,97)2+ (4,98− 4,97)2+ 

(4,78− 4,97)2+(4,91− 4,97)2+ (5,06− 4,97)2

(6−1)
= 0,16 

- 𝐶𝑉 =  
0,16

4,97
 𝑥 100% = 3,31 % 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 1 =
4,86−5

5
 𝑥 100% = 2,65% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 2 =
5,25−5

5
 𝑥 100% = 5,03% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 3 =
4,98−5

5
 𝑥 100% = 0,26% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 4 =
4,78−5

5
 𝑥 100% = 4,31% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 5 =
4,91−5

5
 𝑥 100% = 1,71% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 replikasi 6 =
5,06−5

5
 𝑥 100% = 1,37% 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram selektivitas konsentrasi LLoQ ( 3 dan 5 µg/mL) 
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Lampiran 9. Kromatogram dan perhitungan akurasi karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma 

Konsentrasi 

Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

Replikasi Area 
Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar Terukur 

(µg/mL) 

Rata-Rata 

Kadar 

(µg/mL) 

%diff 

Rata-

rata 

%diff 

LLOQ 

3 

1 0,65 1,10 0,59 3,48 

3,34 

16,26% 

11,43 

2 1,00 1,74 0,57 3,42 14,10% 

3 1,12 2,14 0,52 3,21 7,04% 

4 0,97 1,84 0,52 3,22 7,53% 

5 1,07 1,91 0,56 3,36 12,24% 

5 

1 1,18 1,10 1,07 5,57 

5,14 

11,50% 

2,83 

2 1,81 1,74 1,04 5,41 8,32% 

3 1,91 2,14 0,89 4,62 7,43% 

4 1,80 1,84 0,97 5,06 1,37% 

5 1,84 1,91 0,96 5,02 0,40% 

QCL 

9 

1 3,24 1,80 1,79 8,50 

9,10 

5,55% 

1,12 

2 2,49 1,31 1,89 8,91 0,90% 

3 2,83 1,38 2,04 9,55 6,19% 

4 2,94 1,50 1,95 9,18 2,02% 

5 3,24 1,62 1,99 9,34 3,87% 

15 

1 4,99 1,80 2,76 14,54 

15,45 

3,01% 

3,06 

2 3,98 1,31 3,03 15,97 6,51% 

3 4,04 1,38 2,92 15,41 2,74% 

4 4,42 1,50 2,93 15,49 3,30% 

5 4,89 1,62 3,00 15,86 5,77% 
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QCM 

21 

1 9,22 2,04 4,51 19,85 

20,98 

5,46% 

0,05 

2 9,30 1,87 4,95 21,69 3,31% 

3 8,48 1,74 4,87 21,36 1,74% 

4 1,72 0,31 5,43 23,70 12,88% 

5 8,35 2,01 4,14 18,32 12,74% 

24 

1 9,07 2,04 4,44 23,47 

23,00 

2,20% 

4,13 

2 8,01 1,87 4,26 22,55 6,01% 

3 8,18 1,74 4,70 24,88 3,67% 

4 1,32 0,31 4,18 22,09 7,92% 

5 8,40 2,01 4,16 22,03 8,20% 

QCH 

32 

1 11,0 1,64 6,73 29,14 

31,55 

8,94% 

1,39 

2 6,01 0,83 7,18 31,00 3,10% 

3 5,50 0,68 8,05 34,63 8,24% 

4 11,13 1,55 7,18 30,99 3,13% 

5 2,13 0,28 7,42 31,99 0,02% 

32 

1 9,06 1,64 5,51 29,16 

29,74 

8,85% 

7,04 

2 4,63 0,83 5,53 29,30 8,41% 

3 3,70 0,68 5,42 28,70 10,30% 

4 8,97 1,55 5,78 30,62 4,31% 

5 1,68 0,28 5,84 30,93 3,33% 
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- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 3 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi 1  =
3,488−3

3
 𝑥 100% = 16,26% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 5 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi 1  =
5,575−5

5
 𝑥 100% = 11,50% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 9 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi  1 =
8,501−9

9
 𝑥 100% = 5,55% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 15 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi  1 =
14,549−15

15
 𝑥 100% = 3,01% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 21 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi  1 =
19,854−21

21
 𝑥 100% = 5,46% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 24 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi  1 =
23,471−24

24
 𝑥 100% = 2,20% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 32 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi  1 =
29,140−32

