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ABSTRAK

Penentuan potensi oksivetrasiklin sediaan mieks: dengan metode uji Bivassay merupakan
salah satu pengujian yang rutin dilakukan di Unit Uji Farmasetik dan Premiks, Balai Besar Pengujian
Mutu dan Sertifikasi (dbat Hewan (BEPMSOH). Sebagai laboratorium terakreditasi dan salah satu
persyaratan penerapan sistem manajemen mutu SNI [SOIEC 170252008, maka telah dilakukan
perhitungan estimast kehdakpastian darl pengukuran potensi oksitetrasiklim sediaan mjeksi dengan
metode Fioassen. Berdasarkan perhitungan ketidakpastian gabungan dengan faktor cakupan k =2
dan tingkat kepercayaan 95%; diperoleh nilai ketidakpastiannya sebesar + 0, 24%._ Nilai inj diarikan
bahwa potensi oksitetrasiklin pada obat hewan sediaan injeksi adalah 99.39% dan nilai sebenamya
terletak diantara (99,89 + 0,24) %

Kaia kunci: extimasi hetidakpasiiarn, aji potensi, oksitetrasiklin, bioavsay,
ABSTRACT

Determination of oxvteracveline injection preparation potency using hoassay method i
ome of the routine tests carvied out in Pharmacentical and Premix dssay Unit, Natfonal Veterinary
Dy Assuy Laboratory (NVDAL). As an acovedited luboratory and one of the requirements of the
grlity management system SNI ISOSTREC 70252008, an estimation of uncerlainly medsuremenyt
aof axvietracveling polency in infection preparation wsing bioassay has been conducied. Based on
cealcwdation of combined wncertainn: with the coverage fuactor — 2 and confidence level P3%, it was
obtained that the wmcertainny measurement was + 0.24%. This value means tht ooieracyeline
poteney in ijection preparation was 99.80% and truc value ranped between (99,89 + 0.24) %

Key words: uncertainty measurcment, potency test, exytetracycline, binassay
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PENDAHULUAN

Penentuan potensi oksitetrasiklin pada
obat hewan sediaan injeksi merupakan salah
sati pengujian yang rutin dilakukan di Unit Uji
Farmasetik dan Premiks, Balai Besar Pengujian
Mutu dan Sertifikasi (bat Hewan (BEPRMSOH).
Pencntuan potensi tersecbut dilahukan dengan
menggunakan metode Bioassar sesual dalam
FORL Jilid IT Edisi 4 Tahun 2009 <, Oksiterasiklin
sediaan mjeksi merupakan salah satu jems obat
hewan vang cukup banyak bercdar di Indenesia,
baik lokal maupun impor. Potensi oksitetrasiklin
dalam obat hewan diukur dalam upaya pemberian

pelaksanaan  sertifikasi, pelayanan  jasa.
pemantauan maupun pengamanan mut produk
obat hewan.

Balai Resar Pengwjian Mutu  dan

Sertifikasi Obat Hewan {BRPMSOH) merupakan
faboratorium pengujian yang telah terakeeditas:
dan menerapkan sistem manajemen mutu dengan
acuan SNI ISO/IEC 17025:2008. Pada acuan SNI
[SOYIEC 17025:2008 butir 5.4.6 menyebutkan
bahwa laboratorium pengujian harus mempunyai
dan menerapkan prosedur untuk mengestimasi
ketidakpastian pengukuran (mncerteinn) '

Ketidakpastian
{uprcertaing’) adalah suatu rentang nilan dimana

pengukuran

disekitar nilai hasil pengukuran tersebut terdapat
Nila

ketidakpastian merupakan suatu parameter yang

nilai sebenamya dari besaran ukurn
selalu menyertai dalam suatu alat vang digunakan

untuk pengukuran  di  dalam  laboratonun
Ketidakpastian

memadukan semua Kesalahan yang dilakukan

pengujian. pengukuran
menjadi ‘suatu rentang tunggal pengukuran ¢,
Sumber-sumber ketidakpastian
diantaranya yaitu sempfing, kondisi penyimpanan,
alat/instrument, kemurnian reagen atau standar,
preparasi contoh, penimbangan. kalibrasi alat,

standar atau reagent vang dipunakan, metode-

metode yang belum valid, kapabilitas personil,
pembacaan data, atau pengamatan ‘", Ada 2
kategori komponen Ketidakpastian, waitu tipe
A (random error) yang berdasarkan pekerjaan
cksperimental dan dihitung dari rangkaian
pengamatan berulang, dan tipe B {systematic
errory vang berdasarkan mformasi yang dapat
dipercava, seperti dari spesifikasi pabrik, buku
literatur, jurnal, dan sebagainya !

