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Abstrak: Kotinin (COT) dan 3-hidroksikotinin (3-HCOT) merupakan metabolit nikotin yang
dikeluarkan melalui urin. Perubahan nikotin menjadi COT dan 3-HCOT diperantarai oleh enzim
sitokrom P450 2A6 (CYP 2A6). Akitivitas enzim ini dapat diprediksi dari nilai rasio kadar 3-HCOT
terhadap COT. Oleh karena itu nilai rasio 3-HCOT terhadap COT banyak digunakan pada studi
fenotipe dan polimorfisme enzim tersebut. Pada penelitian ini, isolasi COT dan 3-HCOT dari sampel
urin dilakukan dengan teknik isolasi cair-cair secara bertingkat. Analisis simultan COT dan 3-HCOT
dilakukan dengan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) fase terbalik menggunakan kolom
oktil silika (C8; Shimadzu 250x4,6 mm, Sum) fully endcapped residual silanol. Larutan standar internal
(SI) yang digunakan adalah asetanilid. Sistem fase gerak yang dapat memisahkan COT, 3-HCOT dan
SI adalah campuran metanol : amonium asetat SmM (50:50) pada kecepatan alir 0,8 mL/menit. Nilai
waktu retensi (t,) ketiga senyawa kurang dari 10 menit, dengan nilai peak tailing factor (t) kurang dari
2. Nilai resolusi (Rs) 3-HCOT terhadap COT adalah 2,67, sedangkan nilai Rs COT terhadap SI adalah
8,84.

Kata kunci: Kotinin, 3-hidroksikotinin, pemisahan, kolom oktil silika, KCKT.

Abstract: Cotinine (COT) and 3-hydroxycotinine (3-HCOT) are nicotine metabolite excreted in urine.
Mediated by the enzyme cytochrome P450 2A6 (CYP 2A6), nicotine will be metabolized to COT and
3-HCOT. The activity of CYP 2A6 can be predicted from the ratio 3-HCOT to the COT, therefore the
ratio of 3-HCOT and COT can be used as phenotyping and polymorphism studies of the enzyme. In this
study, isolation COT and 3-HCOT of urine samples was carried out by liquid-liquid back extraction.
Simultaneous analysis of COT and 3-HCOT using High Performance liquid Chromatography (HPLC)
was performed by a reversed-phase octyl silica column (C8; Shimadzu 250 x 4.6 mm, 5 um) fully
endcapped residual silanol. The internal standard solution (SI) was acetanilide. The mobile phase which
separate COT, 3-HCOT and SI was methanol : ammonium acetate 5 mM (50:50) at a flow rate 0.8 mL/
min. Retention time (t,) of the three compounds was less than 10 minutes, with peak tailing factor (t,)
was less than 2. The resolution (Rs) 3-HCOT to COT was 2.67, while the Rs COT to SI was 8.836.

Keywords: cotinine, 3-hydroxycotinine, separation, octyl silica column, HPLC.
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PENDAHULUAN

KOTININ (COT) dan 3-hidroksikotinin (3-HCOT)
merupakan dua senyawa metabolit utama yang
dihasilkan dari metabolisme nikotin oleh enzim
sitokrom P450 2A6 (CYP2A6). Sejumlah 70
hingga 80% dosis nikotin akan dimetabolisme
oleh sitokrom P450 2A6 (CYP2A6) menjadi COT
melalui mekanisme C-oksidasi”’. COT oleh enzim
tersebut selanjutnya akan dioksidasi menjadi 3- atau
7-hidroksikotinin. Kedua metabolit ini larut dalam air
dan dikeluarkan melalui urin®. COT dan 3-HCOT
mempunyai waktu paro eliminasi masing-masing
adalah 20 jam dan 15 jam. Kadar COT dalam urin
berkisar antara 1-10 mg/L, sedangkan kadar 3-HCOT
dalam urin bisa mencapai 3-4 kali dari kadar COT®.

