BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Landasan Teori
211 Malaria
Malaria merupakan penyakit menular serius yang disebabkan
oleh infeksi parasit protozoa uniseluler dari genus Plasmodium sp.

Penyakit ini menyerang manusia dan ditularkan melalui gigitan

B (Sato, 2021;

tantangan

Sduksi seksual
Wyam vg\? boli et al., 2015).
asikan dengan faktor-faktor
lingkungan seperti kondisi sanitasi yang buruk dan habitat yang
mendukung perkembangbiakan nyamuk, telah menjadi tantangan
utama dalam pengendalian malaria. Perwujudan kondisi-kondisi
tersebut menciptakan lingkungan yang kondusif bagi transmisi
parasit, sehingga memperparah beban penyakit, terutama di daerah
endemis (McMillen, 2016).



Kembali oleh peneliti menggunakan ChemDraw 8.0

Berikut adalah monografi Tafenokuin (National Center for

Biotechnology Information, 2024) :

Nama IUPAC : 4-N-[2,6-dimethoxy-4-methyl-5-[3
(trifluoromethyl)phenoxy]quinolin-8-
yl] pentane-1,4-diamine

Pemerian : Serbuk kering berwarna kuning pucat
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Rumus molekul : C24H28F3N303
Berat molekul : 463.5 g/mol
Kelarutan : Tidak larut dalam air

2.1.3.1 Aktivitas Antimalaria Tafenokuin

Tafenokuin, yang termasuk dalam golongan 8-
aminoquinoline, merupakan obat antimalaria dengan aktivitas

signifikan terhadap Plasmodium vivax. Keunggulan utama

Tafenokuin terlg - a mencegah kekambuhan
3F\‘;’ BEIRaN PR r gentuk dorman parasit

sebagai

membunuh

emutus siklus

sehingga tidak hanya mencegah perkembangan parasit ke tahap
hipnozoit di hati, tetapi juga menghambat kekambuhan infeksi P.
vivax. Efek ini membuat tafenokuin secara tidak langsung bersifat
hipnozoitisidal, yang menjadi ciri khas obat ini karena banyak
digunakan untuk mencegah relapse pada pasien malaria (Sana &
Abed, 2021).
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2.1.3.2 Mekanisme Aksi

Tafenokuin bekerja secara multifungsi dengan menargetkan
hipnozoit di hati, gametosit di darah, dan menghambat polimerisasi
hematin dengan mekanisme aksi utama melalui induksi stres
oksidatif. Mekanisme ini didukung oleh metabolisme oksidatif di hati
melalui enzim CYP2D6 yang bertanggung jawab atas metabolisme

Tafenokuin menjadi metabolit aktif, seperti 5,6-orthoquinone,

ai senyawa kunci untuk

yaitu sekitar

primaquine

jadwal dosis sering kali

2018; Lacerda

utamanya melalui afenoquine dalam urin relatif
minimal, dengan hanya sekitar 3% dari dosis yang diekskresikan

melalui urin (Thakkar et al., 2018; Aherfi et al., 2021).

Karena kemampuan obat ini mempertahankan kadar efektif
dalam darah untuk waktu yang lama, obat ini dapat digunakan untuk
menargetkan hipnozoit Plasmodium vivax, tahap laten dalam hati
(Lacerda et al., 2019; Pottenger, 2024). Meskipun profil
keamanannya sebanding dengan  primakuin, Tafenokuin
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memerlukan skrining G6PD sebelum pemberian untuk mengurangi
risiko hemolisis pada individu dengan defisiensi enzim ini (Watson et
al., 2018; Devine et al., 2020; Duparc et al., 2020).

