PAGE  

optimasi Penetapan Kadar levofloxacin dalam Plasma darah Manusia (in-vitro)

secara Kromatografi Cair Kinerja TinggI
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ABSTRAK

Levofloxacin merupakan antibiotika flluroquinolon yang lebih poten dari ciprofloxacin, selama ini belum ada penetapan kadarnya dalam plasma darah manusia dengan menggunakan SPE kemudian dianalaisis dengan  KCKT detektor UV, Semantara dari strukturnya yang mengandung kromofor memungkinkan untuk dilakukan analisis dengan detekor UV.

Fase diam yang digunakan adalah octadecyl Silane (ODS) dalam kolom 250 x 4,6 mm (ukuran partikel 10 µm), fase gerak dapar fosfat 0.025 molar pH 2,5 dan asetonitril dengan perbandingan (85:15) %, kecepatan alir 1,2 ml/menit, 295 nm, dan internal standar ciprofloxacin. Validasi metode dilakukan antara lain selektivitas, keterulangan, linieritas, LOD, LOQ, akurasi, presisi dan kesesuian sistem, dengan metode spiking.

Dari kromatogram diperoleh hasil uji selektivitas dan keterulangan yang baik dengan koefsien variasi <2%, (r=6), rentang linieritas diperoleh dari 0,1-5 µg/ml menggunakan internal standar ciprofloxacin dengan kadar 3 µg/ml dengan nilai r>0,999  (0,9994-0,9998), nilai LOD berturut-turut dari rasio luas area sebesar 0,065 μg/ml dan berdasarkan rasio tinggi area sebesar 0,06474 μg/ml, nilai LOQ dari rasio luas area sebesar 0,2153 μg/ml dan berdasarkan rasio tinggi area sebesar 0,21580 μg/ml, persen recovery intra-day dan inter-day berturut-turut 94,4166±109,3797% dan 95,7041±108,8287%, serta presisi (%KV) intra-day dan inter-day berturut-turut 0,5153±2,8999% dan 0,9262±2,4691% dengan uii hasil kesesuian sistem terhadap waktu retensi, rasio luas dan tinggi area KV<2%. kesimpulan penelitian ini adalah metode yang digunakan cukup sfesifik dan sensitif untuk menetapkan kadar levofloxacin dalam plasma darah manusia.

Kata kunci : KCKT, Levofloxacin, SPE, Plasma Darah

1. PENDAHULUAN

Levofloxacin adalah suatu antibiotika quinolon generasi ketiga, dikenal di pasaran sejak 1993. Secara kimia, levofloxacin adalah S-enantiomer (L-isomer) ofloxacin dan mempunyai potensi kurang lebih dua kali potensi ofloxacin. Levofloxacin efektif terhadap sejumlah bakteri Gram positif dan Gram negatif, dan karena beraksi dengan spektrum luas, maka levofloxacin sering di resepkan secara empiris untuk infeksi secara luas (pneumonia, infeksi saluran urin sebelum penyebab spesifik diketahui). 

Levofloxacin merupakan antibiotika yang relatif baru sehingga monografinya belum terdapat pada Farmakope Indonesia IV 1995 dan Farmakope Amerika (United State Pharmacopeia, USP) edisi XXVIII tahun 2005, sehingga belum ada metode penetapan kadar levofloxacin baku yang dapat dijadikan sebagai metode acuan untuk penetapan kadar levofloxacin. Dengan demikian perlu dilakukan penelitian lebih lanjut baik itu terkait jaminan mutu di suatu industri obat atau labolatorium klinik yang terkait dengan studi farmakokinetik dan farmakodinamiknya.