Penetapan kadar kedua senyawa ini telah banyak
dilakukan oleh beberapa peneliti. Hal ini disebabkan
nilai rasio dari kadar 3-HCOT/COT dapat digunakan
untuk menentukan aktivitas enzim CYP2A6™.
CYP2A6 merupakan salah satu golongan enzim
CYP yang mempunyai bentuk polimorfi, oleh karena
itu perbedaan nilai aktivitas enzim yang dilihat
dari nilai 3-HCOT/COT dapat digunakan sebagai
parameter penentu penotipe enzim CYP2A6®. Tingkat
metabolisme nikotin dalam tubuh tiap individu dapat
berbeda satu dengan yang lain. Enzim CYP2A6
banyak ditemukan di hati, seseorang yang memiliki
kelainan pada enzim ini, organ hatinya menjadi kurang
efektif dalam memetabolisme nikotin. Polimorfisme
genetik CYP2A6 memegang peranan penting pada
proses metabolisme nikotin®. Bentuk polimorfi
gen CYP2A6 ini merupakan faktor utama yang
mempengaruhi farmakokinetik nikotin.

Berbagai macam penetapan kadar kedua senyawa
ini dalam cairan bilogis, baik dalam plasma, serum
maupun urin telah banyak dikembangkan. Berbagai
teknik isolasi COT dan 3-HCOT dalam urin telah
banyak dikembangkan, baik menggunakan ekstraksi
padat-cair maupun ekstraksi cair-cair®!?. Pada
penelitian ini, isolasi COT dan 3-HCOT dilakukan
dengan teknik ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut
campuran kloroform : etanol (9:1).

Metode analisis yang paling banyak digunakan
adalah kromatografi gas dan kromatografi gas yang
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dikopel dengan spektrometer massa!'"'¥. Selain
metode GC, metode KCKT fase terbalik dengan kolom
oktadesilsilan (C18) sebagai fase diam juga merupakan
salah satu metode yang banyak dikembangkan untuk
kepentingan analisis rutin kedua senyawa ini. Detektor
yang digunakan dapat berupa detektor UV{!519 dan
spektrometer massa®!’29,

Pada metode KCKT fase terbalik, fase diam yang
digunakan selain kolom C18 juga dapat dilakukan
dengan kolom C8. Penggunaan fase diam kolom
C8 pada metode KCKT untuk analisis COT, nikotin
dan kafein pernah dilakukan oleh Page-Sharp®@V.
Ketiga senyawa yang dianalisis ini bersifat basa,
oleh karena itu pada penelitiannya, Page-Sharp
menggunakan trietilamin dalam fase gerak untuk
mengurangi interaksi yang terjadi antara ketiga analit
dengan residu silanol yang terdapat pada fase diam.
Menurut Snyder® terjadinya interaksi antara analit
yang bersifat basa dengan residu silanol pada fase
diam dapat juga diatasi dengan menggunakan kolom
C8 fully endcapped residual silanol. Pada penelitian
ini, selain COT, senyawa lain yang akan dianalisis
adalah 3-HCOT, senyawa ini juga merupakan senyawa
yang bersifat basa. Optimasi metode KCKT pada
pemisahan 3-HCOT dan COT menggunakan kolom
C8 fully endcapped residual silanol perlu dilakukan
untuk mendapatkan kondisi sistem KCKT yang dapat
memisahkan kedua analit dengan bentuk puncak
kromatogram yang baik, sehingga respon kedua
analit tidak saling mengganggu dan selanjutnya dapat
digunakan untuk analisis dalam sampel biologis.
Pada penelitian ini, sistem yang dikembangkan dapat
menghasilkan kromatogram dengan tailing factor
<2 serta dapat memisahkan kedua senyawa dengan
baik, dengan nilai Rs >1,5. Dua senyawa yang
dianalisis dapat keluar dari kolom dengan waktu yang
singkat, kurang dari 10 menit; sehingga metode yang
dikembangkan ini dapat digunakan untuk analisis rutin
dari kedua senyawa dalam sampel urin.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Senyawa baku kotinin (Sigma Chemical
Co., St. Louis), senyawa baku 3-hidroksikotinin (Santa
Cruz Biotechnology Inc.), asetanilid dan amonium