"Nilai ketidakpasuan dapat menjadi
indikator untuk menilai kualitas dari suatu hasil
pengujian/pengukuran antara lain antara lain
untuk mengevaluasi reiiabilitas  hasil, untuk
membuat perbandingan vang valid antara
dua hasil atau lebih, mengevaluasi tingkat
keyakinan terhadap keputusan vang akan
diambil berdasarkan data tersebut, dan untuk
apakah  hasil
tersebut sesual dengan fujuan penggunaannya.

menilai pengukuran/pengujian
Ketidakpastian pengukuran hasil pengujian juga
dapat diminta oleh pengguna jasa laboratorium
HE

(Jleh karena ito BEPMSOH khususnyva
Unit UJji Farmasetik dan Premiks melakukan
ketidakpastian
pengukuran potensi oksitetrasiklin pada obat

cstimasi femcerteinny)  dan
hewan sediaan imjcksi dengan mengzunakan

metode  Bioassay  dengan  tyjuan  umituk
mengetahui  suatu rentang milal pengukuran
potensi oksitetrasiklin dimana diantara rentang
nilai tersebut terdapat nilai vang sebenamya dari

besaran yang diukur.
MATERI DAN METODE
MATERI

1. Peralatan

Peralatan vang digunakan adalah timbangzan
analitik (Shimadzu, Japan), limbangan elektrik
{Libror, Japar}, labu okur, tabung reahsi. kertas

timbang, sendok timbang. vorfex,  magnetic
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stirrer, mkubator, pipet ukur, pipet tetes, ¢awan
petrt, sifinder cup, sidimder dropper dan kaliper.

2. Bahan

Bahan yang digunakan adalah sampel obat
hewan oksiterasiklin sediaan injeks) standar
oksitetrasiklin - {Siemu-Aldrich,
destifled warer (DW), Buffer No.l, Media No.5
vanz menzandung kuman uji AL furews 9341
1%

(rermany),

METODE

Metode Bioassey digunakan untuk penctapan
potensi oksitetrasiklin dalam sediaan imjeksi obat
hewan sesuai dengan FOHI jilid T1 Edisi 4 Tahun
2009 hal 234-235, 501-507 dan [KP FAR.601.

1. Preparasi standar
Standar
kemudian dilarutkan dengan Huger

dan
No.l
sehingga diperoleh standar konsentrasi 1000 pg/

oksitetrasiklin - ditimbany

mg. Sehanvak | ml Larutan standar tersebut
diencerkan Jemgan 9 ml. hgfer No.l sehingga
didapatkan konsentrasi 100 pe/mg. Selanjutnya
standar konsentrasi 100 pg/mg sebanyak 4 ml.
diencerkan dengan &6 ml. huffer No.l sehingga
didapatkan honsentrasi 40 pg/mg {standar kadar
tinggi/SH). Kemudian standar kadar tingg
sebanyak 5 ml. diencerkan dengan 13 ml. buffer
No.l schingga diperoleh konsentrasi 10 pg/mg
{standar kadar rendah/SL.).

2. Preparasi sampel
Sampel obat
oksitetrasiklin - 200 mg/ml) sediaan
diambil sebanyak 1 ml. dan dilarutkan dengan
destilted warer dalam labu takar 100 mL.. Larntan
sampel tersebut diambil schanyak | ml. dan
diencerkan dengan 9 ml. Auffer Nell hingga
didapatkan konsentrasi 200 pg/my. Selanjumsa
sampel konsentrasi 200 pg/mg sebamyak = ml.
diencerkan dengan 8 ml. hffer No ]l sehingea

tewan (mengandung

injeks:

didapatkan konsentrasi 40 pe/myg {(sampel Kadar
tinggiU/H). Kemudian sampel kadar tnggi
sebanvak 5 ml diencerkan dengan 15 ml. buffer
Mo.l schingga diperoleh konsentrasi 10 pgimg

{(sampel kadar rendah/UL).