Beberapa prosedur dan tenik telah dikembangkan untuk menetapkan kadar dari levofloxacin dalam matrik cairan hayati antara lain dengan metode KCKT (Djabarouti et a., 2002; Liang et al., 2002 ; wong F.A et al., 2006), Microdialysis., (Cheng et al., 2002), Fluorimetry (Ocana et al., 2007), chemiluminescense (Sun hanwen et al., 2006) ; Ocana J.A et al., 2004), Anodic striping voltametry (Radi and El-sharief., 2002), potentiometry (Altioka et al., 2002), Flow injection Spectrofotometric  (Al-momami I.F., 2006),  LC-MS, ( Lee H.S et al., 2006).
Pengembangan penetapan kadar levofloxacin dalam sediaan farmasi telah dilakukan secara konduktometri, potensiometri  spektrofotometri (Altioka., et al, 2002), dan secara KCKT dengan detektor UV (Pri., 2006), sementara dalam cairan hayati (plasma) secara KCKT telah digunakan detektor fluorisensi (Rodvold et al., 2003 ; Nguyan et al., 2004), diode array detektor, dan  spektrofotometer massa (Tobin et al., 1999), selama ini belum ada yang menggunakan detektor UV. 

2. Tinjauan Pustaka

Levofloxacin (gambar 1) adalah antibiotika quinolon generasi ketiga merupakan isomer L-ofloxacin, dengan nama kimianya adalah : (-)-(S)-9-fluoro-2 ,3-dihydro-3-methyl-10-(4-methyl-1-piperazinyl)-7-oxo-7H-pyrido[1,2,3-de]-1, 4-benzoxazine-6-carboxylic acid;
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Gambar 1. Struktur levofloxacin dan Ciprofloxacin

Pada rentang pH 0,6 sampai 5,8 kelarutan levofloxacin konstan (100 mg/ml), sehingga levofloxacin larut sempurna pada rentang ini. Pada pH lebih dari 5,8 kelarutannya meningkat cepat sampai mencapai maksimum pada pH 6,7 (272 mg/ml). Sementara pada pH lebih dari 6,7 kelarutannya menurun dan mencapai nilai maksimum (sekitar 50 mg/ml) pada pH sekitar 6,9.
Absorbsi levofloxacin cepat, dengan kadar puncak dalam serum 2,5 µg/ml setelah 30 menit. Sebagai pembanding, kadar puncak ciprofloxacin dalam serum adalah 0,5 µg/ml, konsentrasi levofloxacin tetap stabil di atas 1,0 mg/ml selama 60 menit, dan pada konsentrasi levofloxacin ini hampir menghambat semua patogen. Hal ini mengindikasikan bahwa levofloxacin adalah senyawa antibakteri dengan sepektrum luas dan efektif mengobati infeksi kuman yang mematikan (Fu et al., 1992). 

Levofloxacin digunakan untuk infeksi dari saluran pernapasan dan saluran kemih, kulit dan jaringan lunak, levofloxacin digunakan terhadap pasien dengan dosis 500 mg perhari (Martindale., 2002).

Pemakian terhadap manusia obat secara extrensif di absorbsi dan di eliminasi dengan cepat dengan puncak pada urin dengan kadar lebih tinggi dari MIC90 untuk hampir semua patogen. Levofloxacin diteliti dieliminasi dalam bentuk yang tidak berubah. Selama 24 jam setelah pemakian secara oral obat di temukan dengan kadar 80-85% dalam urin, dengan metabolit mayoritas dalam bentuk desmetillevofloxacin dan levofloxacin N-oxide dalam kadar masing-masing yang hanya 2% (Wong et al.,1997)

Pengembangan penetapan kadar levofloxacin dalam sediaan farmasi telah dilakukan secara konduktometri, potensiometri  spektrofotometri (Altioka., et al, 2002), dan secara KCKT dengan detektor UV (Pri., 2006), sementara dalam cairan hayati (plasma) secara KCKT telah digunakan detektor fluorisensi (Rodvold et al., 2003 ; Nguyan et al., 2004), diode array detektor, dan  spektrofotometer massa (Tobin et al., 1999), selama ini belum ada yang menggunakan detektor UV. 

