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(Review of analytical method of warfarin in plasma with various instruments)
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ABSTRACT: Warfarin is an oral anticoagulant drug used to treat thromboembolism-related diseases. Warfarin has a narrow
therapeutic index and may interact with drugs and herbs thus requires careful monitoring of its pharmacological effects.
Determination of blood warfarin levels is one of the methods of monitoring side effects due to drug interactions and consequently
dose adjusments. This article is a literature review to provide an overview of the methods used to analyze the concentration
of warfarin in blood plasma and its sample preparation technique. The method used in this article review is a search through
the PubMed® database. Results showed that the methods commonly used for determination of warfarin in plasma are high-
performance liquid chromatography (HPLC) and ultra-HPLC with ultraviolet (UV), fluorescence (FLD), diode array (DAD), and mass
spectroscopy (MS) detectors. Other methods are UV/Vis or fluorescence spectrophotometry and electrophoresis. The HPLC with
mass spectroscopy detector is widely used to analyze warfarin and the most preferred sample preparation method is protein
precipitation using acetonitrile as a protein precipitant and the addition of acid to increase the recovery.

Keywords: determination; warfarin; blood plasma; HPLC.

ABSTRAK: Warfarin merupakan obatantikoagulan oralyang digunakan untuk menangani penyakit terkait dengan tromboembolisme.
Warfarin memiliki indeks terapi yang sempit serta memiliki kecenderungan berinteraksi dengan obat maupun herba sehingga
membutuhkan pemantauan yang cermat pada efek farmakologi yang ditimbulkan. Penentuan pemberian dosis serta pengamatan
efek dari interaksi warfarin dengan obat atau herba salah satunya dapat diketahui dengan menganalisis konsentrasi warfarin dalam
plasma darah. Artikel ini merupakan kajian pustaka yang bertujuan untuk memberikan tinjauan mengenai metode yang digunakan
untuk menganalisis konsentrasi warfarin dalam plasma darah serta teknik preparasi sampelnya. Metode yang digunakan dalam
review artikel ini menggunakan penelusuran melalui basis data PubMed®. Hasil yang didapatkan bahwa metode yang umum
digunakan untuk determinasi warfarin dalam plasma darah yakni high-performance liquid chromatography (HPLC) serta ultra-
HPLC dengan detektor ultraviolet (UV), fluoresensi (FLD), diode array (DAD), maupun spektroskopi massa (MS). Metode lainnya
vaitu spektrofotometri UV/Vis dan spektrofotometri fluoresensi serta elektroforesis. Dari metode tersebut, metode HPLC dengan
detektor spektroskopi massa paling banyak digunakan untuk menganalisis warfarin serta teknik preparasi sampel yang umum
digunakan yakni preparasi sampel yang umum digunakan yakni presipitasi protein menggunakan asetonitril sebagai protein
presipitan serta penambahan asam untuk meningkatkan nilai recovery warfarin dari plasma darah.

Kata kunci: metode analisis; warfarin; plasma darah; HPLC.

R-Warfarin dan S-Warfarin. Struktur warfarin dapat dilihat
Pendahuluan p
pada Gambar 1. Warfarin memiliki efektivitas yang tinggi

Warfarin  adalah obat yang digunakan untuk dalam menyelamatkan nyawa, dan lebih dari 30 juta orang

mengencerkan darah atau memiliki efek antikoagulan. per tahun menggunakan warfarin [1].

Warfarin memiliki  indikasi  penyakit terkait Warfarin - merupakan obat dengan indeks  terapi

tromboembolisme.  Antikoagulan  berfungsi  untuk yang sempit, artinya jika ada sedikit perubahan kadar

mencegah pembekuan darah dengan cara menghambat obat dalam darah maka dapat berefek pada perubahan
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fungsi dari faktor-faktor pembekuan darah. Antikoagulan respons.  Interaksi warfarin y
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darah. Warfarin di pasaran tersedia dalam bentuk plasma, baik menjadi bertambah GEEEOUTEIGED

campuran rasemat. Warfarin terdapat dalam bentuk ataupun berkurang. Hal tersebut
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campuran rasemat yang terdiri dari dua enansiomer yakni dapat menyebabkan penggunaan E E
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warfarin menjadi tidak aman dan tidak efektif. Oleh
karena itu, warfarin memerlukan pemantauan yang cermat
atas efek farmakologi yang ditimbulkan. Pemantauan efek
farmakologi biasanya dilakukan dengan melihat nilai INR
(International Normalized Ratio). Pada umumnya, nilai INR
yang direkomendasikan setelah penggunaan warfarin
yakni 2-3. Nilai INR yang tinggi berarti efek antikoagulan
warfarin berlebihan, sechingga terjadi perdarahan sebagai
efek samping. Oleh karena itu, diperlukan regimen dosis
warfarin yang tepat agar tidak menimbulkan efek samping
berupa pendarahan atau sebaliknya tromboembolisma.
Penentuan pemberian dosis serta pengamatan efek dari
interaksi warfarin dengan obat atau herba salah satunya
dapat diketahui dengan menganalisis konsentrasi warfarin
dalam plasma darah [2].

Berbagai metode telah banyak dikembangkan untuk
menganalisis warfarin secara kuantitatif dalam plasma
darah, seperti HPLC dengan detektor Fluoresensi (FLD)
yang memberikan nilai batas bawah deteksi mencapai 0 0,4
ng/mkL [3], detektor Diode Array (DAD) yang memberikan
nilai batas bawah deteksi mencapai 20 ng/mL[4], detektor
UV yang memberikan nilai batas bawah deteksi mencapai
1,25 ng/ml. [5] maupun detektor MS yang memberikan
nilai batas bawah deteksi mencapai 0,08 ng/mL [6]. Selain
metode HPLC, digunakan pula metode elektroforesis
dengan basis Carbon Paste Electrode |7].

Dalam analisis menggunakan sampel biologis
seperti plasma darah, perlu diperhatikan pula teknik
dalam preparasi sampel. Teknik preparasi sampel yang
umum digunakan untuk sampel biologis yakni presipitasi
protein, ekstraksi cair-cair, dan ckstraksi fase padat [8].
Adapun modifikasi dari teknik ekstraksi cair-cair yang
telah digunakan yakni mikroekstraksi cair-cair [9]. Selain
itu, terdapat pula teknik preparasi dengan penambahan
ultrafiltrasi [10].

R-Warfarin
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Artikel ini bertujuan untuk memberikan tinjauan serta
perbandingan mengenai metode analisis yang digunakan
untuk mengkuantifikasi warfarin dalam plasma darah, baik
dalam metode preparasi sampel maupun dalam teknik

pendeteksian.
Metode Penelitian

Basis Data yang Digunakan

Metode yang digunakan dalam penulisan kajian
pustaka ini adalah dengan melakukan penelusuran pustaka
dari penelitian yang berkaitan dengan metode analisis
warfarin dalam plasma darah melalui basis data PubMed
® dengan kata kunci “Determination”, “Warfarin”, dan
“Blood Plasma” menggunakan advanced search AND’, ‘OR’,
dan ‘NOT’ berikut: ‘Determination” OR ‘Analysis> AND
‘Warfarin’ AND ‘Blood plasma’ NOT ‘review’. Sumber
pustaka yang digunakan diseleksi melalui kriteria inklusi
yang meliputi artikel yang terpublikasi setelah tahun 2015,
dalam bahasa Inggtis, full fext, analisis kuantitatif, serta
determinasi atau analisis yang digunakan untuk warfarin.
Sedangkan kriteria eksklusi sumber pustaka adalah review
article. Artikel yang diperoleh pada pencarian awal sebanyak
195 artikel kemudian setelah diseleksi berdasarkan kriteria,
sejumlah 43 artikel digunakan dalam kajian pustaka ini.
Diagram alir peneclusuran pustaka dapat dilihat pada
Gambar 2.

