
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM 

UNIVERSITAS LAMPUNG 

BANDAR LAMPUNG 

2022  

OPTIMASI DAN VALIDASI METODE PENENTUAN KADAR RESIDU 

ANTIBIOTIK TETRASIKLIN PADA IKAN MAS (Cyprinus carpio) 

DENGAN KROMATOGRAFI CAIR KINERJA TINGGI (KCKT) 

 

 

 

 

(Skripsi) 

 

 

 

 

 

Oleh 

 

 

YANESTA OXVYENA 

NPM 1817011003 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRAK 

 

OPTIMASI DAN VALIDASI METODE PENENTUAN KADAR RESIDU 

ANTIBIOTIK TETRASIKLIN PADA IKAN MAS (Cyprinus carpio) 

DENGAN KROMATOGRAFI CAIR KINERJA TINGGI (KCKT) 

 

 

Oleh 

 

YANESTA OXVYENA 

 

 

 

Telah dilakukan penelitian tentang validasi metode penentuan kadar residu 

antibiotik tetrasiklin pada ikan mas (Cyprinus carpio) menggunakan Kromatografi 

Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Metode KCKT digunakan dalam analisis karena 

memiliki kelebihan, seperti akurat, efektif, efisien, mudah dalam pengoperasian, 

serta selektivitas dan sensitivitasnya tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengembangkan metode penentuan residu tetrasiklin dan mengetahui kadar 

residu antibiotik tetrasiklin dalam daging ikan mas dengan KCKT yang diperoleh 

dari 8 pasar di Kota Bandar Lampung. Optimasi metode analisis yang dilakukan 

adalah optimasi komposisi dan laju alir fase gerak. Hasil optimasi menunjukkan 

komposisi asetonitril : air = 35 : 65 dan laju alir 0,5 mL/menit. Parameter validasi 

metode yang dilakukan pada penelitian ini adalah linearitas, presisi, akurasi, 

selektivitas, LoD dan LoQ. Hasil linearitas yang diperoleh dari penelitian ini 

adalah r = 0,9980. Metode ini memiliki presisi repeatability dengan nilai %RSD 

1,35% dan presisi reproducibility dengan nilai %RSD berturut-turut 1,11%; 

0,96%; dan 1,14%. Nilai %recovery metode sebesar 101,05%. Nilai LoD dan LoQ 

metode ini sebesar 0,27 ppm dan 0,90 ppm. Pengukuran kadar residu antibiotik 

tetrasiklin dan nilai ketidakpastiannya pada sampel ikan mas dari 8 lokasi pasar di 

Bandar Lampung menunjukkan nilai sebesar 29,28 ± 1,12 ppm; 21,77 ± 1,07 

ppm; 32,70 ± 1,23 ppm; 21,89 ± 0,87 ppm; 32,10 ± 1,21 ppm; 38,58 ± 1,42 ppm; 

23,13 ± 0,91 ppm; dan 24,70 ± 0,97 ppm.  Hasil validasi metode menunjukkan 

bahwa metode tersebut dapat digunakan untuk analisis kadar antibiotik tetrasiklin 

secara rutin di laboratorium. 

 

Kata kunci: Validasi metode, KCKT, antibiotik tetrasiklin, kadar, ketidakpastian 

pengukuran 

  



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

OPTIMATION AND METHOD VALIDATION FOR DETERMINATION 

THE RESIDUE LEVELS OF TETRACYCLINE ANTIBIOTICS IN CARP 

(Cyprinus carpio) WITH HIGH PERFORMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY (HPLC) 

 

 

By 

 

YANESTA OXVYENA 

 

 

 

The method validation for determination the residue levels of tetracycline 

antibiotics in carp (Cyprinus carpio) has been carried out using High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). The advantages of the HPLC method are  

accurate, effective, efficient, easy to operate, and has high selectivity and 

sensitivity. The research purposes is to expand a method for determining 

tetracycline residues and to determine the residual levels of tetracycline antibiotics 

in carp from 8 markets in Bandar Lampung City using HPLC. The method 

optimation carried out are mobile phase composition and flow rate. The 

optimation results show the composition of acetonitrile : water = 35 : 65 and a 

flow rate of 0.5 mL/minute. Parameters used in this research are linearity, 

precision, accuracy, selectivity, LoD and LoQ. The linearity result obtained is r = 

0.9980. This method has repeatability precision with %RSD value 1,35% and 

reproducibility precision with %RSD value 1,11%; 0,96%; and 1,14% 

respectively. The value of % recovery method is 101,05%. The LoD and LoQ 

values of this method are 0,27 ppm and 0,90 ppm. Measurement value of 

tetracycline antibiotic residue levels and their uncertainty values in carp samples 

from 8 market locations in Bandar Lampung are of 29,28 ± 1,12 ppm; 21,77 ± 

1,07 ppm; 32,70 ± 1,23 ppm; 21,89 ± 0,87 ppm; 32,10 ± 1,21 ppm; 38,58 ± 1,42 

ppm; 23,13 ± 0,91 ppm; dan 24,70 ± 0,97 ppm. The method validation results 

indicate that this method can be used for routine analysis of tetracycline antibiotic 

levels in the laboratory. 

 

Keywords: Method validation, HPLC, tetracycline antibiotics, levels, 

measurement uncertainty 
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MOTO 

 

 

 

Perbanyak bersyukur, kurangi mengeluh. Kamu tidak bisa kembali ke masa lalu 

atau mempercepat masa depan. Nikmati setiap langkah dalam hidup dan terus 

berproses. Berpetuanglah! 

 

Sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan. Maka apabila engkau telah 

selesai (dari suatu urusan), tetaplah bekerja keras dan hanya kepada Tuhanmu lah 

kamu berharap. 

(Q.S. Al-Insyirah : 6-8) 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Budidaya ikan mas merupakan budidaya ikan air tawar yang saat ini berkembang 

pesat dalam masyarakat Indonesia. Ikan mas banyak dibudidayakan karena 

memiliki keunggulan seperti rasa daging yang enak, gurih, mengandung protein 

yang tinggi, serta mudah beradaptasi di lingkungan perairan Indonesia. Tidak 

hanya jenis ikan mas konsumsi, tetapi ikan mas hias juga banyak dibudidayakan. 

Namun, pada proses pengembangannya budidaya ikan mas sering menghadapi 

kendala salah satunya terkena serangan penyakit, sehingga diperlukan penggunaan 

antibiotik (Nurhasnawati dkk., 2016; Limbong dan Limbong, 2018). Antibiotik 

dianggap sebagai obat antimikroba yang dapat menekan atau menghentikan 

pertumbuhan bakteri sehingga pertumbuhan produksi perikanan dapat meningkat 

(Tjay dan Rahardja, 2007). 

 

Konsumsi antibiotik di dunia berkisar antara 100.000 hingga 200.000 ton per 

tahun, dengan sekitar 50% digunakan untuk kedokteran dan sebagai pengontrolan 

serangan penyakit pada hewan maupun tumbuhan (Van Boeckel et al., 2014). 

Penggunaan antibiotik harus diberikan dalam dosis yang tepat terhadap ikan mas 

yang terkena penyakit untuk mencegah timbulnya resistensi terhadap bakteri 

penyebab penyakit ikan dan mencegah efek samping bagi lingkungan (Wibowo 

dkk., 2010; Martínez, 2017). Antibiotik yang cukup sering digunakan pada 

budidaya perikanan adalah tetrasiklin, yaitu sekitar 60% dari total keseluruhan 

penggunaan antibiotik (Sekkin and Kum, 2011). Tetrasiklin adalah kelompok 

antibiotika yang dihasilkan oleh S. aureofaciens atau S. rimosus. Antibiotik 

tetrasiklin ini memiliki kelebihan seperti mudah didapat, harganya murah, 

memiliki kualitas tinggi dan mengandung aktivitas mikroba yang luas, sehingga 



2 

 

 

sering digunakan dalam pengobatan medis manusia, industri peternakan, budidaya 

perikanan, dan industri pertanian (Pawestri dkk., 2019).  

 

Kementerian Perikanan dan Kelautan Republik Indonesia pada tahun 2019 telah 

menerbitkan surat keputusan mengenai penggunaan obat ikan untuk pengobatan 

dalam kasus penyakit, sehingga antibiotik atau bahan kimia lainnya tidak 

digunakan secara berlebihan.  Batas maksimum residu (BMR) untuk tetrasiklin 

berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI) 01-6366-2000 pada daging adalah 

0,1 mg/kg. Menurut Orlando and Samionato (2013), BMR tetrasiklin pada daging 

ikan adalah 2 mg/kg, serta Codex Alimentarius Comission (2017) menentukan 

BMR untuk golongan tetrasiklin sebesar 0,2 mg/kg pada daging ikan. 

 

Keberadaan residu antibiotik pada daging ikan telah banyak dilaporkan dari hasil 

penelitian, misalnya penelitian Nurhasnawati dkk. (2016) yang menunjukkan 

bahwa sampel ikan air tawar dari Pasar Segiri, Samarinda, Kalimantan Timur 

mengandung residu tetrasiklin. Penelitian Barani and Fallah (2014) yang 

menunjukkan bahwa 86 dari 138 sampel ikan trout di Iran terdeteksi mengandung 

residu tetrasiklin. Selain itu, penelitian Pawestri dkk. (2019) juga menunjukkan 

sebanyak 31% daging ikan nila yang tersebar di 16 pasar tradisional Kota 

Yogyakarta terdeteksi mengandung residu tetrasiklin yang berada di atas batas 

maksimum. Sehingga deteksi residu antibiotik pada budidaya ikan mas diperlukan 

agar pemerintah dapat meningkatkan pengawasan residu terhadap pangan. 

 

Residu antibiotik tetrasiklin dalam bahan pangan jumlahnya sangat kecil, 

sehingga diperlukan suatu metode analisis yang lebih akurat, sensitif, efektif, dan 

efisien (Pawestri dkk., 2019). Analisis residu antibiotik tetrasiklin banyak 

dikembangkan menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) seperti 

yang telah dilakukan oleh Muriurki et al. (2001), Pawestri dkk. (2019), dan 

Hakimah dkk. (2019). Metode KCKT memiliki berbagai keunggulan dalam 

proses pemisahan atau pemurniannya, yaitu dapat menghasilkan data analisis yang 

cepat dan akurat, mudah dalam proses pengoperasiannya, mengurangi limbah dari 

eluen, memiliki sensitivitas dan selektivitas yang tinggi, dapat menggunakan 
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bermacam-macam detektor, memiliki resolusi yang baik, serta dapat menghindari 

dekomposisi sampel yang dianalisis (Ardianingsih, 2009). 