2.1.4 Primakuin
2.1.4.1 Monografi

for
Rumus molekul : C15H21N30
Berat molekul : 259.35 g/mol
Kelarutan : Larut dalam air; praktis tidak larut

dalam kloroform dan dalam eter.
(Kemenkes RI, 2020)
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2.1.5 Kromatografi Cair Kinerja Ultra Tinggi tandem Spektrometer
Massa (KCKUT-SM/SM)
2.1.5.1 Prinsip KCKUT-SM/SM

KCKUT-SM/SM merupakan kombinasi teknik Kromatografi
Cair Kinerja Ultra Tinggi (KCKUT) dan Spektrometri Massa (SM/SM)
yang digunakan untuk analisis kimia yang sensitif dan spesifik.
KCKUT bekerja berdasarkan interaksi antara fase stasioner, fase

ang kemudian dilanjutkan

‘r«? &N spektrometri massa
2%

"//), ""wa .-
4. »
ki TAMA - At

*Diolah oleh peneliti

Kromatografi Cair Kinerja Ultra Tinggi memisahkan komponen
berdasarkan perbedaan polaritas dan interaksi dengan fase diam
kolom. Sampel yang dilarutkan dalam fase gerak akan dialirkan
melalui kolom yang berisi fase diam. Komponen-komponen dalam
sampel akan berinteraksi dengan fase diam secara berbeda,
sehingga waktu yang dibutuhkan untuk melewati kolom juga
berbeda, hal ini menyebabkan pemisahan komponen yang sangat
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kompleks. Dalam suatu instrumen KCKUT memiliki bagian-bagian
berupa (Rama Rao et al., 2024) :

a. Pompa, berfungsi memompa fase gerak dengan tekanan
tinggi ke kolom kromatografi. Terbuat dari material yang
bersifat inert terhadap pelaraut atau berbagai kombinasi
pelarut organik dan buffer aqueous. Ada 3 jenis utama pompa

yaitu pompa jarum_suntik, pompa tekanan konstan, dan

ari instrumen
N senyawa
fase gerak.

A panjang 50

fluoresensi, spektrometer massa dan Refractive Index (RI).
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2.1.5.3 Spektrometri Massa

DETECTOR

HEATER TO VAPOURISE
SAMPLE

CHARGED PARTICLE BEAM ELECTRON BEAM

IONISES SAMPLE

HEAVIEST

MAGNETIC FIELD SEPARATES
PARTICLES BASED ON
MASS/CHARGE RATIO

PARTICLES ACCELERATED
INTO MAGNETIC FIELD

Sasi senyawa yang telah

dipisahkan oleh menjadi ion bermuatan, yang

kemudian dianalisis oleh spektrometer massa. untuk analisis

lebih lanjut. Berikut adalah jenis-jenis sumber ion yang sering
digunakan :

1) Electrospray lonization (ESI) : Menghasilkan droplet

bermuatan dengan memanfaatkan tegangan tinggi (3-

5 kV) yang akan menghasilkan droplet bermuatan (Lim

& Lord, 2002). Penguapan pelarut akan mengurangi
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ukuran droplet sehingga menyebabkan pembentukan
ion gas-phase.

2) Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) :
lonisasi dilakukan pada tekanan atmosfer. Sampel cair
diuapkan dan diionisasi melalui transfer muatan kimia
dengan bantuan gas corona discharge.

3) Atmospheric Pressure Photoionization (APPI) : Yang

YOHC h O @O LK
QS‘?\‘}%"‘” ””"’-254& ~
’;“" '%.:?p et al., 2012).
(FAB S
‘o

BEella dengan cara
ingga akan

protein dan

yang telah
an gas helium

4, ée"IHATAMA : “A@t?‘ ionisasi, selanjutnya

dilakukan p dasarkan rasio massa terhadap
muatan (m/z). Beberapa jenis penganalisa massa yang sering
digunakan, yaitu :

1) Quadrupole Mass Analyser, merupakan penganalisa
massa yang paling sering digunakan secara luas.
Penganalisa massa jenis ini menggunakan empat
batang logam paralel yang diberi tegangan AC dan DC

untuk memfilter ion berdasarkan rasio m/z (Niessen,
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2006). lon yang memiliki lintasan stabil akan dikirim ke
detektor.