Hasil dan Diskusi

Pada analisis warfarin dalam plasma darah, metode
yang umum digunakan yakni metode HPLC, metode
spektrofotometri, serta metode elektroforesis seperti
yang tertera pada Tabel 1. Ketiga metode tersebut

memiliki kondisi analisis serta penggunaan detektor yang

S-Warfarin

Gambar 1. Struktur enantiomer warfarin
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Pencarian melalui basis data PubMed® dengan kata
kunci “Determination”, “Warfarin”, dan “Blood
Plasma” menggunakan advanced search ‘AND’,
‘OR’, dan ‘NOT berikut: ‘Determination’ OR
‘Analysis’ AND ‘Warfarin’ AND ‘Blood plasma’ NOT
‘review’ pada tahun 2016-2021

Skrining awal: 195 artikel

Eksklusi (152)

Studi non-full text (11)

Studi bukan analisis kuantitatif (10)
Studi bukan determinasi warfarin
(61)

Studi tidak relevan (70)

Artikel yang direview: 43 artikel

Gambar 2. Diagram alir penyusunan kajian pustaka

berbeda-beda seperti yang terangkum pada Gambar
3. Dalam industri farmasi modern, HPLC merupakan
instrumen analisis utama dalam hal penemuan (drug
discovery), perkembangan (drug development), serta produksi
obat (drug production). Sepanjang proses penemuan obat
dan pengembangan obat, metode pemisahan HPLC
dikembangkan serta disesuaikan dengan kebutuhan,
seperti analisis metabolisme obat, farmakokinetik,
penelitian proses, preformulasi, serta formulasi. Dengan
tujuan mengurangi runtime dan meningkatkan efisiensi
teknik HPLC, sebuah metode alternatif muncul, yaitu
Ultra-HPLC (UHPLC), yang memiliki prinsip HPLC
yang sama tetapi memungkinkan pemisahan yang lebih
cepat serta lebih efisien [11]. Dalam tinjauan artikel
ini didapatkan beberapa penelitian telah menggunakan
sistem UHPLC yang digabungkan dengan detektor MS.
Penggunaan UHPLC memiliki kelebihan salah satunya
sensitivitasnya dapat lebih tinggi. Konsentrasi plasma
warfarin hanya sebesar 0,7 mg/L karena warfarin memiliki
dosis efektif yang kecil yakni 5 mg. Maka dari itu, perlu
digunakan metode yang sensitif untuk dapat mendeteksi
warfarin dalam plasma

HPLC dianggap sebagai teknik pemisahan go/d
standard, yang digunakan di seluruh dunia terutama karena
performanya, baik selektivitas dan sensitivitas yang dicapai
ketika digabungkan dengan detektor MS, DAD, FLD,

atau UV dibandingkan dengan metode spektrofotometri
atau elektoforesis. Pada artikel ini, 41 dari 43 artikel yang
ditinjau menggunakan metode kromatografi sebagai
metode analisis. Parameter untuk melihat selektivitas yakni
dengan penilaian uji kesesuaian sistem HPLC. Sebelum
penelitian, pada instrumen HPLC perlu dilakukan uji
kesesuaian sistem dengan tujuan memastikan instrumen
dapat digunakan untuk melakukan analisis. Hasil uji
kesesuaian sistem harus memenuhi parameter-parameter
yang telah ditetapkan untuk memulai analisis. Disamping
itu, parameter untuk melihat sensitivitas adalah dengan
mengetahui nilai batas bawah kuantifikasi atau LLOQ
(Lower limit of quantification). 1.1LOQ merupakan batas
terendah untuk melakukan kuantifikasi dalam suatu
instrumen tertentu. LLLOQ didapat berdasarkan metode
serta instrumen yang digunakan. Semakin kecil nilai LLOQ
berarti metode dapat mengkuantifikasi analit dalam jumlah
yang kecil. Hal tersebut amat berguna jika obat yang akan
diteliti berjumlah sangat kecil di dalam plasma darah.
Nilai LLOQ terkecil yang didapatkan pada metode HPLC
ini yakni 0,014 ng/mL yakni pada penelitian [3], dengan
metode analisis UHPLC-MS menggunakan fase gerak air
65% yang mengandung asam format 0,1% dan asetonitril
35% yang mengandung asam format 0,1%; kolom C18
dengan sistem elusiisokratik yang diatur laju alirnya sebesar
0,5 mL/min. Nilai LLOQ kecil tersebut menandakan
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Metode analisis
warfarin

HPLC/UHPLC

Detektor Ultraviolet

Detektor
(uv) Fluoresens (FLD)

Spektrofotometri

Spektroskopi
Raman

= EClektroforesis

Elektroforesis
kapiler

Detektor
Spekiroskopi
Massa (MS)

Spektroskopi
Fluoresens

Gambar 3. Ringkasan metode analisis warfarin dalam plasma darah

bahwa instrumen serta metode cukup sensitif karena
dapat digunakan untuk melakukan penelitian dengan
jumlah watfarin hingga 0,014 ng/mL . Nilai tersebut
merupakan nilai terkecil yang didapatkan dibandingkan
dengan metode spektrofotometri dan elektroforesis.
Maka sensitivitas HPLC lebih baik dibandingkan dengan
spektrofotometti dan elektroforesis. Hal tersebut amat
berguna jika obat yang akan diteliti berjumlah sangat kecil
di dalam plasma darah. Nilai LLOQ berdasarkan pedoman
validasi bioanalisis EMA (European Medicines Agency) yakni
tidak lebih dari 5% konsentrasi maksimum obat atau nilai
Cmax. Jika nilai Cmax dati warfarin adalah 700 ng/L
seperti yang disebutkan sebelumnya, maka nilai LLOQ
tidak boleh lebih dari sekitar 35 ng/L.

Dalam mendapatkan metode analisis yang baik
pula perlu mempertimbangkan kondisi kromatografi
diantaranya adalah kolom, fase gerak, sistem elusi, laju
alir, serta detektor yang digunakan. Sistem HPLC terbagi
menjadi dua, yakni HPLC fase normal dan fase terbalik.

Perbedaan kedua sistem tersebut terletak pada fase diam

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol. 08 No. 02 | Agustus 2021

serta fase geraknya. Untuk HPLC fase normal, fase diam
bersifat polar dan fase gerak bersifat non polar serta pada
HPLC fase terbalik, fase diam bersifat non polar dan
fase gerak bersifat polar. Pada analisis warfarin, banyak
digunakan sistem fase terbalik. Sistem HPLC fase terbalik
memiliki kelebihan yakni menghasilkan kromatogram yang
baik pada zat yang bersifat kurang polar seperti warfarin,
serta pada fase ini dapat digunakan perubahan pH untuk
membantu pemisahan. Pada sistem fase terbalik untuk
menganalisis warfarin, kolom yang sering digunakan yaitu
kolom C18 dan kolom C8. Kolom C18 lebih banyak
digunakan dibanding kolom C8 dalam bioanalisis warfarin
yang ditinjau dalam artikel ini, sebanyak 17 penelitian
menggunakan kolom C18 sementara hanya 2 penelitian
yang menggunakan kolom C8 seperti pada penelitian Hu
et al. dan Ueng ef al. Hal tersebut dapat disebabkan karena
rantai alkil yang panjang lebih efisien dalam pemisahan
senyawa non-polar, sedangkan rantai alkil yang lebih
pendek lebih efisien untuk pemisahan senyawa polar.

Warfarin bersifat semi polar. Selain itu, kolom C18 lebih
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terhalang secara sterik pada permukaan silika dibandingkan
kolom C8 serta memiliki luas permukaan yang lebih tinggi
untuk berinteraksi dengan senyawa analit.