 

Penentuan kadar residu tetrasiklin dengan KCKT perlu dilakukan optimasi dan 

validasi metode agar mengetahui metode yang dilakukan telah sesuai dan 

memberikan hasil atau data yang dapat dipercaya. Penentuan kadar residu 

tetrasiklin dan derivatnya dengan menggunakan KCKT pada produk perikanan di 

Indonesia dapat mengacu pada Standar Nasional Indonesia (SNI) 2354.11:2009 

dengan menggunakan fase gerak metanol, asetonitril dan asam oksalat. Namun, 

penelitian lain juga telah melakukan penentuan residu tetrasiklin dengan berbagai 

jenis fase gerak dan komposisi yang berbeda. Oleh karena itu, pada penelitian ini 

akan menggunakan variasi fase gerak asetonitril dan air, serta optimasi terhadap 

komposisi fase gerak dan laju alir untuk mendapatkan pemisahan yang lebih baik 

dalam kondisi optimal. 

 

Optimasi pada sistem KCKT untuk penentuan residu tetrasiklin pada ikan mas 

dengan fase gerak asetonitril : air dan fase diam C18 yang telah optimal akan 

digunakan dalam analisis validasi metode. Validasi metode digunakan untuk 

membuktikan bahwa metode yang digunakan dalam suatu penelitian telah 

memenuhi persyaratan sehingga dapat dinyatakan bahwa data yang diperoleh 

selama penelitian merupakan hasil yang baik dan dapat dipercaya (Harmita, 

2004). Hal ini sesuai dengan sistem manajemen mutu standar Indonesia 17025 

(SNI-17025) tahun 2017 yang mengharuskan laboratorium pengujian dalam 

menganalisis bahan menggunakan metode pengukuran yang valid. 

 

Berdasarkan uraian di atas, maka pada penelitian ini akan dilakukan optimasi dan 

validasi metode penentuan tetrasiklin pada daging ikan mas (Cyprinus carpio) 

menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Parameter validasi 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah presisi, akurasi, linearitas, 

selektivitas, batas deteksi (LoD) dan batas kuantifikasi (LoQ) serta dilakukan juga 

penentuan ketidakpastian pengukuran untuk menjamin hasil analisis. 
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1.2 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Melakukan optimasi komposisi fase gerak dan laju alir pada penentuan kadar 

antibiotik tetrasiklin dengan KCKT. 

2. Melakukan validasi metode penentuan kadar residu antibiotik tetrasiklin 

menggunakan KCKT dengan parameter presisi, akurasi, linearitas, selektivitas, 

batas deteksi (LoD) dan batas kuantifikasi (LoQ). 

3. Menghitung ketidakpastian pengukuran metode analisis kadar residu antibiotik 

tetrasiklin dengan KCKT. 

4. Mengaplikasikan metode penentuan kadar residu antibiotik tetrasiklin pada 

sampel daging ikan mas menggunakan KCKT. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai 

optimasi KCKT dan metode analisis penentuan kadar residu antibiotik tetrasiklin 

dengan KCKT yang telah tervalidasi serta mengetahui kadar residu antibiotik 

tetrasiklin pada ikan mas yang beredar di Pasar Kota Bandar Lampung.  



 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Ikan Mas (Cyprinus carpio) 

Ikan merupakan salah satu sumber utama protein hewani sebagai pemenuhan 

kebutuhan gizi dan 30% berasal dari budidaya untuk dikonsumsi manusia 

(Hastein et al., 2006). Masyarakat Indonesia banyak yang melakukan budidaya 

perikanan karena ikan mengandung banyak protein, lemak serta vitamin. Salah 

satu budidaya ikan air tawar, misalnya ikan mas yang merupakan salah satu 

komoditi yang telah berkembang pesat karena memiliki rasa daging yang enak, 

gurih serta mengandung protein yang tinggi (Limbong dan Limbong, 2018). Ikan 

mas atau ikan karper yang memiliki nama latin Cyprinus carpio merupakan ikan 

air tawar yang banyak hidup di perairan Indonesia. Ikan mas yang ada di perairan 

Indonesia mulai dipelihara sejak tahun 1920 yang dibawa dari Cina, Eropa, 

Taiwan, dan Jepang. Ikan mas tergolong dalam jenis ikan omnivora yang biasanya 

makanan utamanya terdapat di dasar dan tepi perairan (Bramantio, 2001). 

 

2.1.1 Klasifikasi Ikan Mas 

Klasifikasi ikan mas menurut Khairuman dkk. (2008) yaitu : 

Kerajaan : Animalia  

Filum  : Chordata  

Sub Filum : Vertebrata  

Kelas  : Osteichthyes  

Sub Kelas : Actinopterygi  

Ordo  : Cyprinoformes  

Sub Ordo : Cyprinoidea  

Famili  : Cyprinidae  

Sub Famili : Cyprininae  
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Genus  : Cyprinus  

Spesies : Cyprinus carpio 

 

2.1.2 Morfologi dan Jenis-Jenis Ikan Mas 

Menurut Susanto (2014), ikan mas terdiri dari beberapa bagian morfologi dan 

secara umum dapat dilihat pada Gambar 1. 

a) Bentuk tubuh memanjang dan sedikit pipih. 

b) Terdapat sisik pada sebagian besar tubuh ikan mas. 

c) Mulutnya terletak di ujung tengah (terminal) sebagai protektil dan terdapat 

dua pasang sungut yang tidak bergerigi. 

d) Gigi kerongkongan terdiri atas tiga baris berbentuk geraham. 

e) Sirip ikan mas bagian punggung (dorsal) berbentuk memanjang dengan 

berjari-jari keras dan di ujungnya bergerigi, sedangkan pada sirip bagian 

dubur (anal) juga berjari-jari keras dan bergerigi di ujungnya. 

f) Sirip ekor seperti cagak memanjang yang simetris sampai ke belakang. 

g) Pada bagian tengah tubuh ikan mas terdapat garis rusuk atau gurat sisi yang 

lengkap dengan posisi melintang dari tutup insang sampai pangkal ekor. 

 

Gambar 1. Morfologi ikan mas (Cyprinus carpio) (Thomas, 2000) 

 

Jenis-jenis ikan mas dapat dibagi menjadi 2 berdasarkan fungsinya, yaitu sebagai 

ikan konsumsi dan ikan hias. Jenis ikan mas untuk konsumsi, misalnya ikan mas 

Punten, ikan mas Sinyonya, ikan mas Taiwan, ikan mas Merah, ikan mas 

Majalaya, ikan mas Yamato, dan ikan mas lokal, sedangkan jenis ikan mas 

sebagai ikan hias, misalnya ikan mas Kumpray, ikan mas Kancra Domas, ikan 

mas Fancy, dan ikan mas Koi (Khairuman dkk., 2008). Jenis ikan mas yang sering 
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ditemui di pasaran untuk dikonsumsi adalah ikan mas Majalaya dan Sinyonya, di 

mana kedua jenis tersebut memiliki kriteria yang ditunjukkan pada Tabel 1. 

Tabel 1. Kriteria ikan mas Majalaya dan Sinyonya 

Kriteria 
Majalaya Sinyonya 

Jantan Betina Jantan Betina 

Umur pertama matang kelamin 

(bulan) 
8 18 8 18 

Panjang standar (cm) 22 35 24 36 

Berat tubuh pertama matang 

gonad (gram/ekor) 
500 2.500 500 2.000 

Fekunditas (butir/kg)(10
3
) - 85 - 125 - 85 - 125 

Diameter telur (mm) - 0,9 - 1,1 - 0,9 - 1,1 

Panjang : tinggi badan 2,3 : 1 2,3 : 1 3,30 : 1 3,30 : 1 

Panjang standar : panjang 

kepala 
3,57 : 1 3,57 : 1 3,60 : 1 3,60 : 1 

Jumlah sisik gurat sisi 26 - 33 26 - 33 32 - 36 32 - 36 

Sumber: SNI 01-6130-1999 dan SNI 01-6134-1999  

 

2.1.3 Habitat Ikan Mas 

Ikan mas umumnya menyukai habitat dengan aliran tenang dengan kedalaman ± 1 

meter. Jika dalam bentuk larva ikan mas maka lebih menyukai perairan yang 

tenang, dangkal, dan terbuka, sedangkan benih ikan mas yang berukuran cukup 

besar akan lebih menyukai perairan yang dalam dan mengalir. Di alam bebas, ikan 

mas banyak ditemukan pada bagian-bagian sungai yang terlindungi oleh pohon-

pohon. Ikan mas dapat hidup di daerah pada ketinggian 150 - 600 mdpl dan pada 

suhu 25 - 30°C. Beberapa ikan mas juga dapat ditemukan di perairan muara 

bersalinitas 20-30% atau di air payau (Khairuman dkk., 2008; Narantaka, 2012).  

Kisaran pH untuk ikan mas yang cocok yaitu 6 – 9 serta oksigen terlarut atau 

dissolved oxygen (DO) yang optimal dalam kelangsungan hidup ikan mas berkisar 

antara 3,40 – 5,19 mg/L (Rudiyanti dan Ekasari, 2009). 
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2.1.4 Penyakit Pada Ikan Mas 

Penyakit pada ikan termasuk salah satu hambatan dalam proses budidaya ikan. 

Penyakit pada ikan dapat diartikan sebagai sesuatu yang dapat menimbulkan 

gangguan pada fungsi alat tubuh baik secara langsung maupun tidak langsung. 

Serangan penyakit pada ikan terdiri dari penyakit infeksi dan non infeksi. 

Penyakit infeksi misalnya seperti terkena serangan patogen dari bakteri, virus 

maupun jamur, sedangkan penyakit non infeksi misalnya suatu penyakit yang 

disebabkan oleh pengaruh lingkungan, genetik, maupun pakan (Rahmawati dkk., 

2021). 

 

Beberapa jenis penanggulangan yang dapat digunakan untuk menyembuhkan 

penyakit pada ikan mas yaitu antibiotik kloramfenikol dan tetrasiklin dapat 

menyerang bakteri Aeromonas hydrophila (Mariyono dan Sundana, 2002), 

serangan bakteri Pseudomonas flurescens atau Pseudomonas sp. yang dapat 

dikendalikan dengan antibiotik tetrasiklin (Prihatman, 2000; Supriyadi dkk., 

2003), serangan virus Koi Herpes Virus (KHV) yang dikendalikan dengan efikasi 

vaksin KV3 (Kovax) dan ekstrak daun mangrove (Mulyani dkk., 2013), penyakit 

gatal atau trichodiniasis oleh parasit Trichodina sp. dapat diatasi dengan 

merendam ikan pada larutan formalin 15 menit (Irianto, 2005), dan kutu ikan atau 

argulosis dengan cara direndam pada larutan garam (Prihatman, 2000). 

