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ABSTRAK 

PENGEMBANGAN DAN VALIDASI METODE ANALISIS ARTESUNAT 
DALAM URIN MENGGUNAKAN KROMATOGRAFI CAIR KINERJA 
ULTRA TINGGI-SPEKTROMETRI MASSA UNTUK MENDUKUNG 

KETAHANAN KESEHATAN 

Malaria merupakan salah satu penyakit endemik yang menjadi ancaman 
ketahanan kesehatan. Kementerian Kesehatan Republik Indonesia 
merekomendasikan penggunaan Artemisinin Based Combination Therapy 
(ACT) sebagai tatalaksana terapi malaria. Turunan artemisinin seperti 
artesunat diketahui dapat digunakan sebagai terapi pengganti artemisinin.  
Dalam darah, artesunat terikat kuat oleh hemoglobin sehingga diperulakanya 
pamauntauan kadar obat dalam urin untuk mengetahui kadar efektif artesunat. 
Pemantauan kadar obat artesunat dalam urin memerlukan metode bioanalisis 
yang tervalidasi. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kondisi analisis 
dan metode preparasi sampel artesunat dalam urin yang optimum dan valid 
menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Ultra Tinggi Tandem Spektrometri 
Massa (KCKUT-SM/SM). Analisis artesunat dalam urin dengan baku dalam 
artemisinin dilakukan dengan menggunakan KCKUT-SM/SM dengan kolom 
C18 (Shim-pack XR-ODSIII 50mm x 2,0 mm, 1,6 μm) dengan suhu 30°C. 
Kondisi analisis optimum diperoleh menggunakan fase gerak larutan metanol-
asam format 0,3% (80:20, v/v) dengan laju alir 0,3 mL/menit dan dielusi secara 
isokratik selama 2 menit. Detektor Spektrometri massa triple quadrupole 
dengan mode electrospray ionization (ESI) positif; deteksi pada 
407,15→261,10 untuk artesunat dan 305,00→151,10 untuk artemisinin. 
sampel dipreparasi dengan larutan pengekstraksi metanol sebanyak 300 µl 
dengan waktu vorteks selama satu menit dan waktu sentrifugasi 15 menit  
pada kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4oC. Metode analisis telah memenuhi 
kriteria validasi metode bioanalisis sesuai panduan Food and Drug 
Administration (FDA) 2018 dan European Medicines Agency (EMA) 2023 
untuk parameter linieritas, akurasi, selektivitas, presisi, carry-over, uji 
perolehan kembali, integritas pengenceran, efek matriks dan stabilitas dengan 
LLOQ 2 ng/mL dan rentang konsentrasi linear pada 2 – 400 ng/mL.  

Kata Kunci: Artesunat, Artemisinin, Malaria, Urin, KCKUT-SM/SM 

  



 
 

 

viii 
 

ABSTRACT 

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR 
ARTESUNATE IN URINE USING ULTRA HIGH PERFORMANCE LIQUID 
CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY TO SUPPORT HEALTH 

RESILIENCE 

Malaria is an endemic disease that poses a threat to health resilience. The 
Ministry of Health of the Republic of Indonesia recommends the use of 
Artemisinin-Based Combination Therapy (ACT) as the standard treatment for 
malaria. Derivatives of artemisinin, such as artesunate, are known to be 
effective as a substitute therapy for artemisinin. In the blood, artesunate is 
strongly bound by hemoglobin, necessitating the monitoring of drug levels in 
urine to determine the effective concentration of artesunate. Monitoring 
artesunate levels in urine requires a validated bioanalytical method. This study 
aims to optimize and validate the conditions for analyzing artesunate in urine 
and the sample preparation method using Ultra-High-Performance Liquid 
Chromatography Tandem Mass Spectrometry (UHPLC-MS/MS). The analysis 
of artesunate in urine, with artemisinin as an internal standard, was conducted 
using UHPLC-MS/MS with a C18 column (Shim-pack XR-ODSIII 50mm x 2.0 
mm, 1.6 μm) at a temperature of 30°C. Optimum analysis conditions were 
achieved using a mobile phase of methanol-0.3% formic acid solution (80:20, 
v/v) at a flow rate of 0.3 mL/min and eluted isocratic for 2 minutes. A triple 
quadrupole mass spectrometry detector with positive electrospray ionization 
(ESI) mode was used; detection was performed at m/z 407.15→261.10 for 
artesunate and m/z 305.00→151.10 for artemisinin. Samples were prepared 
using 300 µL of methanol extraction solution, with vortex for one minute and 
centrifugation for 15 minutes at 10,000 rpm at 4°C. The analytical method met 
the validation criteria for bioanalytical methods according to the 2018 Food 
and Drug Administration (FDA) and 2023 European Medicines Agency (EMA) 
guidelines, for parameters including linearity, accuracy, selectivity, precision, 
carry-over, recovery test, dilution integrity, matrix effect, and stability, with an 

LLOQ of 2 ng/mL and a linear concentration range of 2 – 400 ng/mL. 

Keywords: Artesunate, Artemisinin, Malaria, Urine, UHPLC-MS/MS 
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