Pada HPLC dan UHPLC, perbedaannya terletak pada
tekanan serta ukuran partikel yang mampu dilewatkan
dalam kolom. UHPLC memiliki ukuran partikel yang lebih
kecil yaitu di bawah 2 pum, sechingga dapat menghasilkan
pemisahan yang lebih efisien. UHPLC dilengkapi juga
dengan bridged ethyl hybrid (BEH) yang berfungsi untuk
meningkatkan ketahanan kolom. Kolom yang digunakan
dalam sistem UHPLC untuk analisis warfarin diantaranya
adalah kolom kiral Chirobiotic V [8-14]; kolom Aequity
BEH phenyl particle [14]; kolom Zorbax SB-CN [16-18];
kolom kiral C18 [19,20]; serta kolom C18 BEH [21,22].

Warfarin merupakan senyawa campuran rasemik dari

dua enansiomer aktif, yaitu R-Warfarin dan S-Warfarin.

Tabel 1. Metode analisis warfarin dalam plasma darah

Jika dibutuhkan pemisahan kedua enantiomer ini maka
diperlukan kolom kiral. Kolom kiral dapat memisahkan
senyawa yang memiliki dua enantiomer, karena kedua
enantiomer tersebut bisa teridentifikasi sebagai satu
senyawa pada HPLC serta menghasilkan puncak pada
waktu retensi yang berbeda. Kolom kiral yang umumnya
digunakan untuk determinasi enantiomer warfarin yakni
kolom kiral Chirobiotic V serta kolom kiral C18. Kolom
kiral yang umumnya digunakan untuk determinasi
enantiomer warfarin yakni kolom kiral Chirobiotic V serta
kolom kiral C18. Dalam artikel yang tidak menggunakan
kolom kiral, hasilnya yakni berupa warfarin saja. Pada
penggunaan kolom kiral, warfarin dapat terpisah menjadi
R-warfarin dan S-warfarin. Hal ini diperlukan karena kedua

enansiomer warfarin ini memiliki potensiasi yang berbeda.

NO Analit Matriks Teknik

LLOQ

Pustaka
(ng/mL)

Sistem

HPLC

- Fase gerak : methanol 65 mL dan asam fosfat (0,5%) 35 mL

- Kolom: C18
Elusi: isokratik 1

1 Warfarin ~ Plasma manusia HPLC -

1401

- Lajualir: 1 mL/min
- Detektor: UV/Vis dual wavelength absorbance

- Fase gerak: heksana:2-propanol:asam asetat glasial

(75:25:0,5)
- Kolom: [R,R]WHELK-01 chiral column

2 Warfarin ~ Plasma manusia HPLC

5

(S-Warfarin) 143]

- Elusi: isokratik 10

- Lajualir: 1 mL/min

(R-Warfarin)

- Detektor: UV (313 nm)

- Fase gerak: asetonitril 80 mL : air 20 mL

- Kolom: C18
Elusi: isokratik

8 Warfarin Plasma manusia HPLC -

891 [42]

- Lajualir: 1 mL/min
- Detektor: UV/Vis dual wavelength absorbace

- Fase gerak: Na2HPO4 40% (0,01 mol/L pH 4,3) : asetonitril

60%

- Kolom: C18
- Elusi: isokratik

4 Warfarin Plasma tikus HPLC

Tidak

41
disebutkan B

- Lajualir: 1 mL/min
- Detektor: UV (308 nm)

- Fase gerak: asetonitril 60% dan air 40% yang mengandung 1
mL trietilamin dan asam fosfat pH 3

5 Warfarin Plasma tikus HPLC

- Kolom: hypersil™ BDS C-18 Column
- Elusi: isokratik

Tidak
disebutkan

- Lajualir: 1 mL/min
- Detektor: UV (310 nm)

- Fase gerak: asetonitril : air : asam format 88% (500:500:2)

- Kolom: C8
Elusi: isokratik

6 Warfarin Plasma tikus HPLC -

Tidak

25
disebutkan Ee

- Lajualir: 0,8 mL/min
- Detektor: UV (305 nm)
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LLO
NO Analit Matriks Teknik Sistem Q Pustaka

(ng/ml)

- Fase gerak: 2 mM NH4COOH 2 mM dalam air (pH 3.5) :
NH4COOH 2 mM dalam 90/10 CH3CN/H20 (pH 3.5)
. . - Kolom: chiralcel OD-3R column Tidak
7 Warfarin Plasma manusia HPLC . . . [24]
- Elusi: gradient disebutkan
- Laju alir: 0,02 mL/min
- Detektor: UV (280 nm)

- Fase gerak: methanol : isopropanol : asam format
(90:10:0,5)
- Kolom: Lux cellulose-3 chiral column
- Elusi: isokratik Tidak
8 Warfarin Plasma anjing HPLC - Lajualir: 1 mL/min disebutkan [381
- Waktu retensi warfarin: 9,6 menit untuk R-warfarin dan 7,5
menit untuk S-warfarin
- Waktu retensi internal standar: 6,5 menit (IS: diazepam)
- Detektor: UV (288 nm)

- Fase gerak: buffer fosfat (25 mmol/L):methanol:acetonitrile
(70:20:10)
- Kolom: diphenyl column
9 Warfarin Plasma tikus HPLC ) Eltfls': I?Okrahk ) 10 3l
- Lajualir: 0,8 mL/min
- Waktu retensi warfarin: 14,3 menit
- Detektor: Floresensi (panjang gelombang eksitasi dan emisi

310 dan 390 nm)

- Fase gerak: metanol 30% and buffer fosfat 25 mM pH 7 70%
- Kolom: Poroshell EC-C-18 reversed-phase column
10 Warfarin Plasma manusia HPLC ) El%“ |§okrahk ) 1,3 371
- Lajualir: 0,7 mL/min
- Detektor: Floresensi (panjang gelombang eksitasi dan emisi
310 dan 390 nm)

LC-MS

- Fase gerak: amonium asetat pH 4,85 25 mM dan asetonitril
- Kolom: Zorbax eclipse XDB® C18 column Tidak
ida
11 Warfarin Plasma manusia LC-MS - Elusi: gradient . 15
o ) disebutkan
- Lajualir: 0,8 mL/min

- Detektor: API-5500 QTrap mass spectrometer

) ) - Detektor: Micromass Quattro Micro dengan negative ion
12 Warfarin Plasma manusia LC-MS 5 A4
electrospray

- Fase gerak: NH40Ac 5 mM dengan 0,05 % asam format dan
(90:10 ACN:H20) dengan amonium bikarbonat 10 mM
13 Warfarin ~ Plasmamanusia  LC-API/MS/MS ) KO'O,m: Cl? 2 [23]
- Elusi: gradient
- Lajualir: 0,6 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa

- Fase gerak: H20 (0.5% asam asetat) dan metanol (0.5%
asam asetat)
. . - Kolom: Chirobiotic V chiral column
14 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS . . 0,67 [36]
- Elusi: gradient
- Lajualir: 0,3 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ
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LLO
NO Analit Matriks Teknik Sistem . Pustaka
(ng/mL)

- Fase gerak: Asetonitril yang mengandung asam format
0,01% dan asam format 0,01%
- Kolom: Chirobiotic V chiral column
15 Warfarin Plasma manusia LC-MS - Ll rT1L/m|n . . ) 12,7 [25]
- Waktu retensi warfarin: 4,3 menit untuk R-warfarin dan 6,4
menit untuk S-warfarin
- Waktu retensi internal standar: 2,3 menit (IS: asam kafeat)

- Detektor: Spektroskopi massa quadrupole

- Fase gerak: asam format 0,1% dalam air dan asetonitril

- Kolom:C18
- Elusi: gradient Tidak

16 Warfarin ~ Plasma manusia LC-MS 48
- Lajualir: 0,8 mL/min disebutkan

- Waktu retensi warfarin: 5 menit
- Detektor: Spektroskopi massa QTOF

- Fase gerak: air:asetonitril
- Kolom: chiral column
17 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS - Elusi: isokratik 5 [34]
- Detektor: Spektroskopi massa menggunakan positive Turbo
lon spray ionization

- Fase gerak: asetonitril 0.5% : asam metanoat (60:40)
- Kolom: ODS-3 column
18 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS - Elusi: isokratik 5 [171
- Lajualir: 0,8 mL/min
- Detektor: ESI-MS