 

 

2.2 Antibiotik  

Penemuan antibiotik dilakukan pertama kali oleh Alexander Fleming pada 1928 

secara tidak disengaja, di mana antibiotik alami pertamanya yaitu Penicillin. 

Antibiotik merupakan suatu golongan senyawa alami maupun sintetis yang 

memiliki efek menghentikan atau menekan proses biokimia pada mikro 

organisme, terutama pada proses infeksi oleh bakteri, tetapi tidak efektif melawan 

virus (Kemenkes RI, 2011). Antibiotik dapat dihasilkan dari jamur, aktinomisetes 

maupun dari jasad renik bakteri. Berdasarkan sumber perolehannya, antibiotik 

dibedakan menjadi 3, yaitu antibiotika alami yang diperoleh secara alami, 
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antibiotika sintetis yang disintesis dalam laboratorium, dan antibiotika 

semisintetis yang dimodifikasi dengan penambahan senyawa kimia di 

laboratorium (Katzung, 2010). 

 

Antibiotik dapat digunakan untuk mengobati dan mencegah penyakit menular 

pada manusia dan hewan, untuk meningkatkan laju pertumbuhan dan efisiensi 

pada pakan hewan, serta digunakan dalam pertanian dan akuakultur (Cabello, 

2006).  Penggunaan antibiotik dapat mengurangi tingkat kematian yang 

disebabkan oleh infeksi bakteri. Konsumsi antibiotik berkisar antara 100.000 dan 

200.000 ton per tahun, di mana sekitar 50% digunakan dalam kedokteran (Van 

Boeckel et al., 2014) dan selama beberapa dekade terakhir, antibiotik semakin 

banyak digunakan dalam pertanian, perikanan dan produksi hewan sebagai 

pemicu pertumbuhan hewan serta tumbuhan (Saniwanti dkk., 2015). Jenis 

antibiotik yang akan digunakan bergantung pada infeksi bakteri yang 

menyebabkannya. Menurut Utami (2012), penyebab utama resistensi antibiotik 

adalah penggunaannya yang meluas dan irasional (tidak tepat). 

 

Pada dasarnya antibiotik dapat dimanfaatkan untuk mengatasi berbagai macam 

penyakit dalam industri farmasi rumah sakit, namun saat ini antibiotik digunakan 

secara luas dalam pembibitan ternak dan budidaya ikan. Penggunaan antibiotik 

tersebut dapat membunuh mikroorganisme sehingga dapat menjaga kesehatan dan 

perkembangan ikan secara optimal. Namun, penggunaan antibiotik sebagai zat 

aditif untuk pemicu pertumbuhan saat ini telah dilarang karena bisa menyebabkan 

resistensi. Secara umum diketahui bahwa 20-30% antibiotik berada dalam tubuh 

ikan dan 70-80% ditularkan ke lingkungan (Sanjayadi dan Violita, 2020). Jika 

antibiotik dibuang sembarangan ke medium maka menimbulkan bahaya besar 

bagi habitat dan semua makhluk hidup (Zhong et al., 2018; Uma and Rebecca, 

2018). Dengan meluasnya penggunaan antibiotik dapat menyebabkan timbulnya 

berbagai permasalahan lingkungan perairan karena memiliki efek samping 

bersifat toksisitas kuat dan menyebabkan terganggunya pertumbuhan organisme 

dan mikroba perairan (Lou et al., 2016). 
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Penggunaan antibiotik pada budidaya ikan dan hewan darat memiliki sedikit 

perbedaan dari segi penggunaannya. Pada budidaya ikan, antibiotik secara teratur 

ditambahkan pada pakan ikan ataupun langsung ditambahkan ke dalam air. 

Penggunaan antibiotik dalam budidaya perikanan juga melibatkan aplikasi 

lingkungan yang luas dan mempengaruhi berbagai pola kehidupan bakteri 

(Romero et al., 2012). Antibiotik juga dapat digunakan untuk tujuan nonterapi 

yaitu sebagai pemacu pertumbuhan ikan dengan cara menambahkan antibiotik 

dengan pakan buatan. Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dapat berpotensi 

menyebabkan adanya residu antibiotik dalam jaringan organ hewan ternak 

(Yuningsih, 2004). 

 

2.2.1 Antibiotik Tetrasiklin 

Golongan antibiotik yang umum digunakan berdasarkan bentuk strukturnya yaitu 

amoksilin, ampisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, kuinolon, makrolida, dan 

sulfonamid. Residu antibiotik yang sering ditemukan pada budidaya perikanan 

adalah antibiotik terasiklin (Hakimah dkk., 2019). Tetrasiklin memiliki rumus 

molekul C22H24N2O8 dengan berat molekul 444,435 g/mol. Tetrasiklin merupakan 

kelompok antibiotik yang diproduksi oleh jamur S. aureofaciens atau S. rimosus, 

di mana antibiotik ini bersifat bakteriostatik dengan daya jangkauan (spektrum) 

luas serta sebagai inhibitor yang mengganggu sintesis protein dengan cara 

mengikat sub unit 30S pada ribosom sel bakteri. Karena memiliki spektrum luas, 

maka tetrasiklin dapat digunakan dalam melawan bakteri Gram positif dan Gram 

negatif.  

 

Tetrasiklin sangat sukar larut dalam air dan etanol, namun mudah larut dalam 

asam encer maupun alkali hidroksida. Tetrasiklin berbentuk serbuk hablur, 

berwarna kuning, tidak berbau dan agak higroskopis. Antibiotik ini bersifat stabil 

di udara tetapi pada pemaparan terhadap cahaya matahari yang kuat dalam udara 

lembab akan menjadi gelap. Tetrasiklin dapat membentuk garam dengan ion Na
+
 

dan Cl
-
 sehingga kelarutannya menjadi lebih baik (Pawestri dkk., 2019).  Suatu 

kelompok tetrasiklin terdiri dari oksitetrasiklin, dioksitetrasiklin, tetrasiklin dan 
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klortetrasiklin. Dalam strukturnya, tetrasiklin mempunyai gugus kromofor (ikatan 

rangkap terkonjugasi) dan gugus auksokrom (gugus hidroksil, amida, dan amina). 

Struktur tetrasiklin dan derivatnya dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel 2. 

 

Gambar 2. Struktur kelompok tetrasiklin (Orlando and Simionato, 2013) 

 

Tabel 2. Keterangan komponen R1, R2 dan R3 pada Gambar 2 

Komponen  R1 R2 R3 

Tetrasiklin ( TC ) H OH H 

Oksitetrasiklin ( OTC) H OH OH 

Klortetrasiklin ( CTC ) Cl OH H 

Dioksitetrasiklin ( DC ) H H OH 

 

 

Pada unggas, tetrasiklin digunakan untuk mengatasi infeksi CRD (Chronic 

Respiratory Diseases), erisipelas dan sinusitis (Subroto dan Tjahjati, 2001), 

sedangkan pada budidaya perairan tetrasiklin banyak digunakan sebagai terapi, 

pencegahan dan peningkatan laju pertumbuhan (Yuningsih, 2004). Golongan 

tetrasiklin tidak termasuk dalam daftar zat aditif pakan yang diizinkan di 

Indonesia (Etikaningrum dan Iwantoro, 2017). Merk dagang tetrasiklin di pasaran 

misalnya, Tetracycline HCl, Bufacyn, Novacycline, Itracycline, Oxytetracycline, 

Terikotin, Oxybiotic, Terramycin, Viadoxin, dan lain-lain. 

 

Batas maksimum residu (BMR) untuk tetrasiklin yang ditetapkan oleh Standar 

Nasional Indonesia (SNI) 01-6366-2000, pada daging adalah 0,1 mg/kg. Menurut 

Orlando and Samionato (2013), BMR tetrasiklin pada daging ikan adalah 2 

mg/kg, sedangkan Codex Alimentarius Comission (2017) menentukan BMR untuk 

golongan tetrasiklin sebesar 0,2 mg/kg pada daging ikan. 
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2.2.2 Dampak Residu Antibiotik  

Keberadaan residu obat-obatan dalam makanan dapat mempengaruhi kesehatan 

manusia, misalnya terjadinya keracunan, resistensi mikroba dan gangguan 

fisiologis pada manusia. Bahaya dari penggunaan antibiotik dalam produksi 

akuakultur terhadap kesehatan masyarakat dapat diklasifikasikan sebagai berikut 

(Lupin, 2009) 

a) Bahaya yang disebabkan oleh residu antibiotik yang masih diperbolehkan 

pada ikan dan produk ikan. Hal ini dapat diartikan bahwa penggunaan 

antibiotik sebenarnya masih berada dalam batas yang diperbolehkan. Namun, 

dalam aplikasinya melewati batas yang dianjurkan sehingga berpotensi 

terhadap bahaya resistensi. 

b) Bahaya yang disebabkan oleh residu antibiotik yang dilarang, yaitu 

penggunaan antibiotik yang memang dilarang namun tetap digunakan. Hal ini 

biasanya terjadi karena kurangnya pengawasan atas peredaran obat-obatan 

yang dilarang serta kurangnya pemahaman pengguna atas bahaya yang 

ditimbulkan apabila tetap mempergunakan jenis antibiotik yang dilarang 

tersebut.  

c) Bahaya yang disebabkan oleh perkembangan resistensi terhadap antibiotik 

pada mikroba patogen di lingkungan yang disebabkan oleh penggunaan 

antibiotik. 

