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LAMPIRAN
Lampiran 1. Skema Kerja
Pembuatan larutan stok AmB
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Lampiran 2. Kurva Baku AmB
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Gambar 3. Kurva linear AmB dalam jaringan mukosa hidung

08 y =0,0289x + 0,00

0,6
0,4

0,2

0 10 20 30 40

Gambar 4. Kurva linear AmB dalam jaringan otak
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Lampiran 3. Perhitungan Larutan Stok dan Seri Pengenceran
Lampiran 3.1. Perhitungan larutan stok

Dibuat larutan stok AmB konsentrasi 1000 ppm dalam labu tentukur 10 mL. Maka,
jumlah AmB yang ditimbang yaitu:

Bobot AmB (ng)

M (ppm) ~ Volume pelarut (mL)
1000 ppm = W
Bobot AmB =1000x 10

=10.000 pg atau 10 mg
Lampiran 3.1. Perhitungan seri pengenceran

Larutan stok 1000 ppm diencerkan ke 100 ppm sebanyak 1 mL

M1.V1 =M2.V2
1000 . V1 =100.1
V1 = 0,1 mL atau 100 pL (Larutan yang dicuplik) + 900 yL (pelarut)

Selanjutnya, dibuat larutan seri sebesar 32 ppm sebanyak 1 mL dari larutan AmB
100 ppm.

M1.V1 =M2.Vv2
100 . V1 =32.1
V1 = 0,32 mL atau 320 pL (Larutan yang dicuplik) + 680 pL (pelarut)
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Lampiran 4. Perhitungan %Extraction Recovery

Lampiran 4.1. Perhitungan %extraction recovery AmB dalam mukosa hidung
Tabel 8. Absorbansi yang diperoleh pada pengukuran %extraction recovery pada

jaringan mukosa hidung
Pelarut Metode Replikasi Absorbansi

0,126
1,104
0,114
0,393
0,552
0,465
0,903
0,822
0,748
0,991
0,796
0,817
0,043
0,039
0,051
0,076
0,081
0,098
0,103
0,122
0,132
0,298
0,301
0,443
1,098
1,211
1,092

A

Metanol

asetonitril

Larutan AmB murni
sebagai pembanding

>
WN=_2LON_2WON_L,ON_L2ON_2ON_2OLODN_L,P,ON_2OODN -

Y%extraction recovery metanol metode A

, Absorbansi larutan setelah ekstraksi
1. Y%extraction recovery = : x 100%
Rata-rata absorbansi larutan AmB murn

22% % 100%

1,133
11,16%

Absorbansi larutan setelah ekstraksi

x 100%

. (o]
Rata-rata absorbansi larutan AmB murn

_ 0,104

—x 100%

1,133

=9,20%
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. Absorbansi larutan setelah ekstraksi
3. %extraction recovery = x 100%

Rata-rata absorbansi larutan AmB murn

222 % 100%

1,133

10,08%

. 11,16+9,20+10,08
Rata-rata %extraction recovery === 10, 14%

SD % extracti \/(10,14—11,16)2+ (10,14—9,20)2+ (10,14 - 10,08)°
o extraction recovery = 31

=0,53

Lampiran 4.2. Perhitungan %extraction recovery AmB dalam jaringan otak
Tabel 9. Absorbansi yang diperoleh pada pengukuran %extraction recovery pada
jaringan otak
Pelarut Metode Replikasi Absorbansi

0,110
1,091
0,099
0,342
0,481
0,404
0,786
0,716
0,7651
0,862
0,693
0,71
0,037
0,034
0,044
0,066
0,070
0,085
0,090
0,106
0,115
0,259
0,262
0,385
1,098
1,211
1,092

A

Metanol

asetonitril

Larutan AmB murni
sebagai pembanding

>
WN 2O N2 WN_2WN_2CWNRWN 2T WON 2 WON =2 WN =

Y%extraction recovery metanol metode A



1. %extraction recovery

2. Y%extraction recovery

3. Y%extraction recovery

Rata-rata %extraction recovery

SD % extraction recovery
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Absorbansi larutan setelah ekstraksi
= x 100%