3. Penetapan Potensi

Lamtan standar {SH dan 51) dan lamutan
sampel (UH dan UL) diteteskan dengan pipst
etes pada masing-masing silinder yang telah
diletakkan diatas media biakan pada cawan petri,
lalu dilakukan inkubasi pada subu 37£0,5°C
selama 10-18 jam. (aris tengah daerah hambatan
vanz terbentuk  kemudian dinkur dengan
mengyrunakan kaliper. Potensi  oksitetrasiklin
pada sediaan obat hewan dihitung dengan

menggunakan persamaan sebagai berikut :

_ (UH + L)~ (SH+5L)

Log P = v sm— (oL rspy <091

P =Potensi {%a)

5H = IMameter dacrah hambatan yang
ditimbulkan antibiotika standar Kadar
tngel

UJH = Iiameter daerah hambatan yang
ditimbulkan antibiotika sampel kadar
ting el

SI. = Ihamcter daerah hambatan vang
ditimbulkan antibiotika standar kadar
rendah

[1I. = Diameter daerah hambatan yang

ditimbulkan antibiotika sampel kadar
rendah

4. Estimasi Ketidakpastian

Adapun langkah-langkah yang dilakukan
uttuk menentukan nilai cstimasi ketidakpastian
penzukuran adalah sebagai bertkut:
a.  Membuat model alur pengujian.

b, Defisinikan besaran yang divker yang
dinyatakan dengan rumus.
c. Identifikasi sumber atauw faktor vang

mempengaruhi ketidakpastian.
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d Membuat Couse and
fishbone,

e. Mengelompokkan faktor-faktor ketidak
pastian ke dalam Katerori komponen
ketidak pastian.

f.  Mengestimasi masing-masing komponen

ketidakpastian (j).

Kendakpastian gabungan

Ketidakpastian

uncericingy)

dliggram’

effect

= 02

diperluas {expomded

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada ji potensi antibiotik dengan Bioassay,
sampel dilarutkan dalam dapar fosfat, kemudian
diteteskan pada media biakan yang telah
diinokulasi dengan kuman uji. Potensi antibiotik
dalam sampel ditentukan dengan mengukur dava
hambat antibiotika sampel terhadap pertumbuhan
dan dibandingkan terhadap

kuman  uji

daya hambat antibiotika standar  Estimasi
kendakpastian  pengukuran  pada  penentuan
potensi  ohsietrasiklin  sediaan obat hewan
injeksi dengan metode Aloassay telah dilakukan
menurut kaidah dan lanskah-langkah yvang telah
ditentukan, yaitu mulai dad membuat model
pengujian sampai diperolehnya nilai estimasi
ketidakpastian vang diperluas.

Model Pengujian dan Formulasi Rumus

Palam upaya melakukan spesifikasi kuantitas
vang diukur {(measwrandy, maka pembuatan
model pengujizn berupa diagram alir dapat
membantu memahami prosedur pengujian dan
melihat faktor-faktor yang dapat berkontribusi
pada ketidakpasttan. Kemudian dilakukan
penulisan dan  pengecekan kembali rumus
perhitungan yang digunakan untuk mendapatkan
meastrand, Adapon model alur pengujian potensi
oksitetrasiklin dengan metode Bioassay tersebut
dapat dilihat pada gambar berikut.

FPipet sampel 1 mi. dan larutkan dengan
DWW pada labu vkur 100 ml

Timbanyg standar 4.9 mg dan larutkan
dengan fegffer no. 1 hingga diperoleh
konsentrasi 1000 pg/mg

l

!

Pengenceran larutan sampel
sehingra diperoleh kadar tinged (UH) 40
ugmg dan kadar vendah {UT1L) 10 ug/me

Pengenceran larutan standarl
sehingga diperoleb kadar tinggi ([/H) 40
pe/me dan kadar rendah (UL) 10 pg/mg

!

l

Teteskan sampel (1TH dan UL} dan standar (SH dan S1.) pada media

Inkubasi pada suhu 374057 selama 10-18 jam

Ukur diameter dasrah hambatan (SH, S1., UH, 1TL) dengan kaliper
dan hitung potensi oksitetrasiklin

Gambar 1. Model Sistem Pengujian Potensi Oksitetrasiklin dengan metode Biogssay
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Hasil uji potensi oksitetrasiklin sediaan
injeksi demgan metode Bioassay dihitung dengan
menggunakan persamaan schagai berikut

{/H + UL) - (§H+5L)