Solid Phase Extraction (SPE)

SPE merupakan suatu teknik ekstraksi yang sudah biasa digunakan sebagai suatu pretreatment dari sampel sebelum dianalisis lebih lanjut, SPE dipandang suatu metode yang lebih efektif dibanding dengan Liquid-liquid extration (LLE ). SPE labih efisien dari LLE, karena SPE dapat menghasilkan nilai recovery lebih tinggi dibandingkan LLE, bisa mencapai diatas 99%. Kaitanya dengan HPLC, SPE mempunyai beberapa kegunaan antara lain
1. membuang partikel yang merusak kolom

2. memekatkan analit yang konsentrasinya rendah

3. desalting

4. penukaran pelarut
5. dapat digunakan untuk penderivatisasian
6. penyimpanan dan pemindahan sampel 
Validasi Metode Analisis

Validasi metode analisis merupakan suatu tindakan yang dilakukan sebagai pembuktian terhadap parameter-parameter tertentu yang dipersyaratkan dan ditetapkan sehingga analisis yang dilakukan mendapatkan hasil yang diinginkan. Beberapa parameter validasi metode analisis meliputi: linearitas, presisi (precision), ketepatan (accuracy), batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi (LOQ) (Snyder et al., 1997).

Landasan Teori

Levofloxacin merupakan antibiotika turunan senyawa fluoroquinolon, generasi ketiga setelah cifrofloxacin, telah banyak digunakan sebagai antimikroba yang beraktifitas terhadap bakteri gram + dan Gram -.  Dari struktur levofloxacin banyak mengandung banyak unsur yang sangat elektronegatif (O, N, F) dan gugus kromofor menjadikan levofloxacin bersifat relatif polar, sehingga analisisnya dapat menggunakan KCKT fase tebalik. 

Struktur levofloxacin terdiri dari berbagai gugus fungsi antara lain karboksilat, amina, piperazin, dan piridin sehingga dalam pH tertentu dapat berubah menjadi bentuk ionnya (Zwitterion), sehingga perlu pangaturan pH dalam analisisnya dengan sistem bufer. Penetapan kadar dari levofloxacin sudah banyak dilakukan dengan menggunakan kolom C18 (oktadecyl silane) dengan menggunakan buffer fosfat pH 2-3 (Nguyen, H.A. et al 2004, Grellet. J. et al, . 2004., Pri, I.U., 2006., Tobin. C.M.et al, 1999).

Kolom C18 merupakan kolom dengan basis silika yang mengikat gugus C18 merupakan kolom yang stabil pada rentang pH 2-8, dan pengembangan metode untuk analisis KCKT dengan fase terbalik disarankan menggunakan fase organik asetonitril pada rentang antara 80-100% pada rentang pH 2-3.

Dengan sistem kromofor levofloxacin yang sangat baik, menjadikan analisisnya menggunakan detektor UV, sebelumnya analisis levofloxacin banyak menggunakan detektor fluorimetri.  

Dalam penelitian ini digunakan sistem KCKT fase terbalik dengan fase gerak dapar fosfat 0,025 M dan asetonitril dengan perbandingan 85:15%v/v, dengan menggunakan kolom C18 oktadecyl silane dan menggunakan detektor UV. cifrofloxacin digunakan seabagai internal standar karena merupakan senyawa yang memliliki struktur dann sifat psikokimia yang hampir sama dengan levofloxacin. sehingga dapat terelusi tidak jauh dengan levofloxacin. Dengan teknik internal standar ini diharapkan, menghasilkan suatu metode yang sensitif, relatif cepat, akurat untuk analisis levofloxacin dalam cairan hayati (plasma darah manusia) 

Hipotesis


Berdasarkan stuktur dari levofloxacin yang mewngandung guygus kromofor maka penetapan kadarnya dapat dilakukan dengan kromatografi cair kinerja tinggi denga detektor ultra violet.

3. Metode Penelitian
Bahan : Levofloxacin baku pembanding, ciprofloxacin baku pembanding. Semua reagen kimia berderajat p.a: natrium fosfat monobase dihidrat, asetonitril, dan asam ortofosfat (E. Merck), methanol (E. Merck), akuabides (Ika pharmindo), plasma darah manusia (Palang Merah Indonesia Bandung).