 

Penggunaan antibiotik pada industri budidaya perikanan menyebabkan terjadinya 

resistensi saat dikonsumsi manusia. Jika ikan menjadi inang penyakit yang sudah 

resisten terhadap suatu antibiotik, maka dapat terjadi transfer resistensi pada 

bakteri lainnya di wilayah yang berbeda. Bahkan bisa terjadi transfer resistensi 

pada patogen yang menyerang manusia. Hal tersebut telah dibuktikan dalam 

penelitian yang dilakukan dengan uji coba transfer horizontal plasmid bakteri 

penentu resistensi dari patogen ikan ke bakteri patogen pada manusia termasuk 

bakteri Escherichia coli (Grigorakis and Rigos, 2011). 
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2.3 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) atau dikenal juga dengan 

nama Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan suatu proses 

pemisahan senyawa yang berdasarkan kepolarannya, terdiri dari kolom sebagai 

fase diam dan larutan tertentu sebagai fase gerak, serta menggunakan tekanan 

tinggi untuk dapat mendorong fase gerak. Fase diam dan fase gerak harus 

memiliki tingkat kepolaran yang berbeda agar proses pemisahan dapat 

berlangsung. Sampel dibawa oleh fase gerak (mobile phase) melewati kolom. 

Kolom berisi fase diam (stationery phase) yang berupa cairan dan berfungsi 

memisahkan komponen sampel. Senyawa kimia yang memiliki bobot molekul 

rendah maupun tinggi, umumnya dapat dipisahkan komponen-komponennya 

dengan metode kromatografi. 

 

Instrumen kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) memiliki peran yang penting 

dalam analisis di laboratorium. KCKT dapat digunakan dalam analisis secara 

kualitatif maupun kuantitatif, misalnya dalam pengukuran kandungan senyawa 

bioaktif dalam ekstrak tumbuhan dan penentuan kadar antibiotik. Selain itu, 

instrumen KCKT juga dapat digunakan dalam pemisahan atau pemurnian 

senyawa dari senyawa lainnya. Dalam menentukan kadar secara kualitatif maupun 

kuantitatif dapat menggunakan larutan standar sebagai larutan pembanding, yaitu 

dengan cara eksternal (menyuntikkan sampel dan standar secara terpisah) dan 

dengan cara internal (menyuntikkan sampel dan standar secara bersamaan) 

(Murningsih dan Chairul, 2000). Instrumen KCKT dapat dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Seperangkat alat KCKT  

 

Fase gerak atau eluen biasanya terdiri atas campuran pelarut yang dapat 

bercampur secara keseluruhan, berperan dalam daya elusi dan resolusi. Daya elusi 

dan resolusi ini ditentukan oleh polaritas seluruh pelarut yang digunakan, polaritas 

fase diam, dan sifat komponen-komponen sampel. Untuk fase normal (fase diam 

lebih polar dari fase gerak), kemampuan elusi meningkat dengan meningkatnya 

polaritas pelarut. Sedangkan untuk fase terbalik (fase diam kurang polar dari fase 

gerak), kemampuan elusi menurun dengan meningkatnya polaritas pelarut. Syarat 

fase gerak yaitu memiliki kemurnian tinggi, inert, sesuai dengan detektor, dan 

mudah didapat. 

 

Pemilihan fase gerak dapat ditentukan berdasarkan indeks polaritas (P’) dari 

campuran fase gerak yang akan digunakan. Semakin besar nilai indeks kepolaran 

atau polaritas (P’) maka akan semakin polar fase gerak tersebut. Fase gerak yang 

umum digunakan merupakan campuran dari dua atau lebih pelarut yang di mana 

akan menghasilkan nilai indeks polaritas sendiri yang disebut indeks polaritas fase 

gerak (Harvey, 2000). Tabel 3 menunjukkan indeks polaritas beberapa pelarut 

pada KCKT. 
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Tabel 3. Indeks polaritas dan karakteristik beberapa pelarut KCKT  

Pelarut 
Keasaman 

(α) 

Kebasaan 

(β) 

Dipolaritas 

(π) 

Indeks 

polaritas (P’) 

Asam asetat 0,54 0,15 0,31 6,0 

Asetonitril 0,15 0,25 0,60 5,8 

Alkana  0,00 0,00 0,00 0,1 

Kloroform  0,43 0,00 0,57 4,1 

Dimetilsulfoksida  0,00 0,43 0,57 7,2 

Etanol  0,39 0,46 0,25 4,3 

Metanol  0,43 0,29 0,29 5,1 

Nitrometana  0,17 0,19 0,64 6,0 

Propanol  0,36 0,40 0,24 3,9 

Tetrahidrofuran  0,00 0,49 0,51 4,0 

Trietilamin  0,00 0,84 0,16 1,9 

Air 0,43 0,18 0,39 10,2 

Sumber :  Snyder et al. (2010) 

 

Setiap campuran yang keluar dari kolom akan terdeteksi pada detektor dan 

direkam dengan bentuk kromatogram. Di mana jumlah peak (puncak) menyatakan 

jumlah komponen dan luas peak menyatakan konsentrasi komponen dalam 

campuran (Hendayana, 2006). KCKT memiliki berbagai keunggulan dalam proses 

pemisahan atau pemurniannya, yaitu dapat menghasilkan data analisis yang cepat 

dan akurat, mudah dalam proses pengoperasiannya, mengurangi limbah dari 

eluen, memiliki sensitivitas dan selektivitas yang tinggi, dapat menggunakan 

bermacam-macam detektor, memiliki resolusi yang baik, serta dapat menghindari 

dekomposisi sampel yang dianalisis (Ardianingsih, 2009). 

 

Jenis-jenis kromatografi pada KCKT berdasarkan fase diam dan geraknya, yaitu: 

a. Kromatografi fase normal (normal-phase chromatography) 

Pada kromatografi fase normal digunakan fase diam polar dan menggunakan 

fase gerak nonpolar (Gambar 4). Fase diam biasanya adalah silika gel, 

sedangkan fase geraknya yaitu diklorometan, kloroform, dietil eter, heksana, 

dan lain-lain. Dalam fase ini yang akan keluar terlebih dahulu adalah senyawa 

yang paling nonpolar. 
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Gambar 4. Kromatografi fase normal (Biomall, 2009) 

 

b. Kromatografi fase terbalik (reverse-phase chromatography) 

Pada kromatografi fase terbalik digunakan fase diam nonpolar dan 

menggunakan fase gerak polar (Gambar 5). Fase diamnya adalah ODS/C18 

(oktadesilsilan) atau C8 (oktilsilan), sedangkan fase geraknya yaitu air, 

metanol, asetonitril, THF, dan lain-lain. Dalam fase ini yang akan keluar 

terlebih dahulu adalah senyawa yang paling polar. 

 

Gambar 5. Kromatografi fase terbalik (Biomall, 2009) 
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2.3.1 Instrumentasi KCKT 

Instrumen KCKT secara umum terdiri dari beberapa rangkaian alat wadah pelarut, 

pompa, injektor, kolom, dan detektor yang masing-masing memiliki fungsi 

berbeda. Namun, jika semuanya berjalan dengan baik maka akan memberikan 

data yang akurat serta dapat digunakan untuk analisis kuantitatif maupun analisis 

kualitatif. Sistem KCKT dapat diilustrasikan pada Gambar 6. 

 

Gambar 6. Sistem kromatografi cair kinerja tinggi (Anastasia, 2011) 

 

a. Wadah Pelarut (Solvent Resevoir) 

Wadah pelarut atau fase gerak harus bersih dan inert. Wadah pelarut yang 

kosong atau labu laboratorium dapat digunakan sebagai wadah fase gerak. 

Wadah ini biasanya dapat menampung fase gerak antara 1 sampai 2 liter 

pelarut. Fase gerak yang digunakan harus dilakukan penyaringan terlebih 

dahulu untuk menghindari adanya partikel kecil yang tidak diinginkan.  

 

b. Pompa 

Pompa merupakan alat yang digunakan untuk mendorong fase gerak menuju 

kolom. Pompa terbuat dari bahan gelas, baja tahan karat, teflon atau batu 

nilam, di mana pompa harus bersifat inert terhadap fase gerak, memberikan 

tekanan yang tinggi serta mampu memberikan aliran sistem isokratik maupun 

gradien. Pompa yang digunakan sebaiknya mampu memberikan tekanan 

sampai 5000 psi dan mampu mengalirkan fase gerak dengan kecepatan alir 3 
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mL/menit. Terdapat 2 jenis pompa dalam KCKT yaitu, pompa dengan 

tekanan konstan dan  pompa dengan aliran fase gerak yang konstan. 

 

c. Tempat injeksi sampel (Injektor) 

Injektor adalah alat untuk memasukkan sampel ke dalam kolom yang dapat 

dilakukan secara otomatis (auto injector) ataupun manual (manual injector). 

Sampel-sampel cair dan larutan disuntikkan secara langsung ke dalam fase 

gerak yang mengalir di bawah tekanan menuju kolom menggunakan alat 

penyuntik yang terbuat dari tembaga tahan karat dan katup teflon yang 

dilengkapi dengan keluk sampel (sample loop) internal atau eksternal. 

 

d. Kolom 

Kolom merupakan bagian terpenting dalam pemisahan yang terbuat dari 

logam, kaca dan stainless berbentuk tabung yang dapat menahan tekanan 

tinggi. Pemisahan senyawa sangat bergantung pada kolom. Kolom atau fase 

diam  adalah tempat terjadinya pemisahan komponen-komponen campuran 

karena adanya perbedaan kekuatan interaksi antara zat-zat terlarut terhadap 

fase gerak. Zat-zat yang lebih kuat interaksinya dengan fase gerak akan 

keluar lebih dahulu. Semakin lemah interaksi analit dengan fase diam, 

semakin cepat analit tersebut keluar kolom. 

 

Proses pemisahan pada kolom yaitu memisahkan komponen-komponen 

dalam sampel. Syarat fase diam adalah bersifat inert, tidak larut dalam fase 

gerak, tidak berwarna, memberikan aliran yang baik terhadap fase gerak, 

tahan tekanan tinggi, memiliki gugus fungsi aktif, stabil dan tidak mudah 

rusak (Susanti dan Dachriyanus, 2010). Fase diam yang sering digunakan 

adalah Oktadesil silika (ODS atau C18) karena mampu memisahkan 

senyawa-senyawa dengan kepolaran yang rendah, sedang maupun tinggi.  

 

Kolom C18 adalah kolom silika gel termodifikasi, di mana pada gugus 

silanolnya (Si-OH) terikat hidorkarbon dengan 18 gugus karbon yang 

membuat kolom ini lebih nonpolar. Selain ODS, terdapat juga kolom BDS 
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(Base Deactivated Silica) yang dapat digunakan dalam pemisahan dengan 

KCKT. Perbedaan antara kolom ODS dan BDS yaitu kolom ODS memiliki 

gugus fungsi -OH yang bebas, sedangkan kolom BDS memiliki gugus -OH 

yang dinonaktifkan. Kolom ODS juga memiliki tailing puncak yang tinggi, 

sedangkan kolom BDS dirancangkan untuk mengurangi tailing puncak. 