2) Time of Flight Analyser (TFA), penganalisa massa
yang bekerja dengan cara ion diberi percepatan oleh
medan listrik dan waktu tempuh menuju detektor

diukur, ion yang memiliki massa lebih kecil akan

mencapai detektor lebih cepat.

secara teratur

ance (FT-ICR),
menghasilkan

endapatkan

yang telah
listrik yang

yang sering

a 5“ : " 2 2 Ulkan ion

o, L 7 an sinyal
I O

Ar, il//l? ATAMA Nl\":‘?ﬁ di berbagai lokasi

olektor dan memungkinkan
analisis simultan berbagai m/z (Barnes & Hieftje, 2004;
Kang, 2012).

2.1.6 Bioanalisis
Bioanalisis merupakan suatu analisis kuantitatif yang
bertujuan untuk menentukan kadar obat dan/atau metabolitnya
dalam sampel biologis. Proses ini memegang peranan krusial dalam
berbagai tahap pengembangan obat, mulai dari studi

farmakokinetika hingga pemantauan terapi pasca pemasaran.
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Mengingat kadar analit yang umumnya rendah dalam matriks
biologis yang kompleks, bioanalisis memerlukan teknik-teknik
khusus untuk isolasi, pemisahan, dan deteksi senyawa target.
Preparasi sampel yang cermat, pemilihan metode pemisahan yang

tepat, serta penggunaan detektor sensitif menjadi kunci keberhasilan

dalam analisis kuantitatif ini (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015;
Rudrapal et al., 2022)

21.7

dan

efek yang

secara signifikan yang‘ake S alkan supresi ionisasi (Kahoun
et al., 2022) Atau penggunaan asam perklorat (PCA) yang dapat
mengendapkan protein sambil memperkaya glikoprotein (Viode et
al., 2023)

2.1.7.2 Ekstraksi Fase Padat

Ekstraksi fase padat (Solid Phase Extraction/ SPE)
merupakan alternatif metode preparasi sampel yang memungkinkan

isolasi selektif anali target dari matriks biologi kompleks. SPE sangat
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menguntungkan karena kemampuannya untuk mengkonsentrasikan
analit dan menghilangkan zat pengganggu, sehingga meningkatkan

sensitivitas analisis selanjutnya (Zohdi et al., 2019).

2.1.7.3 Ekstraksi Cair Cair

21.8

Ekstraksi cair cair merupakan metode salah satu ekstraksi
preparasi sampel secara tradisional yang melibatkan pemartisian

senyawa analit antarass aR.yang tidak saling larut, biasanya

akh et al., 2019).
pgkatan efisiensi

naan pelarut

dikembangkan atau ketika metode yang sudah ada diadaptasi untuk
tujuan yang berbeda, seperti kuantifikasi analit dalam matriks
biologis tertentu. Pada validasi ini, parameter-parameter kunci,
termasuk selectivity, specificity, accuracy, precision, stability, kurva
kalibrasi, dan matrix effect harus diuji secara menyeluruh. Validasi
penuh juga mencakup evaluasi parameter untuk memastikan bahwa
metode dapat mengukur konsentrasi analit secara konsisten dan

andal di seluruh rentang kuantifikasi, dari batas kuantifikasi terendah
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(LLOQ) hingga tertinggi (ULOQ). Selain itu, validasi penuh wajib
dilakukan saat metode yang digunakan berasal dari literatur atau
perangkat komersial untuk memastikan kesesuaian metode tersebut
dengan studi bioanalitik tertentu (EMA, 2022).