32
 𝑥 100% = 8,94% 

- % 𝑑𝑖𝑓𝑓 kadar 32 µ𝑔/𝑚𝐿 replikasi  1 =
29,169−32

32
 𝑥 100% = 8,85% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram akurasi konsentrasi LLoQ (3 dan 5 µg/mL) 
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Kromatogram akurasi konsentrasi LLoQ (9 dan 15 µg/mL) 

 

Kromatogram akurasi konsentrasi QCM (21 dan 24 µg/mL) 
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Kromatogram akurasi konsentrasi QCH (32 dan 32 µg/mL) 
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Lampiran 10. Perhitungan presisi within-run karbamazepin dan karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma 

Konsentrasi 

Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

Replikasi Area 
Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rata-Rata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD CV 

LLOQ 

3 

1 0,65 1,10 0,59 3,48 

3,34 0,12 3,63% 

2 1,00 1,74 0,57 3,42 

3 1,12 2,14 0,52 3,21 

4 0,97 1,84 0,52 3,22 

5 1,07 1,91 0,56 3,36 

5 

1 1,18 1,10 1,07 5,57 

5,14 0,36 7,19% 

2 1,81 1,74 1,04 5,41 

3 1,91 2,14 0,89 4,62 

4 1,80 1,84 0,97 5,06 

5 1,84 1,91 0,96 5,02 

QCL 

9 

1 3,24 1,80 1,79 8,50 

9,10 0,40 4,49% 

2 2,49 1,31 1,89 8,91 

3 2,83 1,38 2,04 9,55 

4 2,94 1,50 1,95 9,18 

5 3,24 1,62 1,99 9,34 

15 

1 4,99 1,80 2,76 14,54 

15,45 0,56 3,64% 

2 3,98 1,31 3,03 15,97 

3 4,04 1,38 2,92 15,41 

4 4,42 1,50 2,93 15,49 

5 4,89 1,62 3,00 15,86 
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QCM 

21 

1 9,22 2,04 4,51 19,85 

20,98 2,02 9,65% 

2 9,30 1,87 4,95 21,69 

3 8,48 1,74 4,87 21,36 

4 1,72 0,31 5,43 23,70 

5 8,35 2,01 4,14 18,32 

24 

1 9,07 2,04 4,44 23,47 

23,00 1,19 5,19% 

2 8,01 1,87 4,26 22,55 

3 8,18 1,74 4,70 24,88 

4 1,32 0,31 4,18 22,09 

5 8,40 2,01 4,16 22,03 

QCH 

32 

1 11,08 1,64 6,73 29,14 

31,55 2,00 6,36% 

2 6,01 0,83 7,18 31,00 

3 5,50 0,68 8,05 34,63 

4 11,13 1,55 7,18 30,99 

5 2,13 0,28 7,42 31,99 

32 

1 9,06 1,64 5,51 29,16 

29,74 0,97 3,27% 

2 4,63 0,83 5,53 29,30 

3 3,70 0,68 5,42 28,70 

4 8,97 1,55 5,78 30,62 

5 1,68 0,28 5,84 30,93 



58 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi LLoQ (3 dan 5 µg/mL) 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCL (9 dan 15 µg/mL) 

 



59 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCM (21 dan 24 µg/mL) 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCH (32 dan 32 µg/mL) 
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Lampiran 11. Kromatogram dan perhitungan presisi karbamazepin dan 

karbamazepin 10,11-epoksida dalam Spiked-plasma between-run 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi LLoQ (3 dan 5 µg/mL) ke-2 

 

Kromatogram presisi konsentrasi LLoQ (3 dan 5 µg/mL) ke-1 
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 𝑆𝐷 konsentrasi 3 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (3,48− 3,24)2+ (3,42− 3,24)2+ (3,21− 3,24)2+ 
(3,22− 3,24)2+(3,36− 3,24)2+ (3,56− 3,24)2+