= 4
Log P = G sH) — UL+ 5L %

Pada formulasi rumus  terdapat
parameter yang memiliki ketidakpastian dan
menjadi sumber ketidakpastian yvang utama, serta
dapat mempermudah mengidentifikasi  faktor -

fakdor vang .mempengzmhi ketidak pastian,

{UH+UL flul

fuby

2, Diagram Cawse Effect/Fishbone

Efect'Fishbone  dibuat

herdasarkan formulasi vumus yvang digunakan

Piagram  {ause
dan hasil dari identtfikasi fakwr-faktor vang
menjadi swaber ketidakpastian. Adapun faktor-
fahtor vang mempengaruhi hetidakpastian yang
dapat memberikan kontribusi kesalahan terhadap
hasil pengujian B.f""”""“-’“ diantaranyva  vaitu
pengenceran sampel dan standar, penimbangzan
standar, pengukuran diameter daerah hambatan,

suhu inkubasi serta presis:

= P (%)
h ]
U s N x fussL)
Gambar 2. Diagram Cause Effece/Fishbone
SRIIRES il faktor-faktor 3 poimasi Masing-Masing Kompooen
ketidakpastiantersebutkemudiandikelompokkan Ketidakpastian (1)
ke dalam 2 tipe kategori vaitu tipe A dan Tipe
B. Katcgori tipe A adalah ketidakpastian Ukuran diumcter daerah  hambatan

efek acak {random) dan berdasarkan asumsi
distribusi normal, yaitu berdasarkan pekergazn
cksperimental dan dihitung  dari rangkaian
pengamatan berulang.  Kesalghan  dengan
kategori tipe B adalah evaluasi ketidakpastian
vang berasal dari efek acak dan sistematik dan
ketidakpastian  (guofed

merupakan  kutipan

urrcertaingy  vang  diperoleh  dari  sumber
informasi vang dapat Jdipercava seperti sertifihat,

spesifikasi pabrik, handbook dan lain-lamn.

dipenzaruhi oleh konsentrasi unggi dan rendah
dan sampel dan standar. senta  pengukuran
diameter dengan kaliper. Estimasi ketidakpastian
konsentrasi standar dan sampel berasal dari
pengenceran standar dan sampel yang berasal
dan labu takar dan pipet. Estimasi pengukuran
ketidakpastian Jabu takar dan pipet digolongkan
dalam komponen ketidakpastian tipe A yaits
mformasi spesifikasi pabrik. Menurut keterangan
pabrik, labu takar dan pipet telash dikaliberas:
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pada 20°C, dengan koefisien muai volume dari Berdasarkan mumus hitung potensi
air adalah 0,00021°C, sedangkan temperator antibiotik dan diagram {’awse Effect'Fishbone,
laboratorium bervarasi £4%C. maka estmasi  masmge-masing  komponen

ketidakpastian adalah sebagai berikut.

Takel 1. Ketidakpastian pengukuran asal sampel kadar timgei dan rendah (UH+UL),

Nao. Sumber Ketidakpastian Nilai Ketidakpastian {p}

1 Fstimasi Ketidakpastian asal sampel kadar tinggi

{UH)
Pipet 1ml 000579
Labu Takar 100 ml. 0.00075
Pipet 2 mL 0,00253
Pipet 8 mL 000152
Pipet 9 mL 0,00137
KaI;;r“' - 0,00040

E::gd:(l:rl;jsﬁan bakeu gaburgan asal sampel kadar B 0.00686

2. Estimasi Ketidakpastian asal sampel kadar tinggi
{(UH)

Pipet 5 ml. 0,0057%
Pipet 15 ml 0,00091
Kaliper ' 0,00051

Keiidakpastian bakw gabungan asal sampel kadar
rendah (Fre)

3. | Ketidakpastian gabungan asal (. ,,,) 0,00913

000588

Tabel 2. Ketidakpastian penguliuran azal standar kadar tinggi dan rendah (SH+5L).

No. Sember Ketidakpastian Nilai Ketidakpastian {p)

1. | Estimasi Ketidakpastian asal standar kadar (ingzi (5H)

Tmbangan 0,03681
Kemumian standar ) 0,00583

N _I;ipet‘. 1:::1_,_ _ | 0,00579 B
—__Pl[:ethﬁ:nl 0,00199

Pipet 4 ml. 0.00222
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1l Pipet 9 ml. 0,00137
Kaliper (.00044
Ketidakpastian baku gabungan asal standar kadar tinggi 0.03786
(s T ] ’
2. | Estimasi Retldﬂkpabtlan asal standar kadar rendah {51. }
| Pipet 5 ml. 0,00579
Pipet 15 ml. (0.00091
Kaliper 0,00051
) Ketidakpastian baku gabungan asal standar kadar " 0,00588
ceadab () B
3. | Ketidakpastian gabungan asal (., , ""'}l 003852

Tabel 3. Ketidakpastian pengukuran asal sampel dan standar kadar tinggi (UH+5H).