2.1.8.2 Validasi Silang

Validasi silang diperlukan ketika analisis bioanalitik dilakukan
menggunakan lebih metode atau di lebih dari satu
p\ S PEN‘ gastikan konsistensi hasil

y’f“"’-"b» ‘q ium yang berbeda,

4-! -

perubahan kecil lainnya dalam protokol analisis. Validasi parsial
hanya memerlukan pengujian pada parameter tertentu yang
terpengaruh oleh perubahan tersebut, seperti akurasi dan presisi,
tanpa perlu mengulang seluruh pengujian dalam validasi penuh.
Misalnya, jika hanya matriks sampel yang berubah, pengujian
selectivity dan matrix effect dapat menjadi fokus utama validasi
parsial. Tingkat pengujian yang dilakukan disesuaikan dengan

tingkat perubahan yang dilakukan terhadap metode (EMA, 2022).
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2.1.9 Parameter Bioanalisis
2.1.9.1 Selektifitas

Selektifitas adalah kemampuan metode untuk membedakan
analit target dari interferensi, seperti senyawa dalam matriks biologis
atau zat terkait seperti metabolit dan isomer. Evaluasi dilakukan

dengan menguji matriks kosong dari minimal enam sumber individu

untuk memastikan tidak ada respons signifikan di lokasi retensi

2si_bobot molek
J"'llllll"'

2.1.9.3 Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi menunjukkan hubungan antara konsentrasi
analit dan respons alat analitik. Standar kalibrasi harus mencakup
minimal enam tingkat konsentrasi dari LLOQ hingga ULOQ. Akurasi
konsentrasi back-calculated harus berada dalam +20% untuk LLOQ
dan 15% untuk tingkat lainnya. Kurva ini harus dibuat
menggunakan matriks biologis yang sama dengan sampel studi
(EMA, 2022).
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2.1.9.4 Reproduksibilitas Penyuntikan Ulang

Reproduksibilitas metode dinilai melalui pengukuran berulang
terhadap QC dan biasanya termasuk dalam penilaian presisi serta
akurasi. Namun, jika sampel memungkinkan untuk disuntikkan ulang
(misalnya, akibat gangguan instrumen atau kegagalan peralatan),
maka reproduksibilitas penyuntikan ulang perlu dievaluasi untuk

memastikan kelayakan sampel vyang telah diproses serta

mendukung pg Qe penyuntikan ulang (EMA,

pahwa residu
pengukuran
dengan cara
lah standar

pengulangan pengujian. Evaluasi dilakukan pada empat tingkat
konsentrasi (LLOQ, rendah, sedang, dan tinggi). Hasilnya harus
berada dalam +15% dari nilai nominal (+20% untuk LLOQ), dan
variasi koefisien presisi (%CV) tidak boleh lebih dari 15% (EMA,
2022).
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2.1.9.7 Uji Perolehan Kembali (Recovery)

Uji Perolehan Kembali (Recovery) bertujuan untuk menilai
apakah proses ekstraksi memberikan hasil yang konsisten dan
representatif. Recovery dihitung dengan membandingkan respons
analit yang diekstraksi dari matriks biologis dengan respons analit
dalam larutan standar pada konsentrasi yang sama. Hasilnya tidak

harus 100%, tetapi tingkat perolehan kembali harus konsisten di

eran sampel
akurat dan
triks kosong

2.1.97

komponen matriks biologis tidak memengaruhi respons analitik
terhadap analit target. Pengujian dilakukan pada beberapa sumber
matriks (minimal enam lot independen) untuk memastikan bahwa
efek matriks tidak menyebabkan bias signifikan. Untuk matriks
spesifik seperti lipemik atau hemolitik, pengujian tambahan
dilakukan jika kondisi tersebut relevan dengan populasi studi.
Akurasi hasil pengujian harus berada dalam +15% dari nilai nominal,
dengan variasi presisi tidak melebihi 15% (EMA, 2022).
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2.1.9.10 Stabilitas

Stabilitas analit diuji untuk memastikan bahwa konsentrasi
analit tidak berubah selama penyimpanan, pengolahan, atau analisis
sampel. Stabilitas diuji dalam berbagai kondisi, seperti stabilitas
pembekuan-pencairan (freeze-thaw), stabilitas jangka pendek pada
suhu ruang, dan stabilitas jangka panjang di suhu penyimpanan.

