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Abstract

Antibiotics are substances that capable of inhibiting the growth of or killing microorganisms. The presence
of residues in the tissues are associated with continuous use of antibiotics for long periods of time. The antibiotic
residue that is often detected in freshwater fishery products is tetracycline. One method of analysis of tetracycline
residues in fish meat is widely developed using high performance liquid chromatography (HPLC). This research
was aimed to validate the method of analysis of tetracycline content in tilapia meat by using HPLC Shimadzu 6.1.
The mobile phase consisting of methanol: acetonitrile: oxalic acid (5:15:80) with 1 ml / min flow rate, detector
UV Vis with wavelength 355 nm, and C , Shim-pack column size 150 L x 4,6 mm at temperature of 30°C. The
result of this research showed values corresponding to validation criteria based on parameters of specificity,
precision, accuracy, linearity, limit of detection, and limit of quantification. Tetracycline analysis using HPLC
tool has good and acurate validity as the first step in detecting the tetracycline level in tilapia meat.

Key words: HPLC; tetracycline; tilapia fish; validation

Abstrak

Antibiotik merupakan zat yang mampu menghambat pertumbuhan atau membunuh suatu mikroorganisme.
Keberadaan residu di jaringan berhubungan dengan penggunaan antibiotik secara terus-menerus dalam jangka wak-
tu lama. Residu antibiotik yang sering terdeteksi pada produk perikanan air tawar adalah tetrasiklin. Salah satu
metode analisis terhadap kadar residu tetrasiklin pada daging ikan yang banyak dikembangkan secara luas yaitu
menggunakan alat kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT). Penelitian ini bertujuan untuk melakukan validasi
metode analisis kadar tetrasiklin pada daging ikan nila dengan menggunakan alat KCKT merek Shimadzu 6.1. Fase
gerak yang terdiri dari campuran metanol:asetonitril:asam oksalat (5:15:80) dengan laju alir 1 ml/menit, detektor
UV Vis dengan panjang gelombang 355 nm, dan kolom C , Shim-pack ukuran 150 L x 4,6 mm pada suhu 30°C.
Hasil penelitian menunjukkan nilai yang sesuai dengan kriteria validasi berdasarkan parameter spesifisitas, presisi,
akurasi, linearitas, batas deteksi, dan batas kuantifikasi. Analisis tetrasiklin menggunakan alat KCKT menghasilkan
validitas yang baik dan akurat sebagai langkah awal dalam mendeteksi kadar tetrasiklin pada daging ikan nila.

Kata kunci: ikan nila; KCKT; tetrasiklin; validasi
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Pendahuluan

Indonesia merupakan negara terbesar kedua
di dunia sebagai produsen budi daya perikanan.
Persentase peningkatan usaha budi daya perikanan dari
tahun 2000 sebesar 21% setiap tahun (Saputri, 2017).
Ikan nila merupakan salah satu komoditas penting
dalam budi daya perikanan air tawar di Indonesia
karena mudah dipelihara, bersifat eurihaline, laju
pertumbuhan dan perkembangbiakannya cepat, serta
tahan terhadap gangguan hama dan penyakit (Ardita
dkk., 2015 dan Djunaedi dkk., 2016). Ikan nila sangat
diminati oleh pasar dalam negeri dan pasar luar negeri.
Ekspor fillet nila dalam bentuk beku dari Indonesia
ke Amerika pada tahun 2004 mencapai 4.250 ton dan
menduduki peringkat kedua setelah Cina. Permintaan
yang cenderung meningkat menyebabkan budi daya
ikan nila di Indonesia semakin meningkat dari tahun
ke tahun. Permintaan pasar dunia terhadap ekspor fillet
nila dari Indonesia hanya mampu melayani tidak lebih
dari 0,1% (Wijaya dkk., 2015).