- Fase gerak: asam format 0,1% dalam air : asetonitril (35:65)

- Kolom:C18
- Elusi: isokratik
19 Warfarin Plasma tikus LC-MS/MS - Lajualir: 0,3 mL/min 10 [32]

- Waktu retensi warfarin: 0,7 menit
- Waktu retensi internal standar: 2,4 menit (IS: kuersetin)
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ

- Fase gerak: asam format 0.4% dan asetonitril
- Kolom: C8

20 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS ) . 1 49
- Elusi: gradient

- Detektor: spektroskopi massa QQQ ESI

- Fase gerak: asam format 0,01% dalam air dan 99%
asetonitril dalam air yang mengandung 0,01% asam format
- Kolom: C18
. . - Elusi: gradient
21 Warfarin Plasma tikus LC-MS/MS o ) 10 [331]
- Lajualir: 0,2 mL/min
- Waktu retensi warfarin: 1,6 menit
- Waktu retensi internal standar: 1,71 menit (IS: coumachlor)

- Detektor: spektroskopi massa QQQ ESI

- Fase gerak: ammonium asetat:asam
format:asetonitril:methanol
22 Warfarin ~ Plasma manusia LC-MS/MS = LeBurelclesies il LIES [39]
- Elusi: isokratik disebutkan
- Lajualir: 1 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa

- Fase gerak: asetonitril : asam asetat : TEA (1000:3:2,5)
- Kolom: Astec b cyclodextrin Cyclobond | column
- Elusi: isokratik
23 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS . . . 5 47
- Waktu retensi warfarin: 2,19 menit
- Waktu retensi internal standar: 6,5 menit (diazepam)

- Detektor: Spektroskopi massa
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LLO
NO Analit Matriks Teknik Sistem . Pustaka
(ng/mL)
- Fase gerak: asam asetat 0,5% dalam air dan asam asetat
0,5% dalam asetonitril (80:20)
. . - Kolom: Chirobiotic M V chiral column Tidak
24 Warfarin Plasma tikus LC-MS/MS o ) ) 31
- Elusi: isokratik disebutkan

- Lajualir: 1,2 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ ESI

- Fase gerak: asam format 0,1% : asetonitril (5:95)
- Kolom: Chirobiotic V chiral column
25 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS - Elusi: gradient 130 [13]
- Lajualir: 0,01 mL/min
- Detektor: Spektroskopi masa QQQ ESI

- Fase gerak: air : asetonitril
- Kolom: Zorbax Eclipse Plus C18
26 Warfarin Plasma manusia LC-MS/MS ) EIL,JSII gradlent ) 1 [16]
- Lajualir: 0,3 mL/min
- Waktu retensi warfarin: 10,7 menit
- Detektor: Spektroskopi masa QQQ negative ESI

UHPLC
- Fase gerak: air dan asetonitril, keduanya mengandung asam
format 0,01%
. . - Kolom: C18
27 Warfarin Plasma manusia ~ UHPLC-MS/MS 0,03-2,55 [29]

- Elusi: gradient
- Lajualir: 0,6 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ

- Fase gerak: Asetonitril : amonium asetat dalam air 5 mM
(30:70)
- Kolom: Chirobiotic V chiral column
- Elusi: isokratik Tidak
28 Warfarin ~ Plasma manusia ~ UHPLC-MS/MS - Lajualir: 0,5 mL/min disebutkan [12]
- Waktu retensi warfarin: 7,95 untuk R-warfarin dan 8,78
untuk S-warfarin
- Waktu retensi internal standar: 6,99 menit (IS: tolbutamide)
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ

- Fase gerak: metanol 55%, Air 45% dengan asam format
0,01%
- Kolom: Acquity BEH Phenyl particle column
- Elusi: isokratik
29  Warfarin ~ Plasma manusia  UHPLC-MS/MS - Lajualir: 0,3 mL/min 10 [14]
- Waktu retensi warfarin: 7,95 menit untuk R-warfarin dan
8,78 menit untuk S-warfarin
- Waktu retensi internal standar: 6,99 menit (tolbutamide)
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ

- Fase gerak: 0,1% asam format dalam air dan 0,1% asam
format dalam methanol
. . - Kolom: ZORBAX SB-CN column
30 Warfarin Plasma manusia ~ UHPLC-MS/MS . . 2,5 271
- Elusi: gradient
- Lajualir: 0,4 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa ESI

- Fase gerak: asam format 0,1% dalam air dan asam format
0,1% dalam asetonitril
31 Warfarin Plasma tikus UHPLC-MS/MS ) Kolgm: C1_8 5 [35]
- Elusi: gradient
- Lajualir: 0,3 mL/min
- Detektor: Spektroskopi massa QQQ ESI
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NO Analit Matriks

Teknik

Sistem

LLOQ

Pustaka
(ng/mL)

32 Warfarin Plasma tikus

UHPLC-MS/MS

Fase gerak: asetonitril : amonium asetat 5 mM (15:85)
Kolom: Chirobiotic V chiral column

Elusi: isokratik

Laju alir: 0,2 mL/min

Detektor: Spektroskopi massa QQQ ESI

Tidak

22
disebutkan 24

. Plasma
33 Warfarin
marmoset

UHPLC-MS/MS

Fase gerak: metanol 55% dalam 5 mM ammonium
hydrogen carbonate (pertama) dan metanol 90% dalam 5
mM ammonium hydrogen carbonate (kedua)

Kolom: C18 column dan chiral separation column

Elusi: gradient

Laju alir: 0,2 mL/min

Detektor: spektroskopi massa

Tidak

28
disebutkan B

34 Warfarin ~ Plasma manusia

UHPLC-MS/MS

Fase gerak: air 65% yang mengandung asam format 0,1%
dan asetonitril 35% yang mengandung asam format 0,1%
Kolom: Poroshell 120 EC-C-18 column

Elusi: isokratik

Laju alir: 0,5 mL/min

Waktu retensi warfarin: 3,5 menit

Detektor: Spektroskopi massa QQQ ESI

0.014 [501

35 Warfarin ~ Plasma manusia

UHPLC-MS/MS

Fase gerak: asam format 0,2% dan asetonitril 1% dalam air
serta asam format 0,2% dalam asetonitril

Kolom: C18

Elusi: gradient

Laju alir: 0,3 mL/min

Waktu retensi warfarin: 3,2 menit

Waktu retensi internal standar: 1,4 menit (etericoxib)
Detektor: Spektroskopi massa QQQ ESI

0,25 11

36 Warfarin ~ Plasma manusia

UHPLC-MS/MS

Fase gerak: methanol : ammonium asetat 100 mM : air
deionisasi

Kolom: ODS chiral column

Elusi: gradient

Detektor: Spektroskopi massa QQQ ESI

20 (18]

37 Warfarin Plasma tikus

UHPLC-MS

Fase gerak: buffer yang mengandung asam format 0,1% dan

asetonitril

Kolom: BEH C18

Elusi: gradient

Laju alir: 0,3 mL/min

Detektor: Spektroskopi masa quadrupole ESI

5 (191

38 Warfarin Plasma tikus

UHPLC-MS

Fase gerak: metanol dan air yang mengandung asam format

0,1% (90:10)

Kolom: BEH C18

Elusi: isokratik

Laju alir: 0,2 mL/min

Detektor: Spektroskopi masa quadrupole ESI

Tidak

20
disebutkan 2

Spektrofotometri

39 Warfarin ~ Plasma manusia

Spektroskopi
Raman

Panjang gelombang eksitasi: 638 nm
Volume injek: 400 pL
Waktu koleksi sinyal: 20 detik

770 [51]

40 Warfarin ~ Plasma manusia

Spektroskopi
Floresensi

Panjang gelombang eksitasi: 300 nm
Panjang gelombang emisi: 390 nm
Laju scanning: 12000 nm/min

46,7 [52]

Elektroforesis

41 Warfarin Plasma manusia

Capillary
Electrophoresis

Voltage: 15 kV
Chiral selector: DM-B-CD
Detektor: Capillary electrophoresis-UV (306 nm)