Kolom C18 memiliki jumlah atom karbon yang banyak sehingga bersifat 

hidrofobik dan mampu menahan komponen nonpolar lebih lama. Struktur 

kolom C18 ditunjukkan pada Gambar 7. 

 

Gambar 7. Struktur kolom C18 

 

e. Detektor  

Detektor merupakan suatu alat yang mendeteksi komponen-komponen 

senyawa kimia yang telah terpisah melewati kolom. Sinyal yang terdeteksi 

akan diplot terhadap waktu oleh komputer yang disebut kromatogram. 

Kromatogram menampilkan puncak-puncak yang memiliki karakteristik 

berbeda karena adanya senyawa yang berbeda. Syarat kromatogram yang 

baik adalah memiliki bentuk puncak yang simetri, waktu retensi < 10 menit, 

dan resolusi ≥ 1,5 (Rosydiati dan Saleh, 2019). 

 

Pemilihan detektor diperlukan agar mendapatkan detektor yang sensitif untuk 

pemisahan atau senyawa. Detektor harus memenuhi syarat untuk dapat 

digunakan analisis, yaitu memiliki sensitivitas tinggi, gangguan rendah, 

daerah respon linear yang luas, stabil dan tidak peka terhadap perubahan laju 

alir maupun suhu. Beberapa jenis detektor yang dapat digunakan dalam 

KCKT yaitu photo-diode array (PDA), detektor refractive index, bulk 
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property detector, detektor UV-Vis, solute property detector, detektor 

fluorescence, dan detektor elektro-kimia. 

 

Detektor photo-diode array (PDA) merupakan detektor UV dengan beberapa 

keistimewaan seperti memiliki kecepatan deteksi 300-400 kali lebih baik dari 

detektor Photomultiplier Tube (PMT), rentang pengukuran panjang 

gelombangnya 200-650 nm, tidak mengalami pergerakan mekanis, dan hanya 

terdapat satu lensa fokus. Pada detektor PDA juga mampu menampilkan 

kromatogram tiga dimensi yang akan sangat membantu dalam menentukan 

kemurnian puncak kromatogram (Susanti dan Dachriyanus, 2010). 

 

2.3.2 Parameter KCKT 

Parameter yang biasa digunakan dalam metode KCKT yaitu: 

a. Waktu retensi (tR) 

Waktu retensi atau retention time adalah selang waktu yang diperlukan solut 

(zat terlarut) saat mulai diinjeksikan (running) sampai keluar dari fase diam 

atau kolom dan sinyal kromatogram direkam oleh detektor. Waktu retensi 

pelarut (zat yang tidak teretensi) disebut dead-time yang disimbolkan t0 atau tm. 

Pengukuran waktu retensi tidak dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu 

komponen, karena waktu retensi ditentukan oleh susunan dan cara kerja kolom, 

sehingga waktu retensi adalah karakteristik terhadap suatu komponen, namun 

tidak spesifik. Syarat waktu retensi yang baik yaitu ≤ 10 menit (Depkes RI, 

1995). 

 

b. Faktor retensi atau faktor kapasitas (k’) 

Faktor retensi atau faktor kapasitas adalah pengukuran retensi suatu senyawa 

pada kondisi tertentu. Kondisi yang dimaksud yaitu pada komposisi fase gerak, 

suhu dan jenis kolom tertentu. Hubungan antara waktu retensi dan faktor 

retensi dapat dilihat pada Persamaan 1, yaitu semakin besar nilai tr maka 

semakin besar juga nilai k’. Nilai k’ yang disarankan yaitu 2 ≤ k’ ≤ 10 menit 

(Snyder et al., 2010). Faktor retensi dapat dihitung dengan Persamaan 2, di 
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mana Vr adalah retensi volume analit (mL), V0 adalah retensi volume fase gerak 

(mL), tR adalah waktu retensi dalam menit, dan t0 adalah waktu retensi analit 

yang tidak tertahan dalam menit. 

tR = t0 (1 + k’)           (1) 

k’ = 
Vr - V0

V0
 = 

tR - t0

t0
           (2) 

 

Jika nilai k’ terlalu kecil, maka kolom menahan analit sedikit dan analit terelusi 

dekat dengan puncak fase gerak sehingga pemisahan kurang bagus. Sedangkan 

jika nilai k’ terlalu besar, maka menunjukkan pemisahan yang baik, namun 

waktu analisis terlalu lama. 

 

c. Faktor selektivitas (α) 

Faktor selektivitas menggambarkan posisi relatif dua puncak komponen yang 

berdekatan yakni perbandingan waktu retensi komponen B dengan waktu 

retensi komponen A. Nilai faktor selektivitas (α) dapat dihitung dengan 

Persamaan 3. 

α = 
k

'
B

k
'
A

 = 
t'RB

t'RA
 = 

tRB - to

tRA - to
   (3) 

 

Jika nilai α > 1, maka akan terjadi pemisahan pada komponen A dan komponen 

B. Semakin tinggi nilai α, maka semakin baik pemisahan komponen. 

 

d. Efisiensi Kolom 

Efisiensi kolom merupakan suatu karakteristik yang penting dalam kolom yang 

menyatakan ukuran kemampuan kolom untuk dapat memisahkan senyawa 

campuran. Pengukuran terhadap efisiensi kolom membutuhkan faktor lebar 

puncak (W) karena waktu retensi akan berpengaruh terhadapnya. Jika nilai W  

bertambah, maka tR juga meningkat. Terdapat 2 cara untuk menentukan 

efisiensi kolom yaitu  dengan jumlat plat teoritis (N) dan jarak setara plat 

teoritis (HETP). 

1) Jumlah plat teoritis atau plate number (N) 

Jumlah plat teoritis (N) menunjukkan banyaknya distribusi dinamis yang 

yang terjadi pada kolom dan digunakan untuk mengetahui efisiensi kolom. 
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Jumlah minimal plat teoritis yang akan menghasilkan pemisahan yang baik 

berjumlah 2000 plat. Semakin tinggi nilai N, maka efisiensi kolom semakin 

baik. Jumlah lempeng (plat) teoritis dapat dihitung dengan Persamaan 4, di 

mana tR adalah waktu retensi dan W adalah lebar puncak pada posisi 

baseline.  

N = 16 (
tR

W
)

2

            (4) 

 

2) Tinggi plat atau plate height (H) 

Parameter lain terkait efisiensi kolom yaitu tinggi plat (plate height) yang 

disimbolkan H dengan satuan unit panjang. Tinggi plate (H) atau disebut 

juga dengan High Equivalent of Theoritical Plate (HETP) merupakan 

panjang kolom kromatografi (dalam mm) yang diperlukan hingga terjadi 

satu kali kesetimbangan molekul analit dalam fase gerak dan fase diam. 

HETP berbanding terbalik dengan jumlah plat teroritis (N). Semakin kecil 

nilai HETP, maka semakin efisien suatu pemisahan. Kolom untuk KCKT 

umumnya memiliki tinggi plat antara 0,01 – 1 mm. Tinggi plat juga dapat 

dirumuskan dengan Persamaan 5, di mana L adalah panjang kolom.  

H = 
L

N
             (5) 

 

e. Derajat keterpisahan atau resolusi (Rs) 

Derajat keterpisahan atau resolusi merupakan perbedaan antara waktu retensi 2 

puncak berdekatan dibagi dengan lebar rata-rata kedua puncak. Nilai Rs dapat 

dihitung dengan Persamaan 6. 

Rs = 2 
tRB - tRA

WA + WB
             (6) 

 

Jika nilai Rs ≥ 1,5 maka kedua puncak akan terpisah sempurna. Jika nilai 

resolusi di bawah 1,25 maka akan terjadi overlapping. Nilai resolusi dapat 

ditingkatkan dengan cara menggunakan kolom yang lebih panjang untuk 

menambah jumlah plat teoritis. 

 

 



23 

 

 

f. Faktor asimetri atau tailing factor (TF) 

Tailing factor adalah suatu ukuran yang menyatakan bentuk puncak. Puncak 

yang memiliki TF = 1 berarti berbentuk simetris sempurna (Gaussian). Nilai 

TF > 1 menunjukkan puncak mengalami pengekoran (tailing) dan nilai TF < 1 

menunjukkan puncak mengalami fronting. Sedangkan menurut Center for 

Drug Evaluation and Research (1994), nilai tailing factor yang baik yaitu ≤ 2. 

Jika nilai TF > 2 maka harus dilakukan optimasi sistem KCKT hingga 

menghasilkan TF < 2 karena akan berpengaruh pada pemisahan. Gambar 8 

menunjukkan beberapa bentuk puncak pada KCKT. 

 

Gambar 8. Bentuk puncak yang mungkin terjadi pada KCKT (Meyer, 2010) 

 

Tailing factor dapat dihitung dengan Persamaan 7, di mana f adalah setengah 

lebar puncak sebelah kiri dan W0,05 adalah lebar alas puncak (Gambar 9). Nilai 

keduanya diukur pada 5% tinggi puncak dari alas puncak (Hansen et al., 2012). 

TF = 
W0,05

2f
            (7) 

 

Gambar 9. Perhitungan TF suatu puncak kromatogram (Hansen et al., 2012) 

 



24 

 

 

2.3.3 Analisis Kualitatif dan Kuantitatif KCKT 

Analisis untuk mengetahui kadar suatu antibiotik menggunakan KCKT telah 

banyak dikembangkan pada berbagai sampel terutama pada bahan pangan. 

Metode KCKT dipilih agar hasil analisis yang diperoleh lebih akurat dan efektif. 

Penelitian mengenai analisis residu antibiotik tetrasiklin dengan KCKT telah 

banyak dikembangkan, misalnya pada sampel daging ayam (Anastasia, 2011), 

daging ikan (Liu et al., 2013; Pawestri dkk., 2019), susu (Agadellis et al., 2020), 

madu (Rao et al., 2015), telur dan udang (Liu et al., 2013), serta pada bahan 

pangan lainnya. Penentuan kadar residu antibiotik lainnya juga dapat 

menggunakan metode KCKT, misalnya antibiotik sulfonamid (Li et al., 2018) dan 

kloramfenikol (Mamani et al., 2009; Saputra dan Arfi, 2020). 