Evaluasi ini menggunakan kontrol kualitas (QC) pada konsentrasi
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2.2 Penelitian Terdahulu

Tabel 2.1. Penelitian Terdahulu

22

No. Judul Penelitian Instrumen | Baku Dalam

1 2 3 4

1. | Quantification of | KCKUT- Stable-
Tafenokuin and 5,6- | MS/IMS isotope
Orthoquinone label form of

Tafenokuin by
UHPLC-MS/MS in
Blood, Plasma, and
Urine, and
Application to a
Pharmacokinetic

Study

Tafenoquine
(SIL-TQ)

pS PE

PP L "”"""

Metode Kondisi Analisis Hasil
Preparasi
8 9
a. Kolom : Waters Atlantis | a. Waktu retensi : 5,6-
T3, ukuran 50 mm x 2.1 | OQTQ: 1,6 menit
mm |.D., dengan ukuran | (plasma/darah), 2,0
partikel 3 um, dilengkapi | menit (urin).

dengan Atlantis Silica T3
VanGuard Cartridge (100
A, 3 um, 2.1 mm x 5 mm)

. Fase gerak : Plasma dan

darah: asam format 0,1%

dan asetonitril.  Urin:
asam format 0,1% dan

methanol

Tafenokuin (TQ): 2,0

menit

(plasma/darah), 2,3
menit (urin)
b. Rekoveri
Tafenokuin di urin
berkisar berkisar

antara 84-96%. Dan
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c. Temperatur kolom: 40°C
d. Laju alir : 0,5 mL/menit

e. Volume Injeksi: 5 pL

5,6-OQTQ di urin
berkisar antara 91—
101%

c. Metode yang
dikembangkan telah
memenuhi

persyaratan validasi

Rapid Determination
of Tafenokuin in
Small Volume Human
Plasma Samples by

High-Performance

Liquid
Chromatography—
Tandem Mass
Spectrometry

HPLC-MS

[?H5™N]

Tafenokuin

a. Kolom : Genesis-C,
ukuran 4 pm, 30 x 2,1 mm
I.D. dari Jones
Chromatography

b. Fase gerak : Ammonium
asetat buffer (1 mM, pH 2,5
dengan asam format) dan
metanol dengan rasio 30:70
c. Temperatur kolom: 40°C
d. Laju alir : 1,5 mL/menit

e. Volume Injeksi: 4 pL

a. Waktu retensi : <1
menit

b. Metode yang
dikembangkan telah
memenuhi

persyaratan validasi
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2.3 Kerangka Berpikir

" Dilakukan Pengembangan

Peningkatan Kasus . Perlunya Teknik Analisis N Analisis Tafenokuin
Malaria di 4 vang Akurat dan Selektif a Menggunakan Sistem
Indonesia. KCKUT-8M/SM

.

Menggunakan Sampel Urin.

\

" Dilakukan Optimasi Sistem
Kromatografi Yang Terdiri
Dari: Konsentrasi Asam
Format, Komposisi Fase
Gerak, Suhu, dan
Kolom.Laju Alir.

\

Dilakukan Optimasi
Preparasi Sampel Yang
Terdiri Dari : Jenis Larutan
Pengekstraksi, Volume
Larutan Pengekstraksi,
Waktu Vorteks, dan Waktu
Sentrifugasi.

24

Metode Yang Diperoleh Divalidasi Sesuai |
Standar dan Parameter dari EMA 2022
Meliputt: Penetuan LLOQ, Kurva Kalibrasi,
Selektivitas, Akurasi dan Presisi, Uji
Perolehan Kembali, Reproduksibilitas
Penyuntikan Ulang, Carry-Over, Integritas
Pengenceran, Efek Matriks, dan Stabilitas
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