Alat : Seperangkat alat kromatograf cair kinerja tinggi (Shimadzu LC-10 ATVP) yang dilengkapi dengan detector UV-VIS SPD, Autoinjektor Shimadzu System Controler SCL-A, kolom KCKT Phenomenex; panjang 250 mm, diameter dalam 2,6 mm, ukuran partikel 10 μm, pH meter (Ohmeter), ultrasonic bath (NEY 1510), SPE cartridge HLB 1 CC (Oasis), Timbangan analitik kepekan 0,1 mg (Sartorius), penyaring vakum beserta saringan berpori 0,4-0,45 (m, dan alat gelas yang lazim.
Penetuan ekstinsi molar  ε  untuk levofloxacin

Timbang dengan sekasama 100 mg levofloxacin, masukan ke dalam labu takar 50 ml, encerkan dengan HCl 0,05 M, encerkan dari larutan induk tersebut dengan HCl 0,05 M sehingga diperoleh konsentrasi akhir 6,4, 10,8, dan 13,5 μM. Ketiga larutan tersebut kemudian dianalisis dengan spktrofotometri dan dibaca serapannya pada panjang gelombang maksimum 295 nm, dan ditentukan nilai ekstinsi molarnya dengan 

Optimasi kondisi (komposisi fase gerak dan kecepatan alir) KCKT untuk penetapan kadar Levofloxacin

Sistem KCKT yang akan digunakan adalah sebagai berikut :

Kolom : ODS/C18 oktadesilsilan (phenomenex), panjang 150 mm, diameter   dalam 4,5 mm,  dan ukuran partikel  5 µm

Fase gerak
: terdiri atas natrium hidrogen fosfat (0,025 M dibuat pH 2,5  diatur dengan penambahan H3PO4) dan asetonitril dengan perbandingan tertentu (85:17 ; 87:15 dan 86:14) v/v, dan merupakan variabel yang akan dioptimasi

Kecepatan alir       : 0,8  1,0, 1,2 dan 1,5 ml/menit (dioptimasi)

Standar internal           : Ciprofloxacin

Detektor                        : UV 295 nm

Penentuan komposisi dan kecepatan alir dari fase gerak

Larutan baku levofloxaxin dengan konsentrasi 0,5 mg/ml yang mengandung internal standar cifrofloxacin dengan konsentrasi 3 µg/ml  diinjeksikan sebanyak 10 µl ke alat KCKT dengan variasi komposisi dari fase gerak dilakukan pada kecepatan alir yang bervariasi masing-masing 0,8 ; 1,0; 1,2 dan 1,5 ml/menit  kemudian dilihat waktu retensi dan pemisahan kedua puncak (levofloxacin dan ciprofloxacin) yang dihasilkan untuk kemudian digunakan pada tahap analisis berikutnya.

Tabel I.  Komposisis fase gerak yang akan dioptimasi

	No
	% Asetonitril
	% Bufer fosfat  pH 2,5

	1

2

3
	17

15

14
	83

85

86


Ekstraksi dengan SPE Oasis HLB 1 CC

Tahapan ekstraksi dengan SPE
 






(Caufiled, V. William and Stewart, James. T., 2002)
Efisiensi ekstraksi

Recovery absolut atau efisiensi ekstraksi diperoleh dengan cara membandingkan luas area dan tinggi puncak kromatogram plasma yang dispike levofloxacin dengan konsentrasi rendah 0,25 µg/ml dan konsentrasi tinggi 4 µg/ml dengan  internal standar ciprofloxacin 3 µg/ml terhadap luas dan tinggi puncak kromatogram fase gerak yang dispike levofloxacin dan internal standar dengan konsentrasi sama dengan sampel plasma yaitu 0,25 dan 4 µg/ml dengan persamaan :
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Validasi metode penetapan kadar levofloxacin secara KCKT