6,2-6,5 [53]
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LLO
NO Analit Matriks Teknik Sistem . Pustaka
(ng/mL)
CBPE
42 Warfarin Plasma manusia dimodifikasi Sensor: Carbon Paste Electrode 10300-13400 [45]

dengan PTCA

Kondisi kromatografi lain yang perlu diperhatikan
yakni fase gerak berfungsi untuk mengelusi sampel
melewati fase diam sampai pendeteksian. Penentuan fase
gerak berpengaruh pada puncak yang muncul dalam
kromatogram. Bila digunakan sistem HPLC fase terbalik,
fase gerak bersifat lebih polar dibanding fase diam. Nilai
pH serta pKa dari senyawa berperan penting dalam fase
gerak, keduanya menentukan waktu retensi analit serta
bentuk puncak yang dihasilkan pada kromatogram. Selain
pH, bentuk puncak pada kromatogram dipengaruhi oleh
dapar, fase gerak organik, serta penambahan modifier
fase gerak lain. Modifier untuk memperbaiki bentuk
puncak yang digunakan seperti asetonitril dan methanol
untuk fase gerak organik serta asam fosfat [25,26,33],
asam asetat [24,29.36], trietilamin [2,39], dan asam format
[1,8,13,14,16,20,22,28,43]. Nilai pH dan pKa dari senyawa

menentukan derajat ionisasi analit serta afinitasnya

terthadap fase diam dan fase gerak. Pada uji bioanalisis
warfarin, banyak fase gerak yang dibuat bersifat asam
dengan penambahan buffer [3,8,11,16,20,23-28] atau
asam format [1,5-7,10,14,15,17,21-23,26,29-36]. Hal ini

menyebabkan warfarin akan terdapat dalam bentuk tak

ter-ion sehingga bersifat non polar dan akan lebih terjerap
pada fase diam, schingga puncak yang dihasilkan dapat
memiliki resolusi yang baik.

Pada pemisahan warfarin ini, sering digunakan fase
gerak asetonitril untuk pelarut bersifat non polar dan air
untuk pelarut bersifat polar [1,2,5,7,8,13,18,29-31,33, 37-
39]. Asetonitril bersifat polar-aprotik, merupakan fase

gerak yang umum digunakan dalam sistem HPLC karena
berbagai kelebihan yang dimiliki sehingga dapat memenuhi
persyaratan pemilihan fase gerak yang baik, diantaranya
adalah absorbansi di daerah panjang gelombang sinar
UV yang rendah schingga tidak mengganggu absorbansi
sampel, menghasilkan #noise yang rendah, dan memberikan
bentuk puncak yang baik pada kolom C18. Selain
asctonitril, sering digunakan pula metanol sebagai fase
gerak [3,9,15,17,20,22,26,27,32,35,40]. Metanol bersifat

polar-protik, secara performa kurang jika dibandingkan

dengan asctonitril, namun memiliki harga yang lebih
murah Dibandingkan dengan asetonitril, metanol
memiliki kekurangan seperti nilai Ul cufoff-nya yang lebih

tinggi, kekuatan mengelusinya yang lebih rendah, dan bila
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dicampurkan dengan air maka viskositas metanol dapat
meningkat.

Kondisi kromatografi lain yang perlu diperhatikan
juga yakni sistem elusi. Sistem elusi kromatografi terbagi
menjadi dua, yaitu isokratik dan gradien. Sistem isokratik
merupakan sistem elusi dimana kekuatan dari fase gerak
konsisten dari awal sampai akhir sedangkan sistem gradien
merupakan sistem elusi dimana kekuatan dari fase gerak
berubah (perbandingan jumlah fase gerak berubah) dari
awal sampai akhir proses. Sistem elusi gradien umumnya
digunakan untuk pemisahan senyawa dalam jumlah yang
banyak di dalam sampel. Pada tinjauan artikel ini, sistem
elusi isokratik lebih banyak digunakan dibandingkan
sistem elusi gradien. Sistem elusi isokratik digunakan pada
23 penelitian sedangkan sistem elusi gradien digunakan
pada 16 penelitian. Sistem elusi isokratik biasanya
memberikan resolusi yang lebih baik. Namun, pada
beberapa penelitian menunjukkan bahwa sistem elusi
gradien memiliki kelebihan dibandingkan sistem elusi
isokratik yakni memberikan waktu analisis yang lebih cepat
tanpa mengurangi performa metode analisis.

Selain sistem elusi, laju alir juga merupakan salah
satu kondisi kromatografi yang perlu diperhatikan. Laju
alir merupakan kecepatan aliran saat melewati fase diam.
Penentuan laju alir termasuk ke dalam proses optimasi
metode HPLC yang perlu dilakukan sebelum analisis.
Laju alir yang terlalu cepat atau terlalu lambat akan
mengakibatkan pemisahan yang tidak sempurna. Laju alir
yang ditinjau dalam artikel ini beragam mulai dari 0,01
sampai 1 mL/min.

Dalam pendeteksian sampel, diperlukan detektor yang
tethubung dengan HPLC. Detektor yang paling umum
digunakan yakni UV, FLD, dan MS untuk determinasi
warfarin. Detektor UV merupakan detektor yang umum
digunakan dalam analisis HPLC. Namun detektor ini
kurang sensitif bila digunakan untuk mendeteksi analit
dalam jumlah yang kecil. Dalam tinjauan artikel ini, sejumlah
9 artikel menggunakan detektor UV [2,7,2532 38,40,41]
panjang gelombang maksimum untuk deteksi warfarin
yang digunakan beragam, yakni 280 nm [24], 288 nm [38],
305 nm [25], 308 nm [41], 310 nm [2], dan 313 nm [43].
Perbedaan panjang gelombang dapat disebabkan oleh

substitusi atau perbedaan fase gerak. Pergeseran absorban
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ke arah panjang gelombang yang lebih panjang dinamakan
pergeseran batokromik, sementara pergeseran absorban
ke arah panjang gelombang yang lebih pendek dinamakan
pergeseran hipsokromik. Perbedaan panjang gelombang
tersebut disebabkan oleh penggunaan fase gerak yang
berbeda-beda. Metanol memberikan efek pergeseran
panjang gelombang paling kecil diantara fase gerak lainnya
dalam metode warfarin dengan HPLC detektor UV ini.
Dengan detektor ini, nilai LLOQ berkisar 1-10 ng/mlL.

Detektor fluoresensi memiliki kelebihan berupa
sensitivitas dan selektivitas yang lebih tinggi dibandingkan
dengan detektor UV. Dalam tinjauan artikel ini, sejumlah
2 artikel menggunakan detektor fluoresensi yakni
pada penelitian [3,27] keduanya menggunakan panjang
gelombang eksitasi dan emisi 310 dan 390 nm untuk deteksi
warfarin. HPLC dengan detektor fluoresensi memiliki nilai
LLOQ berkisar antara 1,3-10 ng/ml..

Detektor spektroskopi massa memiliki spesifisitas
dan selektivitas yang sangat tinggi, dapat digunakan juga
dalam menganalisis sampel yang banyak dalam waktu yang
singkat. Kekurangannya yakni terletak pada pengeluaran
yang dibutuhkan, diperlukan alat-alat yang canggih serta
pengeluaran yang cukup mahal untuk penggunaan detektor
ini. Meski begitu, detektor ini cukup umum digunakan pada
metode analisis kromatografi modern. Dalam tinjauan
artikel ini, sejumlah 30 artikel menggunakan detektor
spektroskopi massa. Setengah diantaranya menggunakan
teknik electrospray ionization (ESI). 15 diantaranya QQQ
dan 3 diantaranya quadrupole. Mode ion yang digunakan
beragam, ada yang menggunakan positive ion spray [34] dan
negative ion spray [18,24]. Pada LLC-MS, nilai LLOQ berkisar
antara 0,5-130 ng/ml. Untuk UHPLC-MS, nilai LLOQ
berkisar antara 0,014-20 ng/ml. Sistem UHPLC-MS
memberikan nilai LLOQ yang lebih kecil dibandingkan
dengan LC-MS, dan selanjutnya dibandingkan dengan
HPLC detektor UV dan fluoresensi.