Rata-rata absorbansi larutan AmB murn

=217 x 100%

1,133
=9,71%

Absorbansi larutan setelah ekstraksi
= x 100%

Rata—rata absorbansi larutan AmB murn
0,091

=—-—x 100%

1,133

= 8%

Absorbansi larutan setelah ekstraksi
= x 100%

Rata-rata absorbansi larutan AmB murn

x 100%

0,099
1,133

=877%

9,71+8+8,77

=———=28,83%
3

2 2
\/(8,83— 9,71)°+ (8,83—-8)2+ (8,83 -8,77)
B 3-1

=0,46



Lampiran 5.
Lampiran 5.1.

Perhitungan Uji Linearitas

Perhitungan linearitas pada larutan seri

dalam jaringan mukosa hidung

Tabel 10. Absorbansi hasil pengukuran larutan konsentrasi AmB dalam jaringan
mukosa hidung
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konsentrasi AmB

Konsentrasi (ug/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3
32 0,951 0,981 0,904
16 0,466 0,471 0,465
8 0,244 0,252 0,233
4 0,129 0,122 0,129
2 0,055 0,061 0,071
1 0,028 0,031 0,043
Rata — rata absorbansi = 2951+09814090% 0,945

SD absorbansi

Lampiran 5.2.

3

2 2 2
(0,945—0,951)%+ (0,945-0,981)2+ (0,945 - 0,904)

=0,031

Perhitungan linearitas pada larutan seri

dalam jaringan otak

Tabel 11. Absorbansi hasil pengukuran larutan konsentrasi AmB dalam jaringan
otak

3-1

konsentrasi AmB

Konsentrasi (ug/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3
32 0,939 0,970 0,893
16 0,460 0,465 0,465
8 0,244 0,252 0,233
4 0,129 0,122 0,129
2 0,055 0,061 0,071
1 0,027 0,030 0,043
Rata — rata absorbansi = 2939+0970+0.893 _ 0,934

SD absorbansi

3

2 2 2
(0,934-0,939) + (0,934-0,970)=+ (0,934 - 0,893)

=0,038

3-1
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Lampiran 6. Perhitungan Limit of Detection (LOD) dan Lower Limit of
Quantification (LLOQ)
Tabel 12. Penentuan LOD dan LLOQ AmB

Penentuan LOD dan LLOQ

b 0,0315 a 0,0081

kons. y avg y' yavg -y (yavg - y)2
32 1,012 1,0161 -0,0041 0,00001681
16 0,520 0,5121 0,0079 0,0000624
8 0,260 0,2601 -0,0001 0,0000001
4 0,130 0,1341 0,0041 0,00001681
2 0,069 0,0711 0,0021 0,00000441
1 0,039 0,0396 0,0006 0,00000036
avg 10,5 0,00001680
0,00000336
0,00000168
Sy 0,005
LOD 0,53
LLOQ 1,64
LQC 4
MQC 12

HQC 24




Lampiran 7.

Uji Akurasi dan Presisi
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Tabel 13. Absorbansi hasil pengukuran pada uji akurasi dan presisi AmB dalam

jaringan mukosa hidung

Interday
Konsentrasi Abs1 Abs?2 Abs3
LLOQ 1,64 0,057 0,062 0,063
LQC 4 0,138 0,125 0,138
MQC 12 0,397 0,437 0,375
HQC 24 0,758 0,844 0,703
LLOQ 1,64 0,060 0,064 0,062
LQC 4 0,132 0,118 0,138
MQC 12 0,413 0,433 0,383
HQC 24 0,758 0,764 0,656
LLOQ 1,64 0,067 0,062 0,058
LQC 4 0,141 0,132 0,127
MQC 12 0,399 0,431 0,401
HQC 24 0,766 0,764 0,679
Intraday
Konsentrasi Abs1 Abs?2 Abs3