No. Sumhber Keﬁdakpasﬁan Nilai Ketidakpastian ()
i 5&;::!3@35{1311 baku gabungan asal sampel kadar tinggi 0.00686
2 | Ketidakpastian baku gabungan asal standar kadar tingzi 0,04502
-_— [:‘u{lN} - - - — —— i — ——
Ketidakpastian gabungan asal (i ) 04851

Tabel 4. Ketidakpastian peogakuran asal sampel dan standar kadar remdah (UL+SL).

No. ":umher Kctldakpastmn ] Nilai Ketidakpastian ()
1 ﬁ;:;t;akpastlan hakn gabungzm asal :~,ampeI kadar rcndah 0.00588
2 | Ketidakpastian baku gabungan asal standar kadar rendah 0,00558
Citgr)
Retldakpnstlan gabungan asal (n,, . ) 0, {I{IS}I

Sampel dan standar yang diteteskan pada medm biakan menghasilkan daerah hambatan
setelah diinkubasi pada suhu 37°C. Sertifikat kaliberasi inkubator diketahui + 1,2°C {25%) schingga

ketidakpastian asal imkubasi adalah schagai berikut. — %;_B =0.6122 %

Penctapan potensi oksitetrasiklin bentuk sediaan injeksi dilakukan dengan melakukan
pengujian potensi terhadap sampel sebamyak 6 kalt pengulangan sehingga diperoleh 513 = 0.1, 'V =
.14

0,1 (%). Sehinggap = Y1 =0.10
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Tahel 5. Ketidakpastian pengukuran asal presisi.

Pengulangan Hasil Uji Potcnsi (%)

1 99,89

2 100,19

3 100,08

4 100,05

5 100,02

6 99,97

Rata-rata 100,035

SD 0,10

4, Ketidakpastian (:abungan Bakn dan
Ketidakpastian T¥iperluas

I anghah selanjotnya adalah Ketidakpastian  diperluas  untuk
menggabungkan  masing-masing  komponen mendapatkan  probabilitas  yang  memadai
ketidakpastian baku (n) untuk menghasilkan pahwa nilaj hasil uji berada dalam rentang
ketidakpastian hasil pengujian secara keseluruban  yapo  diberikan oleh  ketidakpastian, maka
(ketidakpastian gabungan baku). ketidakpastian  baku  gabungan  (u,,. )

hasil

sediaan

Jika

oksitetrasiklin

pengujian  potens

ks dengan

metode  bioassay adalah 99.89% maka nilai

ketidakpastiannya F2ema= = .17 x 99,89% =
0.12%

”Pgtcnsj

dikalikan dengan faktor kecakupan (k). Faktor
2 memberikan ketidakpastian diperluas dengan

tingkat kepercayaan 95%.

Porensi s 40, SAL + 5L

=J Ep1|||+l|.__'}_2"+ (z.h_::-r_ﬂLj_: + ER:lr.a.ﬁ_): + fﬁlu.a-:"ll}; + (I-E_-}:._ - (J‘_:_]z.-

UL 45l [IH +5H

= (000815 + [O4B3ET + (004517 + (000532 + (06016557 + (0.a0F

= 11821 %%

U=k .u(G)

17=2x {11821 = 0,24%

Hasil perhitungan nilal ketidakpastian
pengukuran pengujian poiensi oksitetrasiklin
sediaan injeksi dengan metode bioassay adalah
1 0,24%, Sehingga potens oksitetrasikhin dalam

sediaan obat nilainya terletak diantara {9989
: 0.24)% vaitu dimana rentang nilai tersebut
terdapat nilai vang sebenarnya dari besaran

potensi vang diukur.
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KESIMPULAN

Estimasi nilai ketidakpastian pengukuran
pada pengujian  potensi  oksitetrasiklin
dalam sediaan obat hewan injeksi dengan
metode Bioassay perlu dilakukan untuk
memenuhi jaminan mutu hasil pengujian.

[lasil pengujfian potensi oksietrasiklin
dalam sediaan o¢bat hewan injeksi

dengan metode EBiogsyay adalah 99 59%.

Nilai ketidakpatian pcnetuan  potens
oksitetrasikiin adalah + 0.24%. Sehingga
nilai petensi oksitetrasiklin terletak diantara
(599 89 = (.24 vaitu dimana rentang nila
tersebut terdapat nilai sebenamya dari
besaran potensi yang diukur.
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