H

Gambar 1. Metabolisme nikotin (A) menjadi COT (B) dan 3-HCOT (C) oleh enzim CYP2A6.%?
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asetat (E Merck), metanol (KCKT grade) (E Merck),
kalium hidroksida, kloroform dan etanol (reagent
grade) (J. T. Baker Chemical), aquabidest.

METODE. KCKT Shimadzu LC 2010HT yang
dilengkapi detektor UV-Vis seri SPD-20A/20AV serta
seperangkat komputer merk Dell B6RDZ 1S Connexant
System RD01-D850. Analisis dilakukan menggunakan
kolom Premier C8 (Shimadzu 250%4,6 mm, Spum fully
endcapped residual silanol) pada suhu kamar dengan
dektektor UV pada 260 nm. Optimasi pemisahan analit
dilakukan dengan berbagai komposisi fase gerak yang
terdiri dari campuran metanol : asam asetat 5 mM.
Perbandingan komposisi metanol : asam asetat SmM
yang dioptimasi adalah 9:1; 7:3; 6:4 dan 5:5. Selain
perbandingan komposisi fase gerak, parameter yang
dioptimasi adalah kecepatan alir fase gerak, yaitu pada
0,5; 0,8; dan 1,0 mL/menit. Volume injeksi larutan
analit adalah 20 pL.

Penyiapan Larutan Baku dan Standard
Internal (SI) Asetanilid. Larutan persediaan baku
COT, 3-HCOT, dan SI 1 mg/mL dibuat dengan pelarut
metanol 30%. Larutan ini disimpan pada suhu 4°C.
Larutan baku kerja dibuat dengan mengencerkan
larutan baku persediaan menggunakan pelarut metanol
30%. Adapun kadar larutan baku kerja 3-HCOT adalah
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 dan 5,0 pg/mL; sedangkan kadar
larutan baku kerja COT adalah 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 dan
10,0 ug/mL. Kadar larutan SI yang digunakan adalah
1 pg/mL. Masing-masing larutan yang sudah dibuat,
disaring menggunakan millipore dan diawaudarakan
menggunakan ultrasonikator selama 15 menit. Larutan
ini siap untuk diinjeksikan pada sistem KCKT.

Optimasi Pemisahan COT dan 3-HCOT
Menggunakan KCKT Fase Terbalik dengan
Kolom C8. Sejumlah 20,0 nL masing-masing larutan
baku yang telah disiapkan di atas, diinjeksikan pada
sistem KCKT dengan komposisi fase gerak yang
akan dioptimasi. Kromatogram yang dihasilkan
diamati bentuk peak-nya dengan melihat nilai tailing
Jfactor-nya (t) serta nilai Rs antara dua senyawa yang
saling berdekatan dari ketiga analit yang dianalisis
serta waktu retensinya (t,). Kondisi sistem KCKT
dikatakan optimum jika kromatogram yang dihasilkan
mempunyai nilai t.<2; Rs >1,5 serta t, kurang dari
10 menit®?,