LLOQ 1,64 0,060 0,058 0,062
LQC 4 0,132 0,138 0,134
MQC 12 0,419 0,436 0,375
HQC 24 0,711 0,764 0,671
LLOQ 1,64 0,057 0,060 0,063
LQC 4 0,125 0,132 0,138
MQC 12 0,425 0,444 0,374
HQC 24 0,771 0,794 0,696
LLOQ 1,64 0,064 0,064 0,067
LQC 4 0,127 0,130 0,133
MQC 12 0,420 0,456 0,387
HQC 24 0,784 0,774 0,680

Contoh perhitungan akurasi dan presisi pada larutan konsentrasi LLOQ

Persamaan regresi yang telah diperoleh yaitu Y= 0,0315X + 0,0081, sehingga

1. Konsentrasi yang ditemukan (X) =

Y-0,0081
0,0315

_ 0,057-0,0081
0,0315

=1,57



Y-0,0081

2. Konsentrasi yang ditemukan (X) = 00315

_ 0,062-0,0081
0,0315

1,70

Y-0,0081
0,0315

3. Konsentrasi yang ditemukan (X)

_ 0,063-0,0081
0,0315

1,73

1,57+1,70+1,73
Rata — rata = 0= 1,67

2
\/(1,67—1,57)2+ (1,67-1,70)2+ (1,67 - 1,73)

SD

3-1

=0,09

SD
=———x 100
Rata-rata

=222 x 100

1,67
5,33

_ Kons.yang ditemukan—kons.yang sebenarnya

%RSD

%RE

Kons. yang sebenarnya

x 100

1,67-164
1,64

1,65

x 100

26
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Lampiran 8. Perhitungan Dilution Integrity
Tabel 14. Absorbansi hasil pengukuran dilution integrity pada larutan AmB dalam
jaringan mukosa hidung

Uji pengenceran Konsentrasi Abs1 Abs?2 Abs3
5 kali 5 0,155 0,148 0,152
10 kali 10 0,302 0,311 0,298

Tabel 15. Absorbansi hasil pengukuran dilution integrity pada larutan AmB dalam
jaringan otak

Uji pengenceran Konsentrasi Abs1 Abs?2 Abs3
5 kali 5 0,147 0,140 0,148
10 kali 10 0,286 0,295 0,292

Contoh perhitungan dilution integrity pada larutan AmB dalam jaringan mukosa
Persamaan regresi yang telah diperoleh yaitu Y= 0,0315X + 0,0081, sehingga

. . Y-0,0081
1. Konsentrasi yang ditemukan (X) = Toms
_ 0,172-0,0081
0,0315
=5,20
. . Y-0,0081
2. Konsentrasi yang ditemukan (X) = So3s
_ 0,165-0,0081
0,0315
=498
. . Y-0,0081
3. Konsentrasi yang ditemukan (X) = So3s
_ 0,169-0,0081
0,0315
=51
5,20+4,98+5,11
Rata — rata = f=5,10
2
J(5,10—s,20)2+ (5,10—4,98)2+ (5,10 - 5,11)
SD =
3-1
=0,11
SD
%RSD = x 100
Rata-rata
0,11
=—-—x100
5,10
=219
%RE — Konsyang ditemukan—konsyang sebenarnya . 4
Kons. yang sebenarnya
5,10-5
= x 100

5
=1,95



Lampiran 9. Analisis Statistik
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Lampiran 9.1. Analisis statistik penentuan metode ekstraksi jaringan mukosa

hidung
Tabel 16. Hasil pengujian normalitas secara statistik
Metode Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ekstraksi Metode A Metanol ,194 3 997 3 ,888
Mukosa
Hidung Metode B Metanol ,192 3 997 3,893
Metode C Metanol 178 3 1,000 3 ,959
Metode D Metanol , 336 3 ,857 3,259
Metode A Asetonitril ,255 3 963 3,630
Metode B Asetonitril ,323 3 879 3,322
Metode C Asetonitril ,309 3 901 3 ,387
Metode D Asetonitril ,379 3 765 3 ,034
a. Lilliefors Significance Correction
Tabel 17. Ringkasan uji Independent-Samples Kruskal-Wallis
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test Summary
Total N 24
Test Statistic 21,826°
Degree Of Freedom 7
Asymptotic Sig.(2-sided test) ,003

a. The test statistic is adjusted for ties.