Selektivitas

Dengan melihat kromatogram levofloxacin dan ciprofloxacin hasil pemisahan secara KCKT, tidak adanya puncak yang saling mengintervensi walaupun kedua zat dalam satu turunan. Dinyatakan dengan resolusi atau daya pisah (Rs) dan nilainya 
[image: image3.wmf]³

2 (Snyder et al., 1997)

Keterulangan (repeatability)
Dilakukan pengenceran dari larutan baku levofloxacin, sehingga diperoleh dua seri konsentrasi masing-masing 4 µg/ml dan 0,25 µg/ml, kemudian masing-masing larutan baku levofloxacin tersebut sebanyak 20 µl dinjeksikan ke alat KCKT pada kondisi optimum.. Percobaan diulang sebanyak 6 kali kemudian dihitung koefisien variasinya (KV %).
Pembuatan kurva baku

Lima seri konsentrasi levofloxacin dengan konsentrasi akhir (0,1, 0,25 0,5, dan 5 (g/ml) dan standar internal (ciprofloxacin) dengan konsentrasi akhir 3 µg/ml, disiapkan dengan membuat pengenceran secara seri dari stok larutan baku levofloxacin dengan plasma darah yang tidak mengandung kedua zat tersebut, selanjutnya diekstraksi dengan menggunakan SPE dan 20 µl sampel hasil SPE diinjeksikan ke dalam alat KCKT. Penentuan linieritas dilakukan selama tiga hari berturut-turut, tiap hari dilakukan 3 kali pengulangan. 

Batas deteksi (LOD) dan batas Kuantitasi (LOQ)
Nilai batas deteksi dan batas kuantifikasi penetapan kadar levofloxacin dapat dihitung secara statistik dari persamaan kurva kalibrasi dengan menggunakan garis regresi linier (Harmita, 2006).
limit of detection (LOD) dinyatakan dengan:
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 . Sb adalah standar deviasi dari y-intercept garis kalibrasi dan  a adalah slope garis kalibrasi atau dengan persamaan lain Y = Yb + 3 Sb, nilai Yb merupakan titik potong pada persamaan garis atau merupakan respon blanko. 
Limit of quantitation (LOQ) dihitung dengan persamaan:
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   Sb adalah standar deviasi dari y-intercept garis kalibrasi dan  a adalah slope garis kalibrasi atau secara matematis dinyatakan dengan persamaan Y = Yb + 10 Sb,  (Miller and Miller., 1988). 

Accuracy dan Precise Intra-day dan inter-day
Akurasi dan presisi dalam dan antar hari yang berbeda diperoleh dengan cara penetapan kadar dari tiga sampel masing-masing tiga kali n=3, selama tiga hari tiga hari berturut-turut. Konsentrasi sampel dibuat sekitar kurva baku meliputi konsentrasi rendah 0,6 (g/ml, sedang 2,5 (g/ml dan tinggi 4 (g/ml. Kurva kalibrasi ditetapkan setiap hari sebanyak tiga pengulangan, selama tiga hari berturut-turut, kurva kalibrasi dengan koefisien korelasi terbaik digunakan untuk menetapkan sampel. Persen akurasi diperoleh dengan cara melihat kedekatan hasil dari sampel terhadap nilai nominal dan presisi di lihat dari   KV (%), recovery dihitung dengan formula :
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CT adalah konsentrasi levofloxacin hasil pengukuran , dan CA adalah jumlah levofloxacin yang dispike dalam matrik (plasma).