Preparasi Sampel Urin. Sampel urin diambil
dari subjek uji dengan status bukan perokok (untuk
blanko) dan perokok (1 hari merokok 10 batang
rokok). Dua minggu sebelum penelitian, subjek uji
tidak boleh minum obat apapun atau minum minuman
beralkohol. Sebelum dilakukan pengambilan urin,
subjek uji dipuasakan selama 8 sampai 10 jam.
Pengambilan urin dilakukan pada pagi hari dari urin
pertama yang dikeluarkan oleh subjek uji. Sampel
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urin ini disimpan pada suhu -20 °C sebelum dianalisis.
Sejumlah 1,0 mL urin sampel ditambahkan 1 pg/
mL larutan SI, kemudian diekstraksi dengan pelarut
kloroforom/etanol (9:1, v/v) sebanyak 5 kali, masing-
masing sebanyak 2 mL. Fase organik dikumpulkan
dan selanjutnya dipekatkan pada suhu 50 °C sampai
kira-kira didapat larutan sebanyak 2 mL ( Fase
organik A). Fase organik yang diperoleh diekstraksi
dengan larutan 0,1 N KOH sebanyak 2 kali, masing-
masing sebanyak 1 mL. Fase air dikumpulkan dan
selanjutnya diekstraksi kembali dengan pelarut
kloroforom/etanol (9:1, v/v) sebanyak 2 kali, masing-
masing sebanyak 2 mL. Fase organik dikumpulkan
dan dijadikan satu dengan fase organik A, kemudian
semua fase organik ini diuapkan pada suhu 50 °C
sampai kering, residu yang didapat dilarutkan dalam
1,0 mL metanol 30%. Larutan yang sudah dibuat,
disaring menggunakan millipore dan diawaudarakan
menggunakan ultrasonikator selama 15 menit. Larutan
ini siap untuk diinjeksikan pada sistem KCKT kondisi
optimum yang didapat untuk dianalisis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi sistem KCKT pada penelitian ini dilakukan
dengan memodifikasi komposisi dan kecepatan alir
fase gerak campuran metanol : amonium asetat.
Penggunaan campuran fase gerak ini mengacu pada
penelitian Bhalala® yang menganalisis COT dalam
plasma menggunakan metode KCKT MS/MS. Fase
diam yang digunakan oleh Bhalala® berupa kolom
oktadesilsilan (C18) dengan fase gerak amonium
asetat 10 mM dalam metanol 30%. Pada penelitian
ini dilakukan analisis kotinin dan 3-hidroksikotinin
dalam urin dan digunakan kolom C8 fully endcapped
residual silanol, oleh karena itu perlu dilakukan
optimasi pemisahan sistem KCKT yang akan
digunakan. Penggunaan kolom jenis ini dimaksudkan
untuk mencegah terjadinya interaksi yang terjadi
antara gugus piridin yang terdapat dalam COT dan
3-HT dengan residu silanol yang mungkin masih ada
dalam kolom. Kondisi optimum sistem KCKT pada
penelitian ini yang dapat memisahkan COT, 3-HCOT
dan SI adalah campuran metanol : amonium asetat 5
mM pada perbandingan 50:50 pada kecepatan alir
0,8 mL/menit.

Puncak ketiga senyawa dalam kromatogram
mempunyai nilai t kurang dari 2, hal ini menunjukkan
bahwa ketiga senyawa tidak cukup kuat tertahan dalam
kolom dan dapat keluar dengan serentak dari kolom®?.
Nilai t, ketiga senyawa pada Gambar 2 adalah kurang
dari 10 menit. Hal ini menunjukkan bahwa ketiga
senyawa dapat keluar dengan cepat dari kolom. Nilai
t. kotinin ini lebih cepat daripada hasil penelitian yang
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Gambar 2. Kromatogram campuran senyawa baku: (1) 3-HCOT, (2) COT dan (3) SI menggunakan sistem KCKT yang
optimum (fase diam kolom Premier C8 fully endcapped residual silanol: 250%4,6 mm, Spm; fase gerak campuran
metanol:amonium asetat S mM pada perbandingan 50:50, kecepatan alir 0,8mL/menit; detektor UV 260 nm). Komposisi

campuran pada data 1-5 disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi campuran baku data 1-5 Gambar 1.

Data Campuran baku

3-HCOT COT SI
(ug/mL) (ng/mL) (ug/mL)

1 5 10 1

2 4 8 1

3 3 6 1

4 2 4 1

5 1 2 1

dilakukan oleh Page-Sharpe®", pada penelitiannya
kotinin keluar pada menit ke 20.