Tabel 18. Hasil perbandingan signifikansi antar metode
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Std. Test

Sample 1-Sample 2 | Test Statistic | Std. Error Statistic Sig. | Adj. Sig.?
Metode A Asetonitril- -1,167 5,772 -,202 | ,840 1,000
Metode B Asetonitril

Metode A Asetonitril- -5,500 5,772 -,953 | ,341 1,000
Metode C Asetonitril

Metode A Asetonitril- 7,333 5,772 1,270 | ,204 1,000
Metode A Metanol

Metode A Asetonitril- -11,333 5772 -1,963 | ,050 1,000
Metode D Asetonitril

Metode A Asetonitril- 13,667 5,772 2,368 | ,018 ,501
Metode B Metanol

Metode A Asetonitril- 18,000 5,772 3,118 | ,002 ,051
Metode C Metanol

Metode A Asetonitril- 19,000 5,772 3,292 | ,001 ,028
Metode D Metanol

Metode B Asetonitril- -4,333 5,772 -, 751 ,453 1,000
Metode C Asetonitril

Metode B Asetonitril- 6,167 5,772 1,068 | ,285 1,000
Metode A Metanol

Metode B Asetonitril- -10,167 5,772 -1,761| ,078 1,000
Metode D Asetonitril

Metode B Asetonitril- 12,500 5,772 2,166 | ,030 ,850
Metode B Metanol

Metode B Asetonitril- 16,833 5,772 2,916 | ,004 ,099
Metode C Metanol

Metode B Asetonitril- 17,833 5,772 3,089 | ,002 ,056
Metode D Metanol

Metode C Asetonitril- 1,833 5,772 , 318 | ,751 1,000
Metode A Metanol

Metode C Asetonitril- -5,833 5,772 -1,011] ,312 1,000
Metode D Asetonitril

Metode C Asetonitril- 8,167 5,772 1,415 157 1,000
Metode B Metanol

Metode C Asetonitril- 12,500 5,772 2,166 | ,030 ,850
Metode C Metanol

Metode C Asetonitril- 13,500 5,772 2,339,019 ,542
Metode D Metanol

Metode A Metanol- -4,000 5,772 -,693 | ,488 1,000
Metode D Asetonitril

Metode A Metanol- -6,333 5,772 -1,097 | ,273 1,000
Metode B Metanol

Metode A Metanol- -10,667 5,772 -1,848 | ,065 1,000
Metode C Metanol

Metode A Metanol- -11,667 5,772 -2,021 | ,043 1,000
Metode D Metanol

Metode D Asetonitril- 2,333 5,772 ,404 | ,686 1,000

Metode B Metanol




Metode D Asetonitril-
Metode C Metanol
Metode D Asetonitril-
Metode D Metanol
Metode B Metanol-
Metode C Metanol
Metode B Metanol-
Metode D Metanol
Metode C Metanol-
Metode D Metanol

6,667
7,667
-4,333
-5,333

-1,000

5,772
5,772
5,772
5,772

5,772

1,155
1,328
-, 751
-,924

-173

,248
,184
,453
,356

,862

30

1,000
1,000
1,000
1,000

1,000
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Lampiran 9.2. Analisis statistik penentuan metode ekstraksi jaringan otak