Presisi dinyatakan dengan ( %) KV atau RSD, dengan persamaan :


[image: image8.wmf]%

100

%

X

X

SD

KV

÷

ø

ö

ç

è

æ

=


4. Hasil dan Pembahasan
Hasil dari pengukuran levofloxacin menunjukan serapan maksimum pada panjang gelombang 295 nm dan ciprofloxacin pada 279 nm, hasil overlay dari kedua spektrum kedua senyawa menunjukan titik potong pada panjang gelombang 288 nm. Panjang gelombang maksimum levofloxacin akan ditetapkan sebagai panjang gelombang yang akan digunakan pada pendeteksian analisis dengan KCKT, hal ini disebabkan levofloxacin merupakan senyawa target analisis.
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Gambar overlay panjang gelombang levo dan ciprofloxaci 

Hasil penetapan nilai ekstinsi molar (() levofloxacin

Hasil penetapan nilai ekstinsi molar (() levofloxacin dari tiga variasi konsentrasi yaitu, 13,5, 10,8, dan 0,6 µM berturut-turut menunjukan nilai serapan yang cukup besar, dan menujukan nilai ( dengan nilai rata-rata 33002,85667(M-1cm-1).  Nilai ( tersebut lebih besar dari 10.000 ( M-1cm-1 ) ini menunjukan levofloxacin sangat memungkinkan untuk dideteksi dengan detektor ultra violet pada sistem KCKT.

Hasil solid phase extraction (SPE)

Untuk mengetahui efisiensi ekstraksi hasil solid phase extraction (SPE), maka dilakukan uji efisiensi ekstraksi terhadap 2 sampel, masing-masing sampel dengan konsentrasi rendah 0,25 (μg/ml) dan konsentrasi tinggi 4 (μg/ml) dengan cara membandingkan luas area dan tinggi area kromatogram dari masing-masing sampel dalam fase gerak tanpa SPE dan dalam plasma dengan SPE. Hasil SPE untuk konsentrasi 4 (μg/ml) berdasarkan luas area menghasilkan efisisensi ektraksi sebesar 87,2663% untuk levofloxacin dan 89,29277% untuk ciprofloxacin. Kemudian berdasarkan rasio tinggi area sebesar 86,9767% untuk levofloxacin dan 90,68 % untuk ciprofloxacin. Dengan demikian hasil ekstraksi dengan SPE cukup memuaskan.

Optimasi Kondisi KCKT

Dari hasil optimasi diperoleh, fase gerak dengan komposisi dapar fosfat pH 2,5 dan asetonitril dengan perbandingan 85:15% v/v, dengan laju alir 1,2 ml/menit  menghasilkan hasil yang baik dilihat dari parameter-parameter validasi yang telah ditentukan. Hasil validasi metode yang dihasilkan antra lain :
Selektivitas  

Untuk mengetahui selektivitas dari metode yang digunakan maka perlu dilihat daya keterpisahan (resolusi). Dari gambar kromatogram dapat dilihat bahwa puncak levofloxacin Rt = (10,817) menit terpisah sempurna dari puncak ciprofloxacin Rt (12,208) menit, hal ini dinyatakan dengan nilai resolusi Rs = 2, dianjurkan besarnya nilai resolusi ≥1,5 (Harmita., 2006). Dengan nilai resolusi tesebut menunjukan bahwa metode KCKT yang digunakan memiliki selektifitas yang baik, dan dapat digunakan untuk menetapkan kadar levofloxacin dengan menggunakan internal standar (ciprofloxacin).

Keterulangan (Reapeatibility)