Jumlah ekspor produk perikanan dari Indonesia
yang tidak mampu mencukupi permintaan pasar dunia
diakibatkan oleh beberapa kasus penolakan. Salah satu
kasus penolakan ekspor produk perikanan yang menjadi
perhatian dunia adalah keberadaan residu kimia dalam
jaringan. Keberadaan residu di jaringan dalam budi
daya perikanan yang sering terjadi berhubungan dengan
penggunaan antibiotik secara terus-menerus dalam
jangka waktu lama (Lukistyowati dan Syawal, 2013
dan Nurhasnawati dkk., 2016). United States Center
for Disease Control and Prevention dalam penelitian
yang dilakukan oleh Lekshmi dkk. (2017) menyatakan
bahwa antibiotik telah digunakan dalam dunia
perikanan untuk growth promotor, efisiensi pakan,
serta pencegahan dan pengobatan infeksi penyakit.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Mahmoudi
dkk. (2014), Nurhasnawati dkk. (2016), serta Turk dan
Halis (2016) menyatakan bahwa residu antibiotik yang
sering terdeteksi pada ikan adalah tetrasiklin. Residu
adalah sisa dari bahan kimia atau metabolitnya dalam
jaringan atau organ hewan (Rahayu, 2009). Kadar
residu antibiotik tetrasiklin dalam daging ikan yang
direkomendasikan oleh Badan Standardisasi Nasional
(2000) dan Vishnuraj dkk. (2016) adalah 0,1 ppm.

Salah satu metode analisis terhadap kadar residu
antibiotik yang banyak dikembangkan secara luas
adalah alat kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT)
(Anastasia, 2011). Metode analisis dengan alat
KCKT memiliki beberapa kelebihan yaitu waktu
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analisis cepat, jumlah sampel yang diperlukan sedikit,
kepekaan tinggi, dapat digunakan pada sampel organik
atau anorganik, memiliki daya pisah molekul yang
baik, dapat menggunakan berbagai macam detektor,
dan kolom yang telah digunakan dapat digunakan
kembali (Sabrina dkk., 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan validasi
metode analisis kadar tetrasiklin dengan menggunakan
alat KCKT sebagai langkah awal dalam mendeteksi
kadar tetrasiklin pada daging ikan nila. Validasi metode
analisis merupakan suatu penilaian terhadap parameter
tertentu berdasarkan percobaan laboratorium untuk
membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi
persyaratan untuk penggunaannya (Harmita, 2004).
Parameter dalam melakukan validasi metode analisis
adalah linearitas, spesifisitas, presisi, akurasi, batas
deteksi, dan batas kuantifikasi (Sugihartini dkk., 2014).
Penelitian ini diharapkan memberikan informasi yang
akurat mengenai metode analisis tetrasiklin pada daging
ikan nila menggunakan KCKT dan dapat dijadikan
sebagai pedoman penelitian yang akan datang.

Materi dan Metode

Antibiotik yang digunakan dalam penelitian
ini adalah tetracycline hydrochloride 95% (Sigma-
Aldrich) dengan dosis bertingkat mulai 2,5 pg/ml; 5
pg/ml; 7,5 ng/ml; 10 pg/ml; 12,5 pg/ml; dan 15 pg/ml.
Daging ikan nila (Oreochromis sp.), metanol 99,9%,
asetonitril 99,9%, asam oksalat dihidrat 0,126%,
di-sodium hydrogen phosphate (Na,HPO,), citric
acid monohydrate (CH,O,-H,0), ethylene dinitrilo
tetraacetic acid (Na,EDTA), aqua bidestilata, dan
aquades juga digunakan dalam penelitian ini.

Alat yang digunakan berupa alat KCKT Shimadzu
6.1 dengan sistem kontrol SCL-10A VP, detektor SPD-
10AV VP, degasser DGU-14A, pompa LC-10AD VP,
oven CTO-10AC VP, dan kolom C ; Shim-pack (150
L x 4,6 mm). Alat lain yang digunakan adalah syringe
KCKT, ultrasonic bath, mikropipet, tip mikropipet,
microtube 2 ml, vortex mixer, centrifuge, timbangan
digital, spatula, gelas ukur, gelas beker, batang
pengaduk, kertas perkamen, kertas saring, tabung
konikel, labu erlenmeyer, labu ukur, pisau, dan telenan.