Tabel 19. Hasil pengujian normalitas secara statistik

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statist
Metode Statistic  df  Sig. ic df  Sig.
=il Metode A Metanol ,(193 3 ,997 3 ,890
Otak Tikus Metode B Metanol 193 3 ,997 3 ,892
Metode C Metanol (78 3 1,000 3 ,959
Metode D Metanol 360 3 . ,830 3 ,188
Metode A Asetonitril ,251 3 ,966 3 ,645
Metode B Asetonitril 323 3 ,878 3 ,319
Metode C Asetonitril 247 3 ,969 3 ,662
Metode D Asetonitril 379 3 ,765 3 ,035

a. Lilliefors Significance Correction

Tabel 20. Ringkasan Uji Independent-Samples Kruskal-Wallis
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test Summary
Total N
Test Statistic
Degree Of Freedom
Asymptotic Sig.(2-sided test)

24
21,800°
7

,003

a. The test statistic is adjusted for ties.



Tabel 21. Hasil perbandingan signifikansi antar metode
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Test Std. Test

Sample 1-Sample 2 Statistic Std. Error Statistic Sig. Adj. Sig.?
Metode A Asetonitril- -1,000 5,774 -,173  ,862 1,000
Metode B Asetonitril

Metode A Asetonitril- 6,333 5,774 1,097 273 1,000
Metode A Metanol

Metode A Asetonitril- -6,667 5,774 -1,155  ,248 1,000
Metode C Asetonitril

Metode A Asetonitril- -11,333 5,774 -1,963 ,050 1,000
Metode D Asetonitril

Metode A Asetonitril- 13,667 5,774 2,367 ,018 ,502
Metode B Metanol

Metode A Asetonitril- 18,333 5,774 3,175 001 ,042
Metode C Metanol

Metode A Asetonitril- 18,667 5,774 3,233 ,001 ,034
Metode D Metanol

Metode B Asetonitril- 5,333 5,774 ,924 356 1,000
Metode A Metanol

Metode B Asetonitril- -5,667 5,774 -,981 ,326 1,000
Metode C Asetonitril

Metode B Asetonitril- -10,333 5,774 -1,790 ,073 1,000
Metode D Asetonitril

Metode B Asetonitril- 12,667 5,774 2,194 028 , 791
Metode B Metanol

Metode B Asetonitril- 17,333 5,774 3,002 ,003 ,075
Metode C Metanol

Metode B Asetonitril- 17,667 5,774 3,060 ,002 ,062
Metode D Metanol

Metode A Metanol- -,333 5,774 -,068 ,954 1,000
Metode C Asetonitril

Metode A Metanol- -5,000 5,774 -,866 ,386 1,000
Metode D Asetonitril

Metode A Metanol- -7,333 5,774 -1,270  ,204 1,000
Metode B Metanol

Metode A Metanol- -12,000 5,774 -2,078 ,038 1,000
Metode C Metanol

Metode A Metanol- -12,333 5,774 -2,136  ,033 ,915
Metode D Metanol

Metode C Asetonitril- -4,667 5,774 -,808 ,419 1,000
Metode D Asetonitril

Metode C Asetonitril- 7,000 5,774 1,212 ,225 1,000

Metode B Metanol



Metode C Asetonitril-
Metode C Metanol
Metode C Asetonitril-
Metode D Metanol
Metode D Asetonitril-
Metode B Metanol
Metode D Asetonitril-
Metode C Metanol
Metode D Asetonitril-
Metode D Metanol
Metode B Metanol-
Metode C Metanol
Metode B Metanol-
Metode D Metanol
Metode C Metanol-
Metode D Metanol

11,667

12,000

2,333

7,000

7,333

-4,667

-5,000

-,333

5774

5774

5774

5774

5774

5774

5774

5774

2,021

2,078

404

1,212

1,270

-,808

-,866

-,058

,043

,038

,686

,225

,204

419

,386

,954
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1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000
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Lampiran 10. Dokumentasi Penelitian

Gambar 5. Penyiapan larutan stok AmB

Gambar 6. Pengukuran menggun sek‘Eorofotometer UV-Vis

Gambar 8. Bubur jaringan mukosa hidung babi