Selain metode kromatografi, dapat pula digunakan
metode spektroskopi. Namun tingkat spektroskopi dapat
digunakan jika mendapatkan warfarin yang terbebas dari
pengaruh matriks. Spektroskopi yang digunakan dalam
tinjauan artikel ini yaitu Spektroskopi Fluoresensi dan
Spektroskopi Raman. Spektroskopi Fluoresensi berprinsip
mengukur intensitas cahaya fluoresensi yang dipancarkan
oleh analit sedangkan Spektroskopi Raman merupakan
metode yang memberikan spektrum vibrasi dari suatu
senyawa, yakni spectrum vibrasional dari gugus fungsi
yang terdapat dalam suatu senyawa. Oleh karena itu
Spektroskopi Raman ini banyak digunakan dalam fungsi
identifikasi suatu molekul.

Pada Spektroskopi Raman untuk mengukur warfarin
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yang dilakukan oleh Sultan e a/, digunakan panjang
gelombang cksitasi 638 nm serta menghasilkan nilai
LLOQ 770 ng/mlL. Pada Spektroskopi Fluotesensi yang
dilakukan Xiao e al, digunakan panjang gelombang
eksitasi dan emisi 300 nm dan 390 nm serta nilai LLOQ
yang dihasilkan yaitu 46,7 ng/mL. Nilai LLOQ ini lebih
besar dibandingkan nilai LLOQ yang dihasilkan oleh
sistem kromatografi, maka metode kromatografi memiliki
sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan metode
spektrofotometri.

Metode lainnya dalam menganalisis warfarin dalam
plasma yakni elektroforesis. Elektroforesis merupakan
metode pemisahan molekul bermuatan yang didasarkan
oleh perbedaan tingkat migrasi dalam suatu medan listrik.
Metode elektroforesis yang digunakan yang digunakan
yakni elektroforesis kapiler serta elektroforesis berbasis
Carbon Black Paste Electrode (CBPE) yang dimodifikasi
3,4,9,10-perylenetetracarboxylic  acid ~ (PTCA)
[45]. Metode CBPE dengan dimodifikasi PTCA ini

dapat memisahkan senyawa kiral seperti warfarin dan

dengan

memiliki kelebihan berupa selektivitas yang tinggi.
Elektroforesis kapiler merupakan proses elektroforesis
yang menggunakan pipa kapiler yang berisi larutan
penyangga untuk memisahkan komponen dengan resolusi
tinggi. Detektor yang digunakan yakni detektor UV
menggunakan panjang gelombang maksimum 306 nm
untuk Warfarin. Nilai LLOQ yang dihasilkan dari metode
elektroforesis ini cukup besar bila dibandingkan dengan
metode kromatografi dan spektrofotometri, yakni 6,2-6,5
ng/mL untuk metode elektroforesis kapiler dan 10.300-
13.400 ng/mL untuk yang menggunakan metode CBPE
dimodifikasi PTCA. Namun, metode elektroforesis ini
dapat memberikan efisiensi puncak yang lebih baik, waktu
analisis yang cepat, serta penggunaan jumlah sampel yang
lebih sedikit serta mampu digunakan untuk memisahkan
senyawa kiral.

Dari metode HPLC, spektroskopi, dan elektroforesis,
metode HPLC merupakan metode yang memberikan
sensitifitas tertinggi serta memberikan waktu yang lebih
singkat. Namun dalam efisiensi biaya, metode spektroskopi
dan elektoforesis membutuhkan biaya yang lebih rendah
dibandingkan dengan metode HPLC.

Sebelum melakukan analisis, metode preparasi
sampel perlu diperhatikan agar pemisahan oleh HPLC
dapat dilaksanakan dengan baik dengan cara mengurangi
efek dari matriks sebelum dimasukkan ke dalam sistem
HPLC. Preparasi sampel dalam bioanalisis merupakan
tahap pemisahan pra-analisis yang melibatkan proses
isolasi analit dari matriksnya, untuk meminimalisasi

atau mengeliminasi efek dari komponen matriks dalam
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sampel. Metode preparasi sampel yang ideal harus dapat
mengurangi efek matriks dengan tetap mempertahankan
recovery dari analit yang akan dianalisis. Untuk uji bioanalisis,
minimal nilai recovery yang diterima yakni 85-115% [46].
Pemilihan metode preparasi sampel dapat didasari dari
sifat fisikokimia obat. Diantara teknik yang paling sering
digunakan dalam preparasi sampel bioanalisis adalah
presipitasi protein, ckstraksi cair-cair, dan ekstraksi fase
padat [8]. Dalam analisis warfarin, metode yang banyak
digunakan adalah metode presipitasi protein dan ekstraksi
cair-cair seperti yang tertera pada Tabel 2.

Presipitasi protein merupakan teknik preparasi
sampel yang menggunakan protein presipitan untuk
memisahkan obat dari ikatan dengan proteinnya sehingga
tidak mengganggu saat kuantifikasi obat dilakukan. Protein
presipitan yang umumnya digunakan yaitu pelarut organik
yang dapat dicampur dengan air (asetonitril, aseton, etanol,
metanol), asam, ion logam, atau garam. Dari 36 artikel yang
ditinjau mengenai proses metode preparasi sampelnya, 19
diantaranya menggunakan metode presipitasi protein. Dari

metode preparasi protein yang ditinjau dalam artikel ini

sejumlah 15 dari 19 artikel menggunakan asetonitril sebagai
protein presipitan. Berdasarkan literatur, penambahan
empat kali lipat asetonitril dari volume sampel sudah
dapat memisahkan protein dari obat hingga mencapai
nilai recovery 99,8% [8]. Jumlah asetonitril yang digunakan
beragam mulai dari satu hingga lima kali lipat dari jumlah
volume sampel. Nilai recovery yang didapatkan dalam
penambahan lima kali lipat asetonitril yang dilakukan oleh
Ungewiss e a/. mencapai 98% sedangkan yang dilakukan
oleh Hu ¢ al. mencapai 99,5%. Semua nilai recovery yang
didapatkan pada penambahan satu hingga lima kali lipat
asetonitril mencapai batas penerimaan dalam syarat uji
bioanalisis. Protein presipitan lain yang digunakan yakni
metanol, asam format, serta asam perklorat. Presipitasi
protein menggunakan metanol dalam jumlah 1,5 kali
lipat dibanding volume sampel menghasilkan nilai recovery
97,8% [40] serta presipitasi protein menggunakan asam
menghasilkan nilai recovery 87,3-119,7% [26]. Maka pada
proses presipitasi protein untuk metode analisis banyak
digunakan asetonitril sebagai protein presipitan karena

menghasilkan nilai recovery yang lebih tinggi.