(2,64− 3,24)2+ (2,57− 3,24)2+ (3,23− 3,24)2+

(3,55− 3,24)2+ (3,26− 3,24)2+ (3,50− 3,24)2+

(3,09− 3,24)2+ (3,42− 3,24)2+ (3,14− 3,24)2

(15−1)
= 0,26 

- 𝐶𝑉 =  
0,26

3,249
 𝑥 100% = 8,15 % 

Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

Hari 

ke- 
Area 

Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

3 

1 

0,65 1,10 0,59 3,48 

3,24 0,26 8,15  

1,00 1,74 0,57 3,42 

1,12 2,14 0,52 3,21 

0,97 1,84 0,52 3,22 

1,07 1,91 0,56 3,36 

2 

0,28 0,47 0,61 3,56 

0,65 1,68 0,39 2,64 

0,49 1,31 0,37 2,57 

0,39 0,74 0,53 3,23 

1,15 1,90 0,60 3,55 

3 

1,10 2,04 0,53 3,26 

1,11 1,87 0,59 3,50 

1,02 2,07 0,49 3,09 

1,17 2,04 0,57 3,42 

1,04 2,04 0,50 3,14 

5 

1 

1,18 1,10 1,07 5,57 

5,20 0,49 8,86 

1,81 1,74 1,04 5,41 

1,91 2,14 0,89 4,62 

1,80 1,84 0,97 5,06 

1,84 1,91 0,96 5,02 

2 

0,49 0,47 1,05 5,46 

1,31 1,68 0,78 4,03 

1,08 1,31 0,82 4,25 

0,70 0,74 0,95 4,92 

2,09 1,90 1,10 5,72 

3 

2,18 2,04 1,06 5,54 

2,12 1,87 1,13 5,88 

2,15 2,07 1,03 5,39 

2,27 2,04 1,11 5,78 

2,09 2,04 1,02 5,32 
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- 𝑆𝐷 konsentrasi 5 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (5,57− 5,20)2+(5,41− 5,20)2+ (4,62− 5,20)2+ 
(5,06− 5,20)2+(5,02− 5,20)2+ (5,46− 5,20)2+

(4,03− 5,20)2+ (4,25− 5,20)2+ (4,92− 5,20)2+

(5,72− 5,20)2+ (5,54−5,20)2+ (5,88− 5,20)2+

(5,39− 5,20)2+ (5,78− 5,20)2+ (5,32− 5,20)2

(15−1)
= 0,49 

- 𝐶𝑉 =  
0,49

5,20
 𝑥 100% = 8,86 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi LLOQ (3 dan 5 µg/mL) ke-3 
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Kromatogram presisi konsentrasi QCL (9 dan 15 µg/mL) ke-1 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCL (9 dan 15 µg/mL) ke-2 
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Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

Hari 

ke- 
Area 

Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

9 

1 

3,24 1,80 1,79 8,50 

9,23 0,57 6,19 

2,49 1,31 1,89 8,91 

2,83 1,38 2,04 9,55 

2,94 1,50 1,95 9,18 

3,24 1,62 1,99 9,34 

2 

3,42 1,68 2,03 9,52 

4,01 1,86 2,15 9,99 

3,50 1,83 1,90 8,98 

3,43 1,89 1,81 8,57 

3,35 1,93 1,73 8,24 

3 

4,49 2,14 2,10 9,78 

4,43 2,11 2,09 9,74 

4,12 1,87 2,19 10,19 

3,90 1,95 1,99 9,33 

4,07 2,24 1,81 8,60 

15 

1 

4,99 1,80 2,76 14,54 

15,52 0,75 4,82 

3,98 1,31 3,03 15,97 

4,04 1,38 2,92 15,41 

4,42 1,50 2,93 15,49 

4,89 1,62 3,00 15,86 

2 

4,90 1,68 2,91 15,37 

5,54 1,86 2,96 15,64 

4,98 1,83 2,71 14,31 

5,04 1,89 2,65 13,98 

5,47 1,93 2,82 14,90 

3 

6,56 2,14 3,06 16,15 

6,61 2,11 3,12 16,46 

6,07 1,87 3,23 17,07 

6,30 1,95 3,21 16,98 

6,21 2,24 2,77 14,61 

 

- 𝑆𝐷 konsentrasi 5 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (8,50− 9,23)2+(8,91− 9,23)2+(9,55− 9,23)2+ 

(9,18− 9,23)2+(9,34− 9,23)2+(9,52− 9,23)2+

(9,99− 9,23)2+(8,98− 9,23)2+(8,57− 9,23)2+

(8,24− 9,23)2+(9,78− 9,23)2+(10,19− 9,23)2+

(10,19− 9,23)2+(9,33− 9,23)2+(8,60− 9,23)2

(15−1)
= 0,57 

- 𝐶𝑉 =  
0,57

9,23
 𝑥 100% = 6,19 % 
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- 𝑆𝐷 konsentrasi 5 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (14,54− 15,52)2+(15,37−15,52)2+(16,15− 15,52)2+ 
(15,97−15,52)2+(15,64− 15,52)2+(16,46− 15,52)2+