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farma-
kologi, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas
Gadjah Mada. Metode yang digunakan merupakan
pengembangan metode berdasarkan Badan Standar-
disasi Nasional (2009), Balta dan Hasmet (2010),
Olatoye dan Afisu (2013), Mahmoudi dkk. (2014),
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Nurhasnawati dkk. (2016), Turk dan Halis (2016),
serta Wijayanti dkk. (2010). Tahapan dalam penelitian
ini adalah pembuatan Bufer Mcllvaine, pembuatan
larutan standar, preparasi sampel, injeksi sampel, dan
analisis hasil.

Bufer Mcllvaine digunakan sebagai pelarut larut-
an standar dan preparasi jaringan ikan nila. Bufer
Mcllvaine merupakan campuran dari Na,HPO,,
CH,O-H,0, dan Na EDTA dalam aquabidestilata.
Sebanyak 23,41 gram NaHPO, dan 21,01 gram
C,H,0.-H,0O masing-masing dilarutkan dalam 1 liter
aqua bidestilata. Larutan Na,HPO, sebanyak 625 ml
dicampurkan dengan 1 liter larutan C.H,O.-H,O ke
dalam labu ukur yang selanjutnya ditambah dengan
Na EDTA sebanyak 60,49 gram. Larutan yang sudah
tercampur secara homogen dimasukkan ke dalam
tabung erlenmeyer yang kemudian dimasukkan ke
dalam ultrasonic bath yang telah terisi aquades dengan
suhu 30 °C selama 15 menit.

Larutan standar dibuat dengan melarutkan 10
mg tetrasiklin murni dengan metanol sebanyak 10
ml. Pengenceran larutan standar dilakukan dengan
menggunakan pelarut Bufer Mcllvaine. Dosis ber-
tingkat yang digunakan adalah 2,5 pg/ml; 5 pg/ml;
7,5 nug/ml; 10 pg/ml; 12,5 pg/ml; dan 15 pg/ml yang
selanjutnya akan ditambahkan pada daging ikan nila.

Sebanyak 1 gram daging ikan nila yang telah
dihaluskan, dimasukkan ke dalam tabung konikel
pertama dan ditambahkan Bufer Mcllvaine sebanyak
5 ml yang kemudian dihomogenkan dengan
menggunakan vortex mixer selama 30 detik. Bufer
Mcllvaine sebanyak 4 ml ditambahkan lagi ke dalam
konikel pertama yang kemudian dihomogenkan dengan
langkah yang sama dan disentrifugasi selama 10 menit
dengan kecepatan 2500 g. Supernatan diambil, disaring,
dan ditampung pada tabung konikel kedua. Tabung
konikel pertama ditambahkan 4 ml Bufer Mcllvaine,
dihomogenkan, dan disentrifugasi dengan langkah
yang sama. Supernatan diambil dan ditambahkan pada
tabung kedua. Sisa homogenat tabung pertama dibilas
kembali dengan menggunakan 2 ml Bufer Mcllvaine,
dihomogenkan, dan disentrifugasi dengan langkah
yang sama. Supernatan ditambahkan kembali pada
tabung kedua yang selanjutnya supernatan kolektif
pada tabung kedua disentrifugasi selama 20 menit
dengan kecepatan 2500 g dan disaring ke tabung ketiga
serta diberi label.

Analisis tetrasiklin menggunakan alat KCKT
tipe isokratik (Shimadzu versi 6.1). Fase gerak yang

digunakan merupakan campuran dari metanol, aseto-
nitril, dan asam oksalat dalam akuabides (5 : 15 : 80)
yang dialirkan pada laju alir 1 ml/menit. Kolom yang
digunakan yaitu C , Shim-pack dengan ukuran 150
L x 4,6 mm dan detektor UV-Vis yang dioperasikan
pada panjang gelombang 355 nm dalam suhu 30 °C.
Optimasi alat KCKT dioperasikan pada running time
7 menit. Sampel diinjeksikan menggunakan syringe
khusus KCKT dengan ukuran 20 pl. Detektor mampu
mendeteksi kandungan tetrasiklin dalam sampel dan
menghasilkan kromatogram. Parameter validasi yang
dianalisis dari hasil penelitian meliputi spesifisitas,
presisi, tingkat akurasi, linearitas, batas kuantifikasi,
dan batas deteksi.