Tabel 2. Metode preparasi sampel untuk analisis warfarin dalam plasma darah

5 . Volume Metode .
No Analit Matriks } Ekstraksi Recovery (%) Pustaka
Sampel (uL) Preparasi
) Digunakan diklorometan/heksana 1:5 sebagai pelarut
) Plasma Ekstraksi o . )
1 Warfarin . 250 o ekstraksi, digunakan R-Warfarin d6 dan S-Warfarin d6  97,67-98,61 44
manusia cair-cair )
sebagai IS
Plasma Ekstraksi Digunakan etil asetat:heksana 50:50 sebagai pelarut Tidak
2 Warfarin . 300 o ! ‘e ) gal pelaru ) I 23
manusia cair-cair ekstraksi disebutkan
) Ditambahkan 200 plL asam hidroklorat 1 N ditambahkan
_ Plasma Ekstraksi ) ) ) .
3 Warfarin ) 1000 o Naproxen (IS) kemudian diekstraksi dengan 800 L dietil 96,2 43
manusia cair-cair o ) )
eter, kemudian disentrifugasi
) ) Ditambahkan 3,5 pL etil asetat ditambahkan Gliclazide
. Plasma Tidak Ekstraksi X X i X
4 Warfarin . . . (IS) kemudian divortex selama 3 menit kemudian 90,8-109,3 17
manusia disebutkan cair-cair . ) ] .
disentrifugasi pada 5000 rpm selama 5 menit
Ditambahkan 10 L asam asetat 0,05 mol/L ditambahkan
, Naproxen (IS) kemudian divortex selama 30 detik,
) Plasma Ekstraksi . ; . )
5 Warfarin tikus 100 caltcalr selanjutnya diekstraksi dengan 3 mL etil asetat selama 2 89,6 31
u ir-cai
menit menggunakan alat vortex, berikutnya disentrifugasi
pada 4000 rpm selama 10 menit
) Ditambahkan 20 pL metanol sebagai pelarut ekstraksi
. Plasma Ekstraksi . . ) )
6 Warfarin ik 100 o ditambahkan  Quercetin  (IS) kemudian divortex,  90,73-94,48 32
us cair-cair
disentrifugasi pada 15000 rpm selama 5 menit
) Ditambahkan 20 pL asam asetat, divortex 1 menit, .
. Plasma Ekstraksi X . . . X Tidak
7 Warfarin . 200 o diekstraksi dengan 3 mL etil asetat, divortex 2 menit, . 54
tikus cair-cair . ) ) ) disebutkan
disentrifugasi 3500 rpm selama 5 menit dengan suhu 4C
Ditambahkan 20 mL asam format 12,5% ditambahkan
. Plasma Ekstraksi Diazepam (IS) diekstraksi dengan 1 mL etil asetat, Tidak
8 Warfarin R 200 o . o . ) ) [38]
anjing cair-cair divortex selama 3 menit, disentrifugasi pada 14000 rom  disebutkan
selama 10 menit dengan suhu 4C
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. . Volume Metode .
No Analit Matriks ] Ekstraksi Recovery (%) Pustaka
Sampel (pL) Preparasi
Diekstraksi dengan 200 uL asetonitril:air (1:1) yang
Plasma Ekstraksi mengandung NH4COOH 10 mM pH 4, dishaker pada
9 Warfarin 30 ek gandung THESETL 0 M en ° 872984  [33]
tikus cair-cair 1000 rpm selama 1 jam, disentrifugasi pada 1000 rpm
selama 10 detik, digunakan Choumachlor sebagai IS
. Ditambahkan 2 mL H2S04 0,5 M, diekstraksi dengan
Plasma Ekstraksi

10  Warfarin . 500 o 4 mL diklorometan/heksana (1:5), divortex selama 30 86-89 37
manusia cair-cair o i ) )
detik, disentrifugasi pada 5000 rpm selama 5 menit

) Ditambahkan 100 upL asam asetat, ditambahkan
Plasma Ekstraksi

11 Warfarin . 200 o Gatifloxacin (IS), ditambahkan 1 mL etil asetat:dietil eter 112,5 18
manusia cair-cair )
50:50, divortex
) Ditambahkan methyl-t-butyl ether dan dichloromethane
. Plasma Ekstraksi ) o . )
12 Warfarin ) 200 o sebagai pelarut ekstraksi, digunakan Warfarin-d6 sebagai 87,6-96,3 39
manusia cair-cair
IS
. Plasma Tidak Ekstraksi Ditambahkan dichloromethane: isohexane (1:5) sebagai
13 Warfarin ) . o . 97,2-106,4 47
manusia disebutkan cair-cair pelarut ekstraksi
Ditambahkan dengan 5 plL asam fosfat 85%, diekstraksi
dengan 1 mL etil asetat dengan divortex 1,5 menit,
Plasma Ekstraksi cair- disentrifugasi pada 20000 rpm selama 5 menit, diuapkan Tidak
14 Warfarin . 100 ) g p ) p' ) P ) 31
manusia cair dengan nitrogen, direkonstitusi dengan 200 pL asam  disebutkan
asetat 0,5%:asetonitril 1:1, disentrifugasi pada 20000
rpm selama 8 menit
o Ditambahkan 50 pL of asam format 20% dan 1 mL .
) Plasma Ekstraksi cair- ] o ) ) Tidak
15  Warfarin ) 100 ) metanol, divortex selama 3 menit, disentrifugasi pada ) 19
tikus cair disebutkan

3000 rppm selama 10 menit

Ekstraksi cair-
cair (Dispersive

liquid - liquid
‘q q . Ditambahkan 30 pL asam perklorat, divortex selama 1
) Plasma microextraction . o
16 Warfarin . 200 ith pol menit, ditambahkan 100 pL asetonitril, divortex selama 92,4-109,4 [53]
manusia with po
. y 1 menit, disentrifugasi pada 12000 rpm selama 10 menit
(ethylene oxide)
- mediated
stacking)
L Ditambahkan 200 pL asetonitril yang mengandung 10 .
. Plasma Presipitasi . . . Tidak
17  Warfarin ) 50 ) ng/mL CPDPX (IS), disentrifugasi 4000 rpm selama 10 . [as]
manusia protein . disebutkan
menit
Ditambahkan 3 mL metanol lalu divortex selama 10
. Plasma Presipitasi menit, disimpan dalam suhu -20C selama 10 menit,
18  Warfarin ) 2000 ) o ) ) ) ) 97,8 [401
manusia protein dicairkan dan disentrifugasi 5000 rpm selama 10 menit,
difiltrasi dengan membran filter 0,45 pm
Divortex selama 10 detik, ditambahkan Tolbutamide
. Plasma Presipitasi (IS) ditambahkan 5 uL metanol, ditambahkan 150
19  Warfarin . 45 ) . ) . . 91,1-99,05 [12]
manusia protein uL asetonitril, divortex selama 3 menit kemudian
disentrifugasi pada 14000 rpm selama 10 menit
Ditambahkan asam format 25 pL 0,5 N kemudian
) Plasma Presipitasi ditambahkan dengan etil asetat 75 plL, kemudian
20  Warfarin i 50 . . . . . 87,3-119,7 [26]
manusia protein disentrifugasi, digunakan etil asetat yang mengandung
asam kafeat sebagai IS
Plasma Presipitasi Ditambahkan 250 pL asetonitril yang mengandung asam
21 Warfarin , 50 P , Wb asetonitrityang meneandung 9198 48]
manusia protein trifluoroasetat 1%, kemudian disentrifugasi
L Ditambahkan asetonitril ditambahkan Warfarin-d5
Plasma Presipitasi