 

Analisis kualitatif adalah suatu proses analisis yang bertujuan untuk mengetahui 

atau mengidentifikasi ion, unsur, atau senyawa kimia baik organik maupun 

anorganik dalam suatu sampel. Dalam KCKT, analisis secara kualitatif dapat 

dilakukan dengan memperhatikan waktu retensi yang dihasilkan, yaitu 

membandingkan waktu retensi larutan sampel dengan larutan standar dalam 

metode analisis yang sama. Jika sampel menghasilkan puncak pada waktu retensi 

(tR) yang berbeda dengan standar dalam analisis yang sama, maka maka dapat 

diasumsikan senyawa yang diinginkan tidak ada dalam sampel atau mungkin 

kadar senyawa berada di bawah limit deteksi (Susanti dan Dachriyanus, 2010). 

 

Analisis kuantitatif adalah suatu proses analisis yang bertujuan untuk menentukan 

jumlah atau kadar suatu unsur atau senyawa dalam sampel. Analisis kuantitatif 

dalam KCKT dilakukan dengan memperhatikan perbandingan antara luas area 

atau tinggi puncak antara sampel dan standar dengan metode analisis yang sama. 

Pada penentuan kadar atau konsentrasi analit dapat menggunakan data luas 

puncak atau tinggi puncak. Terdapat 5 metode dalam analisis kuantitatif, yaitu 

metode standar eksternal, metode standar internal, metode kurva kalibrasi, metode 

penambahan baku, dan normalisasi area (Susanti dan Dachriyanus, 2010). 
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a. Metode standar eksternal  

Metode ini membutuhkan standar eksternal yang dilakukan kromatografi 

dengan terpisah dari sampel dan kondisi analisis harus konstan. Standar 

eksternal yang digunakan yaitu zat yang dianggap sebagai komponen sampel 

yang akan diuji. Konsentrasi analit dihitung berdasarkan perbandingan area 

sampel dengan area baku yang sudah diketahui konsentrasinya. Pada eksternal 

standar digunakan suatu deret standar untuk menentukan target dalam suatu 

sampel, di mana standar yang digunakan hanya berjumlah 1. Deret standar 

yang digunakan harus memenuhi hukum Lambert-Beer. Metode eksternal 

standar dapat dihitung dengan Persamaan 8, di mana X adalah konsentrasi.  

X sampel = 
Luas area sampel

Luas area standar
 x Xstandar           (8) 

 

b. Kurva kalibrasi 

Analisis kuantitatif dengan kurva kalibrasi dilakukan dengan menggunakan 

beberapa standar. Kurva kalibrasi harus memberikan garis yang lurus. Untuk 

menggunakan kurva kalibrasi, standar dapat diinjeksikan dengan konsentrasi 

paling tinggi ke konsentrasi paling rendah untuk menghindari kejenuhan pada 

detektor ketika membaca peak. Namun, dapat juga diinjeksikan dari 

konsentrasi paling kecil ke paling tinggi jika konsentrasi yang digunakan kecil. 

Penentuan kadar atau konsentrasi analit dapat dihitung menggunakan 

persamaan regresi linear y = bx + a. 

 

c. Internal standar 

Analisis kuantitatif ini dilakukan dengan menggunakan larutan internal standar 

untuk dapat menentukan kadar target dalam suatu sampel. Pada internal standar 

harus memiliki respon yang mirip dengan senyawa target terhadap detektor. 

Analisis ini membandingkan interaksi internal standar terhadap sampel dengan 

interaksi internal standar terhadap standar. Analisis dengan internal standar 

memiliki kelebihan dapat melihat kesalahan volume injeksi, namun rumit 

dalam pelaksanaannya. Konsentrasi sampel dengan internal standar dapat 

diketahui dengan Persamaan 9 dan Persamaan 10, di mana X adalah 

konsentrasi dan Y adalah luas area puncak. 
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X sampel = 
Luas area sampel / Luas area ISTD

Luas area standar / Luas area ISTD
 x Xstandar         (9) 

 

X sampel = 
Xis x Ysc x IRFsc

Yis
           (10) 

 

Nilai Internal Response Factor (IRF) dapat dihitung dari hasil injeksi antara 

larutan internal standar dengan larutan standar dan ditunjukkan dengan 

Persamaan 11, di mana is adalah internal standar, dan sc adalah standard 

component. 

IRF = 
Luas areais x Konsentrasisc

Konsentrasiis x Luas areasc
          (11) 

 

d. Metode penambahan baku  

Pada metode penambahan baku atau adisi baku dilakukan dengan cara larutan 

sampel diadisi (spiked) dengan larutan standar yang telah diketahui 

konsentrasinya. Selanjutnya larutan disuntikkan ke KCKT melalui 2 cara, yaitu 

menyuntikkan larutan sampel sebelum spiked dan menyuntikkan larutan 

setelah spiked. Metode penambahan baku ini umum digunakan dalam validasi 

metode untuk penentuan akurasi. Konsentrasi sampel dapat dihitung dengan 

Persamaan 12, di mana X adalah konsentrasi dan Y adalah luas area. 

X sampel = 
Ysampel

(Ytotal - Ysampel)
 x Xstandar       (12) 

 

e. Normalisasi area 

Normalisasi area merupakan metode tanpa baku pembanding. Metode ini 

dilakukan dengan membandingkan luas puncak senyawa target dengan semua 

luas puncak yang terdeteksi. Syarat normalisasi area adalah semua komponen 

dalam sampel harus terbaca sebagai peak. Konsentrasi senyawa target dapat 

dihitung dengan Persamaan 13. 

X = 
Luas area target

Luas area total puncak yang terdeteksi
  x 100%       (13) 

 

Keunggulan menggunakan normalisasi area yaitu sangat sederhana, mudah 

dilakukan tidak memerlukan baku pembanding, dan tidak bergantung pada 

jumlah sampel yang disuntikkan. Sedangkan kelemahannya yaitu hanya sesuai 
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untuk detektor yang universal, semua analit harus dapat terelusi dari kolom, 

dan sulit diaplikasikan untuk matriks sampel yang kompleks. 

 

Berdasarkan penjelasan mengenai metode analisis kuantitatif pada kromatografi 

cair kinerja tinggi (KCKT), maka pada penelitian ini akan menggunakan metode 

kurva kalibrasi pada penentuan kadar residu antibiotik tetrasiklin dalam sampel 

dan metode penambahan baku atau adisi baku pada penentuan nilai akurasi. 

 

 

2.4 Validasi Metode 

Validasi metode adalah suatu penilaian terhadap parameter tertentu dengan 

percobaan laboratorium, untuk membuktikan bahwa bahwa data penelitian yang 

didapatkan dari suatu laboratorium bersangkutan merupakan hasil yang valid dan 

akurat sehingga dapat dipercaya (Harmita, 2004). Suatu metode yang telah dibuat 

atau digunakan harus dilakukan validasi dengan cara dievaluasi dan diuji 

(Riyanto, 2014).  Beberapa parameter yang digunakan dalam validasi metode 

adalah presisi, akurasi, linearitas, selektivitas, batas deteksi dan batas kuantifikasi. 

 

2.4.1 Presisi (Ketelitian) 

Presisi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian antara hasil uji 

individual sampel yang diukur melalui rata-rata penyebaran hasil individual, 

ketika prosedur metode analisis yang dilakukan secara berulang-ulang pada 

sampel yang diambil dari campuran homogen. Penentuan presisi dilakukan 

dengan menganalisis suatu sampel yang dibuat beberapa kali pengulangan. 

Selanjutnya ditentukan rata-rata (mean), simpangan baku (SD), dan persen 

simpangan baku relatif (% RSD) hasil pengukuran (Riyanto, 2014). Pada 

Persamaan 14 dan 15, SD adalah simpangan baku, xi adalah nilai luas puncak 

larutan ke-i, x̄ adalah nilai arus puncak rata-rata, n-1 adalah derajat kebebasan 

(dengan n adalah banyaknya pengulangan), RSD adalah simpangan baku relatif, 

dan x adalah konsentrasi rata-rata analit. 
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SD = [
  xi - x̄ 

2

n - 1
]

1

2         (14) 

% RSD = 
SD

x
 x 100%         (15) 

 

Penentuan presisi dapat dilakukan dengan cara yaitu dengan keterulangan 

(repeatability) dan ketertiruan (reproducibility). Repeatability adalah penentuan 

presisi yang dilakukan berulang dengan analisis yang sama pada kondisi yang 

relatif sama dan interval yang pendek (hari yang sama), sedangkan reproducibility 

adalah penentuan presisi yang dilakukan berulang pada analisis dan kondisi yang 

berbeda, misalnya interval yang panjang (hari yang berbeda).  

 

Menurut aturan Horwizt (1995), metode presisi yang baik menunjukkan % RSD 

yang diperoleh lebih kecil dari nilai batas keberterimaan presisi berdasarkan 

persamaan Horwitz. % RSD Horwitz dapat dihitung menggunakan Persamaan 16, 

di mana C adalah rata-rata konsentrasi (fraksi konsentrasi). Tabel 4 di bawah 

dapat digunakan sebagai acuan batas keberterimaan presisi berdasarkan 

persamaan Horwitz. 

Horwitz % CV = 2(1-0,5 log C)
        (16) 

Tabel 4. Batas keberterimaan presisi berdasarkan persamaan Horwitz 

Unit 
Repeatability 

(1/2 %CVHorwitz) 

Repro. dalam lab 

(2/3 %CVHorwitz) 

Repro. antar lab 

(%CVHorwitz) 

100 % 1,0 1,3 2,0 

10 % 1,4 1,9 2,8 

1 % 2,0 2,7 4,0 

0,1 % 2,8 3,8 5,7 

100 ppm 4,0 5,3 8,0 

10 ppm 5,7 7,5 11,3 

1 ppm 8,0 10,7 16,0 

100 ppb 11,3 15,1 22,6 

10 ppb 16,0 21,3 32,0 

1 ppb 22,6 30,2 45,3 

Sumber : Horwitz (1995) 
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Menurut Debesis et al., (1982), pada analisis penentuan kadar menggunakan 

KCKT dapat digunakan batas keberterimaan presisi seperti pada Tabel 5. 