Hasil dan Pembahasan

Sampel daging ikan nila yang telah ditambahkan
tetrasiklin pada berbagai konsentrasi yang telah
ditentukan dianalisis dengan menggunakan alat
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Validasi
metode dilakukan dengan beberapa parameter yaitu
spesifisitas, presisi, tingkat akurasi, linearitas, batas
kuantifikasi, dan batas deteksi (Rohman, 2009).

Spesifisitas

Spesifisitas merupakan kemampuan suatu metode
analisis dalam mengukur analit yang dituju secara tepat
dan spesifik dengan adanya komponen-komponen
lain yang terdapat dalam matriks sampel. Spesifisitas
diukur dengan membandingkan hasil analisis sampel
yang mengandung bahan tambahan atau cemaran
dengan hasil analisis sampel tanpa bahan tambahan
(Rohman, 2009). Hasil kromatogram sampel blangko
dan kromatogram sampel yang telah ditambahkan
tetrasiklin ditunjukkan pada gambar 1 dan gambar 2.
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Gambar 1. Hasil kromatogram sampel blangko
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Gambar 2. Hasil kromatogram spiking tetrasiklin pada daging
ikan nila dengan dosis1,5 pg/g
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Tabel 1. Data perhitungan hasil kromatogram sampel yang
ditambahkan tetrasiklin dengan enam konsentrasi
bertingkat.

Konsentrasi Rata-rata luas RSD (%) Akurasi (%)

(ng/g) area puncak

1,5 10543,3 0,03 101
1,25 8624 0,02 100

1 6201,33 0,03 91
0,75 5377 0,06 107
0,5 3615,33 0,08 110
0,25 1189,33 0,08 85

Berdasarkan hasil kromatogram, gambar 1
dan gambar 2 menunjukkan perbedaan analisis hasil
kromatogram antara sampel blangko dengan sampel
spiking tetrasiklin pada daging ikan nila. Berdasarkan
hasil kromatogram gambar 1, tidak menunjukkan
area puncak dengan waktu retensi antara menit ke-4,0
sampai menit ke-4,2 sedangkan gambar 2 menunjukkan
kemunculan area puncak pada menit ke-4,092.
Kemunculan area puncak pada gambar 2 menunjukkan
bahwa metode analisis kromatografi cair kinerja tinggi
(KCKT) dapat mendeteksi keberadaan tetrasiklin.

Rata — rata luas area yang terbentuk pada Tabel
1 menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi
tetrasiklin yang ditambahkan maka semakin besar luas
area puncak yang terbentuk. Luas area puncak yang
terbentuk pada setiap kronsentrasi tetrasiklin yang
ditambahkan pada sampel juga dapat diamati sebagai
penentuan parameter spesifisitas. Berdasarkan hasil
kromatogram yang terbentuk menunjukkan bahwa
metode analisis dengan alat KCKT dapat membedakan
senyawa tetrasiklin secara cermat dan tepat pada wak-
tu retensi tertentu dengan tidak terdeteksi kemunculan
senyawa pengganggu pada area puncak tersebut se-
hingga parameter spesifisitas dapat dikategorikan baik.

Presisi

Presisi merupakan suatu ukuran kedekatan
pada serangkaian hasil analisis dengan beberapa kali
pengukuran pada sampel homogen (Rohman, 2009).
Presisi dibagi menjadi tiga parameter yaitu keterulangan
(repeatability),  presisi antara  (intermediate
precision), dan ketertiruan (reproducibility) (Chan,
2008). Keterulangan merupakan ketepatan pada
kondisi percobaan yang sama baik orang, peralatan,
tempat, maupun waktu. Keterulangan dapat diukur

dengan pengulangan minimal enam kali dengan
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konsentrasi analit 100% atau dapat pula dilakukan
dengan pengulangan minimal sembilan kali yaitu
tiga konsentrasi dengan tiga kali pengulangan
(Rohman, 2009). Berdasarkan Tabel 1 menunjukkan
data perhitungan hasil kromatogram sampel yang
ditambahkan tetrasiklin dengan konsentrasi bertingkat.
Tingkat keterulangan dalam penelitian ini ditunjukkan
oleh enam sampel dengan pengulangan masing-masing
sebanyak tiga kali.