22 Warfarin 500 (IS) kemudian disentrifugasi, selanjutnya dilakukan 87,7-99,2 [34]

manusia rotein
> ultrafiltrasi dengan membran selulos 30 kDa
Plasma Tidak Presipitasi Ditambahkan asam perklorat (HCIO4) 7% kemudian
23 Warfarin A , P rrambankan P (HClo4) 7% 88,8-93 1421
manusia disebutkan protein disentrifugasi pada 5000 rpm selama 10 menit
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. ! Volume Metode .
No Analit Matriks ] Ekstraksi Recovery (%) Pustaka
Sampel (pL) Preparasi
Ditambahkan asam format 0,2% dalam air (190 pL),
L kemudian ditambahkan asam format 0,2% dalam )
i Plasma Presipitasi o o Tidak
24 Warfarin . 50 ) asetonitril (1000 pL) kemudian didiamkan dalam suhu 4C ) 14
manusia protein . . ) . . disebutkan
selama 30 menit, selanjutnya disentrifugasi pada 16000
rpm selama 10 menit
Ditambahkan 150 plL asetonitril dingin, ditambahkan
L Warfarin-d5 (IS) disentrifugasi pada 17000 rpm selama
. Plasma Presipitasi . X i
25  Warfarin ik 50 tei 10 menit dalam suhu 4C, supernatan diambil dan  101,8-113,8 35
us rotein
> disimpan dalam kulkas selama 15 menit, disentrifugasi
kembali pada 17000 rpm selama 1 menit
L Ditambahkan 500 plL etil asetat dingin, ditambahkan .
. Plasma Presipitasi . ) ) Tidak
26 Warfarin . 100 ) Carbamazepin (IS), ditambahkan 50 pL asam hidroklorat . 41
tikus protein } . ) . disebutkan
(1 mol/L), disentrifugasi 9000 rpm selama 10 menit
) Plasma Presipitasi Ditambahkan 500 pL asetonitril, ditambahkan asam
27  Warfarin . 100 ) . ) . ) 99,5-104,67 49
manusia protein format 1%, disentrifugasi selama 5 menit
. Ditambahkan asetonitril (1% asam format), divortex
. Plasma Presipitasi o . . .
28  Warfarin ) 400 ) 1 menit, disentrifugasi pada 5000 rpm selama 5 menit 96-103 50
manusia protein
dengan suhu 4C
L Ditambahkan 800 pL asetonitril, divortex selama 1 menit,
) Plasma Presipitasi . . . .
29  Warfarin ) 200 ) disentrifugasi pada 20000 rpm selama 5 menit dengan 89,8 |
manusia protein
suhu 10°C
o Ditambahkan 150 uL asetonitril,  ditambahkan
) Plasma Presipitasi ) ) . )
30  Warfarin ) 100 ) Metronidazole (IS), disentrifugasi pada 14000 rpm 97,95-107,76 21
tikus protein )
selama 10 menit
. Ditambahkan 50 pL  asetonitril,  ditambahkan
. Plasma Presipitasi . . . .
31  Warfarin ) 50 ) 7-ethoxycoumarin (IS), disentrifugasi pada 13800 selama ~ 98,5-107,4 25
tikus protein .
15 menit
) Plasma Presipitasi Ditambahkan 200 pL asetonitril, divortex selma 10 detik,
32 Warfarin i 50 . X . . i 90,1-106,5 13
manusia protein disentrifugasi pada 1000 rpm selama 10 menit
Ditambahkan 400 pL metanol 10% dalam asetonitril yang
mengandung BDF-d4 37.5 ng/mL (IS), divortex selama 5
. menit, disentrifugasi pada 20000 rpm selama 15 menit
. Plasma Presipitasi i .
33 Warfarin . 100 ) dengan suhu 4C, supernatan diuapkan di bawah tekanan, 86-96 29
manusia protein ) ) i L o
kemudian residu direkonstitusi dengan 50 mL asetonitril
50% dan disentrifugasi pada 20000 rpm selama 15 menit
dengan suhu 4C
o Ditambahkan asetonitril dengan rasio 2:1, disonikasi
) Plasma Presipitasi o ) .
34 Warfarin ) 400 ) selama 20 menit, disentrifugasi pada 4000 rpm selama 101,4 52
manusia protein

15 menit

Keterangan :

ACN: Asetonitril

BEH: Brigde ethyl hybrid

CBPE: Carbon black paste electrode

ESI: Electron ionic spray

HPLC: High-performance liquid chromatography

IS: Internal standard

LC-MS: Liquid chromatography — Mass spectrophotometry
MS: Mass spectrophotometry

PTCA: 3,4,9,10-perylenetetracarboxylic acid

QQQ: Triple quadrupole

QTOF: Quadrupole time-of-flight

UHPLC: Ultra High-performance liquid chromatography
UV: Ultraviolet
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Prosedur metode presipitasi protein ini cukup
sederhana yakni dilakukan penambahan protein presipitan
kemudian dilakukan proses sentrifugasi untuk membantu
proses agregasi dan pengendapan protein. Saat protein
dalam sampel berinteraksi dengan presipitan, konformasi
protein dalam sampel berubah dan menghasilkan agregasi
dan presipitasi dari protein. Sehingga, analit yang terikat
pada protein dalam sampel terlepas. Dalam beberapa
prosedur, ditambahkan pula asam setelah penambahan
protein presipitan asetonitril. Hal tersebut dilakukan untuk
mendapatkan nilai recovery yang lebih tinggi [8]. Penelitian
oleh Hu ¢ a/. menunjukkan dengan prosedur penambahan
asam format didapatkan nilai recovery yang mencapai
99,5%, lebih besar dibandingkan yang tidak dilakukan
penambahan asam.

Selain presipitasi protein, ada pula metode ekstraksi
cair-cair. Pada metode ini, sampel bioanalisis dicampur
dengan aditif (penyangga, asam, atau basa) untuk
memastikan ekstraksi dapat dilakukan dengan efisien.
Kemudian dilakukan penambahan standar internal,
diantaranya adalah naproxen, gliclazide, warfarin-do,
warfarin-d5,  kuersetin,  diazepam,  choumachlor,
gatifloxacin, tolbutamide, asam kafeat, carbamazepin,
metronidazole, dan 7-etoksikumarin. Serta dilakukan
penambahan pelarut organik (pelarut pengekstraksi).
Kemudian dilakukan proses pengocokan selama periode
waktu tertentu untuk mencampur sampel dan pelarut
organik, schingga terpisah ke dalam dua fase yaitu fase
air dan fase organik. Fase yang mengandung molekul
target diambil untuk proses analisis lebih lanjut. Pemilihan
pelarut untuk ekstraksi cair-cair perlu mempertimbangkan
sifat solubilitas, densitas, viskositas, serta kelarutan dalam
air. Pelarut yang biasanya digunakan yakni pelarut yang
bersifat organik.

Warfarin bersifat semi polar. Warfarin larut dalam
pelarut aseton dan dioksan; agak larut dalam metanol,
etanol, dan isopropanol; larut bebas dalam larutan alkali;
serta praktis tidak larut dalam benzen dan sikloheksan. Oleh
karena itu, warfarin akan terdapat dalam fase yang bersifat
organik. Nilai recovery tertinggi yang didapatkan pada
metode ekstraksi cair-cair yang ditinjau dalam artikel ini
mencapai 98,61% dengan pelarut ekstraksi diklorometana
: heksana 1:5 yang dilakukan oleh Shen ef a/. Penelitian
lainnya menggunakan pelarut dietil eter dan mendapatkan
nilai recovery 96,2% [43], kemudian menggunakan pelarut
etil asetat dan mendapatkan nilai recovery 89,6-109,3%
[3,19], kemudian menggunakan pelarut diklorometana
: heksana 1:5 dan mendapatkan nilai recovery 86-106,4%
24,2748|, kemudian menggunakan pelarut metanol
dan mendapatkan nilai recovery 94,48% [32], kemudian
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menggunakan pelarut etil asetat : dietil eter 1:1 dan

mendapatkan nilai recovery 112,5% [18], dan menggunakan
pelarut metil butil eter : diklorometana dan mendapatkan
nilai recovery 87,6-96,3% [39]. Bila dibandingkan dengan
metode presipitasi protein, metode ekstraksi cair-cair ini
memiliki nilai recovery yang lebih rendah, serta prosedurnya
sedikit lebih rumit serta lebih membutuhkan pelarut yang

mahal.
Kesimpulan

Metode analisis yang umum digunakan dalam

mengukur warfarin secara kuantitatif yakni metode
HPLC dengan detektor spektroskopi massa. Metode
ini juga memberikan kelebihan berupa sensitivitas dan
selektivitas yang tinggi dibandingkan dengan metode
dan detektor lainnya karena memiliki nilai batas bawah
kuantifikasi paling rendah yakni 0,014 ng/mlL. Fase gerak
yang memiliki kelebihan untuk digunakan yakni asetonitril,
dengan kolom C18. Sementara untuk sistem elusi, gradien
lebih  memberikan keuntungan meskipun sistem elusi
isokratik lebih banyak digunakan. Metode yang paling
mudah digunakan yakni presipitasi protein menggunakan
asetonitril sebagai protein presipitan, ditambahkan dengan

asam untuk meningkatkan nilai recovery.
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