Tabel 5. Rentang maksimum yang diperbolehkan 

Rentang yang 

dapat diterima 

(%) 

Penetapan tunggal Penetapan duplo 

Metode RSD 

(%) 

Sistem RSD 

(%) 

Metode RSD 

(%) 

Sistem RSD 

(%) 

98,5 - 101,5 0,58 0,41 0,82 0,58 

97 – 103 1,2 0,82 1,6 1,2 

95-105 1,9 1,4 2,7 1,9 

90-110 3,9 2,8 5,5 3,9 

90-115 4,8 3,4 6,9 4,8 

90-125 6,8 4,8 9,6 6,8 

85-115 5,8 4,1 8,2 5,8 

75-125 9,7 6,9   

50-150 19,4 13,7   

Sumber : Harmita (2004) 

 

2.4.2 Akurasi (Kecermatan) 

Akurasi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis dengan 

kadar analit yang sebenarnya. Akurasi dinyatakan sebagai persen perolehan 

kembali (% recovery) analit. Akurasi dapat dilakukan dengan dua cara yaitu 

metode penambahan baku dan metode menggunakan CRM (Certified Refference 

Material) (Harmita, 2004). 

 

Pada metode penambahan baku, sampel dianalisis terlebih dahulu kemudian 

sejumlah larutan standar ditambahkan ke dalam sampel tersebut, selanjutnya 

dihomogenkan dan dianalisis kembali. Selisih kedua hasil dibandingkan dengan 

kadar sebenarnya (AOAC, 2012). Perhitungan % recovery dari metode 

penambahan baku dapat ditetapkan dengan menggunakan Persamaan 17. Metode 

menggunakan CRM dapat dilakukan dengan membandingkan antara nilai rata-rata 

hasil pengukuran pengujian dengan nilai sebenernya dari CRM yang dinyatakan 
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dalam persentase. Perhitungan % recovery menggunakan CRM dapat ditetapkan 

dengan menggunakan Persamaan 18.  

% Recovery = 
C sampel spike - C sampel

Kadar yang ditambahkan
 x 100%        (17) 

atau 

% Recovery  = 
Kadar yang diperoleh

Kadar yang ditambahkan
 x 100%       (18) 

 

Akurasi dalam metode analisis juga dapat ditentukan dengan uji bias (error test) 

menggunakan uji t. Nilai akurasi dapat diterima jika memenuhi batas 

keberterimaan uji t, yakni jika nilai t hitung lebih kecil dari nilai t Tabel. Hal ini 

menyatakan bahwa metode analisis yang diterapkan tidak ada bias pada hasil 

pengukuran. Perhitungan t hitung dapat ditentukan dengan menggunakan 

Persamaan 19. Tabel 6 dapat menunjukkan persyaratan % recovery untuk 

beberapa konsentrasi analit. 

thitung = 
[CCRM−CHasil]

 UCRM
2 + SDHasil

2

n

         (19) 

Tabel 6. Persyaratan presisi dan % recovery 

Analit Ratio Analit Unit RSD (%) Recovery (%) 

100 1 100 % 1,3 98-102 

10 10 10 % 1,9 98-102 

1 10 1 % 2,7 97-103 

0,1 10 0,10 % 3,8 95-105 

0,01 10 100 ppm 5,3 90-107 

0,001 10 10 ppm 7,5 80-110 

0,0001 10 1 ppm 11 80-110 

0,00001 10 100 ppb 15 80-110 

0,000001 10 10 ppb 21 60-115 

0,0000001 10 1 ppb 30 40-120 

Sumber : AOAC (2012) 
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2.4.3 Linearitas 

Linearitas menunjukkan kemampuan suatu metode analisis yang memberikan 

respon secara langsung sehingga memperoleh hasil uji yang baik, serta 

proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel (Harmita, 2004). Linearitas 

secara matematis dinyatakan sebagai persamaan garis linear seperti pada 

Persamaan 20 dengan a adalah intercept (Persamaan 21), b adalah slope 

(Persamaan 22) dan r adalah koefisien korelasi (Persamaan 23). 

y = a + bx            (20) 

a =  
 Y − b( X)

n
           (21) 

b =  
n( XY ) − ( X)( Y)

n( X2)−( X)
2           (22) 

r =  
n  XY   − ( X)( Y)

 [(n  X2) − ( X)2][(n  Y2) − ( Y)2]
         (23) 

 

Linearitas dapat ditentukan dari nilai koefisien korelasi (r). Nilai (r) yang 

mendekati 1 menggambarkan bahwa konsentrasi larutan standar sebanding 

dengan respon/intensitas hasil pengukuran. Menurut Eurachem dan AOAC, nilai 

koefisien korelasi (r) yang memenuhi persyaratan adalah sebesar ≥ 0,990 

(Eurachem, 2014) dan  ≥ 0,9980 (AOAC, 2012). Hal ini menunjukan bahwa hasil 

pengukuran tersebut dapat diterima sebagai pembanding atau acuan dalam 

pengukuran sampel. 

 

Linearitas juga dapat dilihat dari nilai residualnya, yakni memiliki nilai residual 

yang terdistribusi secara acak di sekitar garis pusat seperti Gambar 10. Selain itu, 

linearitas dari suatu metode juga dapat dievaluasi berdasarkan nilai respon 

faktornya. Respon faktor menggambarkan perubahan respon (dalam hal ini 

intensitas terukur) terhadap perubahan konsentrasi larutan (Casson and Farmer, 

2014). Gambar 10 menunjukkan bahwa nilai residual terdistribusi secara acak di 

sekitar garis pusat dan tidak membentuk pola tertentu sehingga diasumsikan 

linearitas telah terpenuhi. 
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Gambar 10. Residual plot hasil pengukuran larutan standar (Osborne and Waters, 

2002) 

 

2.4.4 Selektivitas 

Selektivitas merupakan kemampuan yang hanya dapat mengukur zat tertentu 

secara seksama dan cermat meskipun mungkin terdapat komponen lain dalam 

matriks sampel (Harmita, 2004). Selektivitas dapat ditentukan dari kromatogram 

pengukuran larutan standar yang memiliki puncak baik dengan tidak terbentuk 

tailing.  

 

Pada metode analisis yang melibatkan kromatografi, selektivitas ditentukan 

melalui perhitungan daya resolusinya (Rs). Pada metode KCKT, sistem yang 

dipakai harus bersifat selektif untuk zat yang ditentukan, artinya puncak zat-zat 

tersebut pada kromatogram harus terpisah dari zat lain, misalnya agar terjadi 

pemisahan yang baik terhadap zat yang strukturnya mirip, maka harga resolusinya 

sebaiknya lebih besar dari 1,5. 

 

Selektivitas juga bisa dilakukan melalui uji t dan uji F untuk melihat beda nyata 

antara pengukuran hasil analisis larutan standar tanpa campuran terhadap standar 

campuran. Uji t digunakan untuk mengevaluasi nilai konsentrasi rata-rata larutan 

standar tanpa campuran dan larutan standar campuran. Uji F digunakan untuk 

membandingkan antara dua simpangan baku. Jika nilai t hitung dan F hitung lebih 

kecil dari nilai t Tabel dan F Tabel, maka dapat dikatakan metode analisis ini 
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memiliki selektivitas yang baik. Nilai F hitung dapat ditentukan dengan 

menggunakan Persamaan 24. Dimana S1 dan S2 adalah simpangan baku. Nilai 

simpangan baku yang lebih besar ditempatkan sebagai pembilang sehingga F > 1. 

F Hitung = 
S12

S2
2         (24) 

 

2.4.5 Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi 

Batas deteksi atau limit of detection (LoD) merupakan jumlah terkecil analit 

dalam sampel atau konsentrasi terendah yang dapat dideteksi melalui metode yang 

diterapkan yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan 

blanko (Riyanto, 2014). Sedangkan batas kuantifikasi atau limit of quantification 

(LoQ) merupakan kuantitas terkecil analit dalam sampel yang masih dapat 

memenuhi kriteria cermat dan seksama serta parameter pada analisis renik 

(Harmita, 2004). 

 

Batas deteksi dapat ditentukan dengan penentuan blanko. Penentuan blanko 

diterapkan ketika analisis blanko memberikan hasil intensitas tidak sama dengan 

nol. Batas deteksi dinyatakan sebagai konsentrasi analit yang sesuai dengan nilai 

blanko sampel ditambah tiga standar deviasi dan batas kuantifikasi dinyatakan 

sebagai konsentrasi analit yang sesuai dengan nilai blanko sampel ditambah 

sepuluh standar deviasi seperti Persamaan 25 dan Persamaan 26, di mana x adalah 

konsentrasi rata-rata blanko dan SD adalah standar deviasi.  

LoD = x + 3 SD          (25) 

LoQ = x + 10 SD          (26) 

 

Cara lainnya yaitu melalui penentuan rasio S/N (signal to noise ratio). Penentuan 

dengan menggunakan rasio S/N dilakukan dengan memperhatikan puncak ke 

puncak kebisingan yang berada di sekitar waktu retensi analit, lalu konsentrasi 

analit yang akan menghasilkan sinyal yang sama dengan nilai tertentu dapat 

diperkirakan (Riyanto, 2014). Kebisingan (noise) dapat diukur secara manual atau 

otomatis dari instrumen. Rasio S/N didapatkan dari pembagian antara konsentrasi 

rata-rata dan SD (Utami, 2017). Nilai LoD yaitu nilai konsentrasi saat ratio S/N = 
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3, sedangkan nilai LoQ yaitu nilai konsentrasi saat rasio S/N = 10. Posisi LoD dan 

LoQ dalam kromatogram dapat dilihat pada Gambar 11. 

 

Gambar 11. Posisi LoD, LoQ dan rata-rata sinyal (Riyanto, 2014) 

 

Batas deteksi juga dapat ditentukan dengan menggunakan kurva kalibrasi. Respon 

instrumen y diasumsikan berhubungan linear dengan konsentrasi x standar untuk 

rentang konsentrasi yang terbatas. Hal ini dapat dinyatakan dengan persamaan 

regresi (Persamaan 20). Model ini digunakan untuk menghitung sensitivitas, batas 

deteksi, dan batas kuantifikasi. Batas deteksi dan batas kuantifikasi dapat dihitung 

sesuai Persamaan 27 dan Persamaan 28, di mana Sy/x adalah simpangan baku 

fungsi regresi (Miller and Miller, 1991). 

LoD = 
3 Sy/x

Slope
          (27) 

LoQ = 
10 Sy/x

Slope
          (28) 

dengan, 

Sy/x =  
 (y-yi)

2

n - 2
          (29) 

 

 

2.5 Ketidakpastian Pengukuran 

Pengukuran merupakan suatu proses yang bertujuan untuk menetapkan nilai 

besaran dalam satuan. Dalam pengukuran diperlukan estimasi ketidakpastian 

pengukuran agar hasil analisis yang didapatkan lebih terjamin. Estimasi 
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ketidakpastian pengukuran adalah tahapan untuk estimasi ketidakpastian 

pengukuran dalam pengukuran atau pengujian, di mana semaksimal mungkin 

menggunakan metode statistik yang sesuai (Riyanto, 2014). Konsep mengenai 

ketidakpastian pengukuran didasarkan pada suatu besaran teramati yang diperoleh 

dari hasil pengukuran. 