(15,41− 15,52)2+(14,31− 15,52)2+(17,07− 15,52)2+

(15,49− 15,52)2+(13,98− 15,52)2+(16,98− 15,52)2+

(15,86− 15,52)2+(14,90− 15,52)2+(14,61− 15,52)2

(15−1)
= 0,75 

- 𝐶𝑉 =  
0,75

15,52
 𝑥 100% = 4,82 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCL (9 dan 15 µg/mL) ke-3 
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Kromatogram presisi konsentrasi QCM (21 dan 24 µg/mL) ke-1 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCM (21 dan 24 µg/mL) ke-2 
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Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

Hari 

ke- 
Area 

Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

21 

1 

9,22 2,04 4,51 19,85 

21,32 2,02 9,48 

9,30 1,87 4,95 21,69 

8,48 1,74 4,87 21,36 

1,72 0,31 5,43 23,70 

8,35 2,01 4,14 18,32 

2 

8,71 1,68 5,18 22,64 

5,59 1,02 5,45 23,77 

7,11 1,38 5,14 22,48 

3,39 0,77 4,40 19,39 

8,39 1,78 4,69 20,63 

3 

8,66 1,78 4,85 21,27 

7,80 1,36 5,69 24,79 

7,11 1,69 4,20 18,57 

9,23 1,91 4,82 21,13 

8,78 1,91 4,59 20,17 

24 

1 

9,07 2,04 4,44 23,47 

24,47 1,60 6,54 

8,01 1,87 4,26 22,55 

8,18 1,74 4,70 24,88 

1,32 0,31 4,18 22,09 

8,40 2,01 4,16 22,03 

2 

8,43 1,68 5,01 26,52 

5,11 1,02 4,99 26,39 

7,02 1,38 5,08 26,88 

2,93 0,77 3,79 20,06 

8,57 1,78 4,79 25,36 

3 

8,39 1,78 4,70 24,86 

6,86 1,36 5,01 26,50 

8,16 1,69 4,82 25,50 

9,24 1,91 4,82 25,51 

8,84 1,91 4,62 24,45 

 

- 𝑆𝐷 konsentrasi 21 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (19,85− 21,32)2+(23,77− 21,32)2+(20,63− 21,32)2+ 
(21,69−21,32)2+(19,39− 21,32)2+(21,27− 21,32)2+

(21,36− 21,32)2+(22,64− 21,32)2+(24,79− 21,32)2+

(23,70− 21,32)2+(20,17− 21,32)2+(18,57− 21,32)2+

(18,32− 21,32)2+(22,48− 21,32)2+(20,13− 21,32)2

(15−1)
= 2,02 

- 𝐶𝑉 =  
2,02

21,32
 𝑥 100% = 9,485 % 
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- 𝑆𝐷 konsentrasi 24 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (23,47− 24,47)2+(26,52− 24,47)2+(24,86− 24,47)2+ 
(22,55− 24,47)2+(26,39− 24,47)2+(26,50− 24,47)2+

(24,88− 24,47)2+(26,88− 24,47)2+(25,50− 24,47)2+

(22,09− 24,47)2+(20,06− 24,47)2+(25,51− 24,47)2+

(22,03− 24,47)2+(25,36− 24,47)2+(24,45− 24,47)2

(15−1)
= 1,60 

- 𝐶𝑉 =  
1,60

24,47
 𝑥 100% = 6,54% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCM (21 dan 24 µg/mL) ke-3 
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Kromatogram presisi konsentrasi QCH (32 dan 32 µg/mL) ke-1 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCH (32 dan 32 µg/mL) ke-2 
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Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

Hari 

ke- 
Area 

Area 

Propil 

Rasio 

Area 

Kadar 

Terukur 

(µg/mL) 

Rerata 

Kadar 

(µg/mL) 

SD 
CV 

(%) 