Uji keterulangan dilakukan terhadap sampel dengan konsentrasi 0,25 (μg/ml) dengan konsentrasi internal standar (ciprofloxacin) 3 μg/ml sebanyak 6 kali pengulangan, kemudian diamati waktu retensi (Tr), luas area, dan tinggi area, hasil pengujian keterulangan disajikan dalam tabel (Tabel VI), dari tabel hasil keterulangan berdasarkan waktu retansi, dapat dilihat rata-rata waktu retansi untuk levofloxacin sebesar  10,53±0,04266 dan KV<2%, hal ini menunjukan keterulangan yang baik. (Snyder  et al., 1997).
Keterulangan berdasarkan rasio luas area dari tabel dapat dilihat bahwa menunjukan nilai yang sangat baik dengan KV < 2% (Snyder et al., 1997), demikian juga dari hasil keterulangan berdasarkan rasio tinggi area menunjukan nilai yang sangat baik dengan KV <2%, berdasarkan data tersebut menunjukan bahwa metode yang digunakan mempunyai keterulangan yang baik
Linieritas
Untuk mengetahui linieritas konsentrasi levofloxacin rasio luas area dan tinggi area dari standar internal (ciprofoxacin), maka dibuat kurva kalibrasi dari sampel dengan cara menspike levofloxacin baku ke dalam plasma darah sehingga diperoleh konsentrasi akhir 0,1, 0,25, 0,5, 1,5 dan 5 (μg/ml) yang mengandung internal standar (ciprofloxacin) dengan konsentrasi akhir 3 (μg/ml). Kurva kalibrasi ini dibuat selama tiga hari berturut-turut (cara perhitungan terdapat pada lampiran 3), masing-masing tiga replikasi perhari, persamaan garis regresi linier dengan koefisien korelasi terbaik digunakan untuk menetapkan kadar dari QC sampel untuk kemudian diamati akurasi dan presisinya. Dari tabel dapat dilihat nilai a (intersep), b (slope), dan r (koefisien korelasi) dari masing-masing persamaan kurva kalibrasi.

Untuk menetapkan kadar QC sampel digunakan persamaan kurva kalibrasi yang mempunyai koefisien korelasi >0,999 dan nilai slope yang paling besar. Untuk r hitung dengan taraf keyakian p = 0,05 dan d.b = 3, (n-2) n=5, maka nilai r dapat diterima karena lebih besar dari 0,878 (Gomez et al, 1995). Untuk persamaan kurva baku berdasarkan rasio luas area hari ke-1, ke-2 dan ke-3 yang dipilih masing-masing adalah:

Y1 = 0,0250 + 0,7062 X1            ;  r = 0,9997
Y2 = 0,0142 + 0,7297 X2
;  r = 0,9996

Y3 = 0,0212 + 0,7159 X3
;  r = 0,9997

Dan persamaan garis regresi linier berdasarkan rasio tinggi area yang dipilih secara tiga hari berturut-turut adalah : (cara perhitungan terdapat pada lampiran 4)

Y1 = 0,0191 + 0,8175 X 1      r = 0,9998

Y2 = 0,0075 + 0,8359 X2       r = 0,9995
Y3 = 0,006 + 0,8438 X 3        r = 0,9994
Hasil Uji Limit of Detection (LOD)
Hasil uji limit of detection (LOD) dihitung berdasarkan kurva kalibrasi levofloxacin dari persamaan yang mempunyai koefisien korelasi (r) terbaik dari kurva kalibrasi yang dibuat dalam jangka waktu tiga hari berturut-turut. Nilai LOD ditetapkan dari kurva kalibrasi levofloxacin terhadap rasio luas area dan rasio tinggi area. Nilai LOD dari rasio luas area sebesar 0,065 μg/ml dan berdasarkan rasio tinggi area sebesar 0,06474 μg/ml. (contoh perhitungan terdapat pada lampiran 5 dan lampiran 6) 

Hasil Uji  Limit Of Quantitation  (LOQ)
Hasil uji limit of Quantitation (LOQ) dihitung berdasarkan kurva kalibrasi levofloxacin dari persamaan yang mempunyai koefisien korelasi yang paling baik dari kurva kalibrasi yang dibuat dalam waktu tiga hari berturut-turut. Nilai LOD ditetapkan dari kurva kalibrasi rasio luas area dan rasio tinggi area. Nilai LOD dari rasio luas area sebesar 0,2153 μg/ml dan berdasarkan rasio tinggi area sebesar 0,21580 μg/ml. Nilai LOD sangat tergantung pada galat sistemik yang dapat dilihat sebagai intersep atau titik potong pada sumbu Y dari persamaan garis kurva kalibrasi.