Pada kromatogram Gambar 2, terlihat bahawa
senyawa 3-HCOT adalah paling cepat keluar (t,=3,97
menit), disusul COT (t,=4,63) dan yang paling lama
keluar dari kolom adalah SI (t,=6,95 menit). Waktu
retensi dari suatu senyawa sangat dipengaruhi oleh
interaksinya dengan fase diam dan fase gerak yang
digunakan. Pada penelitian ini sistem KCKT yang
digunakan adalah kromatografi fase terbalik, sehingga

semakin polar suatu senyawa maka interaksi dengan
fase geraknya akan semakin kuat dan akan lebih
mudah keluar dari kolom. Gambar 3 menunjukkan
gugus polar yang dimiliki oleh ketiga analit.

Ketiga senyawa, 3-HCOT, COT dan SI, pada
sistem kromatografi yang digunakan dapat memisah
dengan sempurna. Hal ini ditunjukkan dengan nilai
Rs masing-masing senyawa terhadap senyawa
lainnya. Pemisahan yang baik ditunjukkan dengan
nilai Rs >2,0. Nilai Rs 3-HCOT terhadap COT
adalah 2,67; sedangkan nilai Rs COT terhadap SI
adalah 8,84. Nilai Rs juga menunjukkan selektivitas
metode yang digunakan, dimana dengan nilai Rs >2,0
mengidentifikasikan bahwa masing-masing senyawa
dapat terpisah dengan baik dengan senyawa yang lain
dan respon masing-masing senyawa tidak dipengaruhi
oleh senyawa yang lain®?.

Sampel biologis yang dianalisis pada penelitian ini
berupa sampel urin dari subyek uji perokok. Preparasi
merupakan langkah yang sangat penting pada analisis

Tabel 2. Nilai tdan tz3-HCOT, COT serta SI pada berbagai tingkat kadar.

Senyawa (chrfi) (rtaata = SD) Vo) (ratat’fre(ﬂnfsm CV (%)
3-HCOT ! 1,691 £ 0,045 1,42 3,968 + 0,005 0,126
2 1,699 40,019 1,14 3,967 + 0,006 0,151
3 1,705+ 0,017 1,00 3,968 +0,007 0,176
4 1,707 0,022 132 3,968 +0,007 0,176
> 1,692 40,026 1,55 3,967 +0,006 0,151
cot 2 1,740 = 0,010 0.57 4,626 +0,014 0,303
4 1,731 40,017 1,01 4,625 0,015 0,324
6 1,737 + 0,024 1,40 4,625 +0,015 0,324
8 1,736 40,027 1,55 4,625+ 0,015 0,324
10 1,730 40,001 0,08 4,624 +0,015 0,324
SI 1 1,577+ 0,013 0,85 6,953 +0,006 0,088

Keterangan: masing-masing senyawa dalam setiap kadar direplikasi sebanyak 5 kali.
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Gambar 3. Senyawa 3-HCOT(A), COT (B) dan SI (C) dengan gugus polarnya ( Q).

sebelum larutan sampel dianalisis menggunakan
metode KCKT. Teknik preparasi urin pada penelitian
ini mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh
Wen''% Pada penelitian ini, ekstraksi tidak dilakukan
dalam satu tahap seperti yang dilakukan oleh Wen'?
tetapi dilakukan ekstraksi secara bertingkat.

Hasil ekstraksi satu tahap sampel urin, yang
ditunjukkan pada Gambar 4, memperlihatkan bahwa di
daerah analit yang akan diteliti, pada menit ke 3-5 masih
terdapat puncak-puncak senyawa lain yang mungkin
dapat mengganggu analisis. Ekstraksi bertahap pada