32 

1 

11,08 1,64 6,73 29,14 

30,95 1,67 5,38 

6,01 0,83 7,18 31,00 

5,50 0,68 8,05 34,63 

11,13 1,55 7,18 30,99 

2,13 0,28 7,42 31,99 

2 

10,51 1,53 6,85 29,60 

13,79 2,03 6,76 29,26 

6,84 1,03 6,59 28,53 

13,27 1,82 7,25 31,30 

13,69 1,94 7,03 30,36 

3 

14,13 1,77 7,96 34,27 

13,38 1,97 6,78 29,35 

14,77 2,08 7,09 30,64 

7,71 1,01 7,58 32,67 

12,74 1,80 7,07 30,54 

32 

1 

9,06 1,64 5,51 29,16 

31,74 1,30 4,07 

4,63 0,83 5,53 29,30 

3,70 0,68 5,42 28,70 

8,97 1,55 5,78 30,62 

1,68 0,28 5,84 30,93 

2 

9,67 1,53 6,30 33,35 

11,99 2,03 5,88 31,13 

6,27 1,03 6,04 32,00 

11,78 1,82 6,44 34,09 

12,19 1,94 6,26 33,15 

3 

11,95 1,77 6,73 35,67 

11,52 1,97 5,84 30,94 

12,68 2,08 6,09 32,24 

6,22 1,01 6,11 32,36 

11,06 1,80 6,14 32,51 

 

- 𝑆𝐷 konsentrasi 32 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (29,16− 30,95)2+(29,30− 30,95)2+(28,70− 30,95)2+ 
(30,62− 30,95)2+(30,93− 30,95)2+(33,35− 30,95)2+

(31,13− 30,95)2+(32,00− 30,95)2+(34,09− 30,95)2+

(33,15− 30,95)2+(35,67− 30,95)2+(30,97− 30,95)2+

(32,24− 30,95)2+(32,36− 30,95)2+(30,54− 30,95)2

(15−1)
= 1,67 

- 𝐶𝑉 =  
1,67

30,95
 𝑥 100% = 5,38 % 
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- 𝑆𝐷 konsentrasi 32 µg/mL =
√
  
  
  
  
 (29,14− 31,74)2+(31,00− 31,74)2+(34,63− 31,74)2+ 
(30,99− 31,74)2+(31,99− 31,74)2+(29,60− 31,74)2+

(31,30− 31,74)2+(30,36− 31,74)2+(28,53− 31,74)2+

(29,35− 31,74)2+(34,27− 31,74)2+(29,26− 31,74)2+

(30,64− 31,74)2+(32,67− 31,74)2+(30,54− 31,74)2

(15−1)
= 1,30 

- 𝐶𝑉 =  
1,30

31,74
 𝑥 100% = 4,07 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kromatogram presisi konsentrasi QCH (32 dan 32 µg/mL) ke-3 
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Lampiran 12. Kromatogram dan perhitungan %Recovery 

Konsentrasi 

sebenarnya 

(µg/mL) 

No 

Kadar 

Terekstraksi 

(µg/mL) 

Kadar tidak 

terekstraksi 

(µg/mL) 
%Recovery 

Rerata 

%Recovery 

9 

1 8,52 8,50 99,70% 

99,12% 2 9,07 8,98 98,94% 

3 8,68 8,57 98,71% 

15 

1 14,74 14,54 98,67% 

99,07% 2 14,41 14,31 99,32% 

3 14,09 13,98 99,21% 

21 

1 22,73 19,85 87,32% 

91,25% 2 18,80 18,57 98,76% 

3 20,90 18,32 87,66% 

24 

1 28,73 23,47 81,69% 

88,90% 2 26,12 25,50 97,63% 

3 25,21 22,03 87,38% 

32 

1 32,57 30,99 95,16% 

94,51% 2 32,44 29,14 89,80% 

3 32,45 31,99 98,59% 

32 

1 35,47 30,62 86,31% 

87,51% 2 33,94 29,16 85,94% 

3 34,26 30,93 90,29% 

 

 

- % 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 konsentrasi 9 µg/mL replikasi 1 =
8,501

8,527
 𝑥 100% = 99,70% 

- % 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 konsentrasi 15 µg/mL replikasi 1 =
14,549

14,745
 𝑥 100% = 98,67% 

- % 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 konsentrasi 21 µg/mL replikasi 1 =
19,854

22,737
 𝑥 100% = 87,32% 

- % 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 konsentrasi 24 µg/mL replikasi 1 =
23,471

28,732
 𝑥 100% = 81,69% 

- % 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 konsentrasi 32 µg/mL replikasi 1 =
30,999

32,577
 𝑥 100% = 95,16% 

- % 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 konsentrasi 32 µg/mL replikasi 1 =
30,620

35,476
 𝑥 100% = 86,31% 
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Kromatogram %recovery konsentrasi QCL (21 dan 24 µg/mL) 

 

Kromatogram %recovery konsentrasi QCM (21 dan 24 µg/mL) 

 



74 
 

 
 

 

 

 

Kromatogram %recovery konsentrasi QCH (32 dan 32 µg/mL) 

 