Akurasi dan Presisi Intra-day dan Inter-day
Dari tabel perhitungan kadar QC sampel yang diperoleh dari kurva kalibrasi berdasarkan rasio luas area, nilai presisi intra-day dari konsentrasi 0,6, 2,5, dan 4 μg/ml dan mengandung internal standar (ciprofloxacin) dengan konsentrasi akhir 3 μg/m, dalam jangka waktu tiga hari berturut-turut berkisar antara 0,9404-0,9623%, 0,1566-1,5645% dan 1,3777-2,8999%. Nilai presisi inter-day nya berturut-turut 0,9262 %, 1,6465 % dan 2,4691%, nilai tersebut cukup baik sesuai dengan yang dipersyaratkan <10% untuk analisis dari cairan hayati. Untuk nilai akurasi dari konsentrasi QC sampel dengan konsentrasi berturut-turut 0,6,  2,5, dan 4 μg/ml selama tiga hari bertutut-turut berkisar 108,3239±3,4956%-109,3797±1,0525%, 94,1277±0,4851%-96,8894±0,1517%, dan 94,6855±1,5755%-97,7411±2,8345%, Untuk nilai akurasi inter-day selama tiga hari beturut-turut berkisar antara 108,8287± 1,0080%, 95,9443±1,5797% dan 95,7041±2,3630%, nilai akurasi yang diperoleh sangat memuaskan sesuai dengan yang dipersyaratkan, untuk nilai akurasi dari cairan hayati berkisar  80-110%. (Hermita., 2006) 
Nilai presisi dan akurasi intra-day dan inter-day QC sampel berdasarkan kurva kalibrasi rasio tinggi area diperoleh nilai presisi inter-day untuk ketiga QC sampel selama tiga hari berturut-turut sebesar 0,9404-0,9623 %, 0,6578-0,8987 % dan 0,4044-1,4321 %, sedangkan nilai presisi inter-day berturut-turut 2,8133 %, 1,6388 % dan 1,6440 %, nilai tersebut cukup baik sesuai dengan yang dipersyaratkan <10% untuk analisis dari cairan hayati.

Untuk nilai akurasi intra-day dari QC sampel dengan konsentrasi 0,6, 2,5, dan 4 μg/ml yang mengandung internal standar (ciprofloxacin) dengan konsentrasi akhir 3 μg/m berdasarkan perhitungan kurva kalibrasi rasio tinggi area selama tiga hari berturut-turut diperoleh nilai sebesar 108,1963 ± 3,4629-108,8158±3,5747%, 93,7101 ± 0,8421-96,9793±0,6381% dan 94,3659±0,3817-97,3503±1,3941%, semetara nilai akurasi inter-day selama tiga hari berturut-turut sebesar 108,5775±3,0546 %, 95,5721 ± 2,1996%, dan 95,5944 ± 1,5716 %. Nilai akurasi yang diperoleh baik intra-day dan inter-day sangat baik sesuai dengan yang dipersyaratkan yaitu berkisar 80-110% untuk analisis dari cairan hayati. (Harmita., 2006)
5. Kesimpulan dan Saran
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan sebagai berikut :

Proses isolasi levofloxacin dari plasma darah dapat dilakukan cukup baik dengan menggunakan SPE Oasis HLB 1 CC, sehingga analsis lanjut dapat dilakukan dengan KCKT detektor UV.

Dari hasil validasi metode, meliputi, selektivitas, keterulangan, linieritas, batas deteksi, batas kuantifikasi, ketelitian, ketapatan. maka metode yang diperoleh dapat digunakan untuk menetapkan kadar levofloxacin dalam plasma darah dengan KCKT detektor UV.
Saran

Proses isolasi levofloxacin dari plasma darah dapat dilakukan dengan menggunakan SPE dengan cartridge yang berbeda agar pengotor lebih sedikit, Dengan kolom yang lebih kecil partilkel  ukurannya. 
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Conditioning


Metanol 1ml/Aquades 1 ml





Loading Sample


1 ml sampel plasma yang telah dispike dengan levofloxacin dan ciprofloxacin





Washing


1 ml metanol 5 % dalam aquades





Eluting


1 ml asetonitril 20% dalam bufer fosfat pH 2,5





 % Recovery
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