Kriteria presisi yang baik diberikan jika metode
menunjukkan nilai relative standart deviation (RSD)
atau koefisien variasi sebesar 2% atau kurang (Harmita,
2004). Nilai RSD yang disajikan Tabel 1 yaitu antara
nilai 0,02—0,08%. Nilai RSD yang dihasilkan memiliki
nilai kurang dari 2%. Hal tersebut menunjukkan bahwa
metode analisis memiliki nilai presisi yang baik karena
dapat mendeteksi tetrasiklin dengan nilai luas area
yang tetap pada konsentrasi tertentu.

Tingkat akurasi

Akurasi merupakan parameter ukuran yang
ditunjukkan dengan derajat kedekatan hasil analisis
dengan kadar analit yang sebenarnya dan dinyatakan
sebagai persen perolehan kembali (recovery) analit
yang ditambahkan (Harmita, 2004). Penentuan akurasi
dilakukan dengan metode analisis terhadap senyawa
tersebut dan menganalisisnya secara kuantitatif dengan
membandingkan hasil analisis antara senyawa standar
dengan kemurnian yang sudah diketahui (Rohman,
2009).

Hasil perhitungan nilai recovery yang disajikan
pada Tabel 1 diketahui bahwa nilai recovery antara 85-
110%. Hal tersebut menunjukkan bahwa nilai recovery
pada penelitian ini sesuai dengan parameter dari
FDA (2001) yaitu 80-120%. Metode analisis dalam
penelitian ini dapat dikatakan akurat karena memiliki
tingkat kedekatan yang tinggi antara hasil analisis
dengan kadar analit yang ditambahkan.

Linearitas

Linearitas  merupakan  kemampuan suatu
metode uji dalam menghasilkan suatu hasil uji yang
proporsional terhadap kepekatan analit sampel dalam
jangkauan kepekatan yang ada (Harmita, 2004).
Linearitas ditentukan dengan metode regresi kuadrat
kecil sebanyak tiga kali pengulangan untuk setiap
konsentrasi (Anastasia, 2011).

Pengukuran linearitas dilakukan dengan membuat

pengenceran bertingkat sebanyak enam titik dosis.
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Gambar 3. Grafik linearitas sampel daging ikan nila yang
ditambahkan tetrasiklin

Linearitas yang baik akan menunjukkan nilai r > 0,99
(AOAC, 2002). Berdasarkan hasil pengujian linearitas
pada Gambar 3 diperoleh suatu persamaan linear y =
7156,6x - 336,98 dengan nilai r = 0,99. Nilai r yang
dihasilkan sesuai dengan yang direkomendasikan oleh
AOAC (2002). Hal ini menunjukkan bahwa metode
analisis yang digunakan memenuhi kriteria linearitas
yang baik.

Batas kuantifikasi

Batas kuantifikasi adalah konsentrasi terendah
suatu analit yang dapat dianalisis secara kuantitatif
dan memenuhi persyaratan presisi yang diterima pada
kondisi operasional metode analisis (Kazusaki dkk.,
2012). Batas kuantifikasi sampel daging ikan nila yang
telah ditambahkan tetrasiklin berdasarkan perhitungan
rumus batas kuantifikasi adalah 0,68 pg/g.

Batas deteksi

Batas deteksi dilakukan untuk mengetahui suatu
analit dengan konsentrasi terendah dalam sampel yang
dapat dideteksi dan memberikan respon signifikan
dibandingkan dengan blangko (Harmita, 2004). Batas
deteksi sampel daging ikan nila yang telah ditambahkan
tetrasiklin berdasarkan perhitungan rumus batas
deteksi adalah 0,2 pg/g.

Kesimpulan

Metode analisis tetrasiklin pada daging ikan nila
menggunakan alat KCKT memiliki validitas yang baik
dan tepat pada waktu retensi tertentu. Metode analisis
ini dapat digunakan sebagai langkah awal dalam
mendeteksi kadar tetrasiklin pada daging ikan nila.
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