mY
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penelitian ini dilakukan untuk mengurangi adanya
senyawa-senyawa lain pada sampel yang akan
diinjeksikann ke sistem KCKT. Ketiga senyawa yang
dianalisis larut dalam pelarut kloroform dan etanol,
oleh karena itu kloroform digunakan sebagai pelarut
pengekstrak ketiga senyawa'?. Untuk meningkatkan
kelarutan senyawa dalam pelarut organik yang
digunakan maka dilakukan penambahan etanol ke
dalam pelarut kloroform. Adapun perbandingan antara
kloroform dan etanol adalah 9:1. Pada ekstraksi tahap
pertama ini, selain ketiga senyawa yang dianalisis

menit

Gambar 4. Kromatogram urin blanko dengan teknik ekstraksi satu tahap (fase diam kolom Premier C8 fully endcapped
residual silanol: 250x4,6 mm, Sum; fase gerak campuran metanol : amonium asetat 5 mM pada perbandingan 50:50,

kecepatan alir 0,8 mL/menit; detektor UV 260 nm).
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Gambar 5. Kromatogram urin blanko (fase diam kolomPremier C8 fully endcapped residual silanol: 250%4,6 mm, Spm; fase
gerak campuran metanol : amonium asetat S mM pada perbandingan 50:50, kecepatan alir 0,8 mL/menit; detektor UV 260
nm).
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Gambar 6. Kromatogram urin sampel perokok (fase diam kolom Premier C8 fully endcapped residual silanol: 250x4,6 mm, 5
pm; fase gerak campuran metanol : amonium asetat 5 mM pada perbandingan 50:50, kecepatan alir 0,8 mL/menit; detektor
UV 260 nm). Puncak 3-HCOT, COT, SI masing-masing pada menit ke 3,987, 4,658, dan 6,967.

beberapa senyawa organik lain juga ikut larut dalam
fase organik. Beberapa senyawa yang mungkin ikut
masuk ke dalam fase organik ini adalah asam-asam
organik dan senyawa-senyawa organik yang bersifat
netral. Adanya senyawa organik lain yang masuk ke
dalam fase organik akan mengganggu analisis, oleh
karena itu pada tahap selanjutnya dilakukan ekstraksi
pada fase organik menggunakan larutan KOH 0,1 N.

Gambar 5 menunjukkan bahwa adanya puncak-
puncak pada menit ke 3-5 mampu dikurangi/
dihilangkan setelah dilakukan ekstraksi balik
menggunakan larutan NaOH 0,1 N. Untuk menegaskan
kembali bahwa preparasi yang dilakukan sudah cukup
optimal dalam membersihkan sampel dari senyawa-
senyawa yang akan mengganggu analisis, maka teknik
preparasi urin blanko digunakan untuk preparasi
sampel urin dari subyek uji perokok.

Pada Gambar 6 dapat dipastikan bahwa preparasi
urin menggunakan teknik ekstraksi cair-cair yang
dilakukan dapat menghasilkan larutan sampel yang
cukup baik, karena beberapa puncak yang terdapat
dalam urin sampel tidak mengganggu respon ketiga
senyawa yang dianalisis.

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka kondisi
optimum sistem KCKT yang diperoleh selanjutnya
dapat digunakan untuk analisis 3-HCOT dan COT
dalam sampel urin; khususnya dalam studi penotipe
enzim CYP2A6 maupun pada analisis rutin COT
dalam urin untuk kepentingan analisis terjadinya
paparan nikotin dalam tubuh seseorang.

SIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat ditarik kesimpulan
bahwa kondisi optimum sistem KCKT fase terbalik

menggunakan kolom Premier C8 (250%4,6 mm, 5
um fully endcapped residual silanol) yang dapat
memisahkan COT dan 3-HCOT dalam sampel urin
adalah fase gerak campuran metanol : amonium asetat
5mM (50 : 50) kecepatan alir: 0,8 mL/menit; detektor
UV: 260 nm serta volume injeksi: 20 uL. Teknik
ekstraksi cair-cair bertingkat menggunakan pelarut
campuran kloroform : etanol (9:1) yang digunakan
pada penelitian ini dapat mengisolasi dengan baik
3-HCOT dan COT dari sampel urin.
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