 

Sumber ketidakpastian pengukuran dapat disebabkan dari beberapa kemungkinan, 

misalnya karena gangguan matriks, kondisi lingkungan saat analisis, tata cara 

sampling dan preparasi sampel, kalibrasi, ketidakpastian massa dan alat 

volumetrik, perkiraan dan asumsi, nilai acuan, teknik pengukuran serta variasi 

acak (Riyanto, 2014). Nilai ketidakpastian juga menyatakan mutu hasil dalam 

pengukuran maupun pengujian. Jika semakin kecil nilai dari ketidakpastian 

pengukuran, maka semakin baik hasil pengujian tersebut (Komite Akreditasi 

Nasional, 2003). 

 

Klasifikasi komponen ketidakpastian pengukuran menurut metode yang 

digunakan untuk menaksir nilai numeriknya yaitu sebagai berikut (Sunardi dkk., 

2007). 

a. Tipe A. Tipe A adalah komponen yang dievaluasi dengan analisis statistik 

berdasarkan data percoban dan dihitung dari serangkaian pengamatan. 

Persamaan 31 menyatakan ketidakpastian baku (µ) untuk tipe A, di mana s 

adalah simpangan baku dan n adalah jumlah pengamatan. 

s =  
 (Xi− X )

2

(n - 1)
           (30) 

µ = 
s

 n
         (31) 

 

b. Tipe B. Tipe B adalah komponen ketidakpastian yang dievaluasi dengan cara 

selain analisis statistik dari serangkaian pengamatan, yakni dengan berdasarkan 

informasi yang dapat dipercaya (sebagai data sekunder), seperti spesifikasi 

pabrik, data pustaka maupun data validasi metode. Persamaan 32 dan 33 

menunjukkan nilai ketidakpastian baku (µ) untuk tipe B pada distribusi normal 
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dan distribusi rectanguler, di mana QU adalah nilai galat (±) pada sumber 

ketidakpastian. 

µ = 
QU

2
          (32) 

µ = 
QU

 3
          (33) 

 

2.5.1 Ketidakpastian Gabungan (µc) 

Ketidakpastian pengukuran gabungan (µc) dapat ditentukan dengan Persamaan 34, 

di mana X adalah sumber ketidakpastian baku, µ adalah nilai ketidakpastian baku, 

dan n adalah jumlah pengulangan. 

µc = Kadar x  (
μX1

X1
)
2

+ (
μX2

X2
)
2

+ ⋯+(
μXn

Xn
)
2

        (34) 

 

2.5.2 Ketidakpastian Diperluas (U) 

Tahap akhir dari perhitungan ketidakpastian yaitu dengan menentukan nilai 

ketidakpastian diperluas (U) dengan tingkat kepercayaan tertentu. Persamaan 35 

dapat digunakan untuk menentukan nilai ketidakpastian diperluas, di mana k 

adalah faktor cakupan dan µc adalah ketidakpastian gabungan. Jika tingkat 

kepercayaan 95%, maka nilai faktor cakupan (k) yang digunakan dalam 

perhitungan ketidakpastian diperluas yaitu sebesar 1,96 atau 2. Jika tingkat 

kepercayaan bervariasi, maka nilai faktor cakupan juga bervariasi (Riyanto, 

2014). 

U = k x µc           (35) 

 



 

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari 2022 – April 2022 di Unit Pelayanan 

Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT) 

Universitas Lampung. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari alat utama dan alat 

penunjang. Alat utama yang digunakan adalah sistem KCKT (Shimadzu) dengan 

detektor SPD-M20A, degasser DGU-20A, pompa LC-20AD, oven CTO-20A, dan 

kolom C18 (Hypersil ODS) 5µm, 4,6mm x 250mm. Sedangkan alat penunjang 

lainnya yang digunakan adalah syringe KCKT, sonikator Branson 1510, pompa 

vakum, botol vial 2 mL 9mm, mikropipet, neraca analitik, pH meter, blender, 

magnetic stirrer, centrifuge, tabung sentrifus, alat-alat gelas, dan spatula. 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah standar tetrasiklin, 

metanol (p.a), asetonitril (p.HPLC), aquapure, asam sitrat monohidrat (E. Merck), 

dinatrium hidrogen fosfat anhidrat (E. Merck), dinatrium EDTA dihidrat (E. 

Merck), HCl 0,1 N, membran filter Whatman 0,45 µm Nylon, syringe filter 

Whatman 0,2 µm PTFE, kertas saring, dan daging ikan mas. 
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3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Pengumpulan Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daging ikan mas yang 

diperoleh dari 8 lokasi pasar di Kota Bandar Lampung, yaitu Pasar Rajabasa, 

Pasar Untung, Pasar Way Kandis, Pasar Way Halim, Pasar Cimeng, Pasar Tugu, 

Pasar Bambu Kuning, dan Pasar Sukarame. Sampel yang diperoleh dalam kondisi 

segar kemudian dibersihkan secara terpisah dari sisik, kotoran, kulit dan 

tulangnya. Masing-masing sampel dihaluskan terlebih dahulu dengan blender 

sehingga didapatkan sampel daging ikan ± 50 gram dari tiap lokasi pasar. 

 

3.3.2 Pembuatan Larutan 

a. Larutan buffer McIlvaine pH 4 

Larutan asam sitrat dibuat dengan cara melarutkan sebanyak 5,2525 g asam 

sitrat monohidrat dalam gelas kimia dengan akuades. Larutan tersebut 

dimasukkan ke dalam labu ukur 250 mL dan ditambahkan akuades hingga 

tanda batas. 

 

Larutan natrium fosfat dibuat dengan cara melarutkan sebanyak 7,1025 g 

dinatrium hidrogen fosfat anhidrat dalam gelas kimia dengan akuades. 

Kemudian larutan tersebut dimasukkan dalam labu ukur 250 mL dan 

ditambahkan akuades hingga tanda batas. 

 

Larutan Buffer McIlvaine dibuat dengan cara mencampurkan sebanyak 200 

mL larutan asam sitrat dan 125 mL larutan natrium fosfat, lalu diukur pH nya 

dengan pH meter hingga pH 4 (Laboratory Quality Assurance Division, 2007). 

 

b. Larutan buffer McIlvaine-EDTA 

Larutan ini dibuat menggunakan dinatrium EDTA dihidrat sebanyak 12,98 g 

yang  dilarutkan ke dalam 325 mL buffer McIlvaine (Laboratory Quality 

Assurance Division, 2007). 
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c. Larutan stock baku tetrasiklin 

Larutan baku 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang standar tetrasiklin 

sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Selanjutnya 

ditambahkan metanol hingga tanda batas lalu dihomogenkan.  

 

d. Larutan baku kerja tetrasiklin 

Larutan baku kerja disiapkan dengan cara sebanyak 2,5 mL larutan stock 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan diencerkan dengan metanol hingga 

tanda batas, sehingga diperoleh larutan baku konsentrasi 250 ppm.  

 

3.3.3 Tahap Preparasi  

a. Ekstraksi sampel 

Sampel yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 50 g dan ditambahkan 40 

mL Buffer McIlvaine-EDTA (pH 4). Selanjutnya dihomogenkan menggunakan 

magnetic stirrer selama 10 menit. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 

3500 rpm selama 10 menit, lalu supernatan diambil. Endapan yang diperoleh 

ditambahkan 20 mL Buffer McIlvaine-EDTA dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 3500 rpm selama 10 menit. Supernatan diambil dan endapan 

ditambahkan lagi dengan 20 mL buffer McIlvaine-EDTA kemudian 

disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm selama 10 menit. Supernatan yang 

diperoleh selanjutnya dikumpulkan dan disentrifugasi lagi dengan kecepatan 

5000 rpm selama 20 menit. Hasil yang diperoleh dimasukkan ke dalam labu 

ukur 100 mL dan ditepatkan dengan HCl 0,1 N hingga tanda batas, larutan 

inilah yang disebut larutan sampel (Laboratory Quality Assurance Division, 

2007). 

 

b. Preparasi fase gerak 

Fase gerak yang digunakan pada penelitian ini yaitu asetonitril dan air. Fase 

gerak dimasukkan ke dalam wadah eluen dan dilakukan sonikasi selama 10-15 

menit untuk menghilangkan gelembung-gelembung kecil. Sebelum disonikasi, 



40 

 

 

fase gerak air (aquapure) disaring menggunakan pompa vakum dan membran 

filter Nylon 0,45 µm. 

 

c. Preparasi alat 

Pada instrumen KCKT dibuat dalam kondisi awal seperti berikut: 

Tabel 7. Kondisi awal instrumen KCKT 

Parameter Pengaturan 

Kolom C18 

Sistem  Fase terbalik  

Fase gerak Asetonitril : air = 35 : 65 

Laju alir 1 mL/menit 

Volume injeksi 12 µL 

Detektor  Photo-Diode Array (PDA) 

 

3.3.4 Optimasi KCKT 

a. Optimasi komposisi fase gerak 

Optimasi ini dilakukan dengan variasi komposisi fase gerak asetonitril dan air 

yaitu 40:60; 35:65; dan 30:70. Kondisi optimum ditentukan dengan waktu 

retensi, bentuk peak, dan efisiensi kolom puncak kromatogram masing-masing 

komposisi fase gerak tersebut. 

 

b. Optimasi laju alir fase gerak 

Optimasi ini dilakukan dengan variasi laju alir fase gerak dari 0,5: 1,0 dan 1,5 

mL/menit menggunakan komposisi fase gerak optimum yang telah ditentukan 

sebelumnya. Kondisi optimum ditentukan dengan waktu retensi, bentuk peak, 

dan efisiensi kolom puncak kromatogram masing-masing laju alir fase gerak 

tersebut. 
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3.3.5 Uji Validasi Metode 

Setelah ditentukan kondisi optimum KCKT, selanjutnya dilakukan uji validasi 

metode dengan parameter yaitu linearitas, presisi, akurasi, selektivitas, batas 

deteksi dan batas kuantifikasi. 

a. Linearitas  

Penentuan linearitas dilakukan dengan cara membuat kurva kalibrasi larutan 

standar tetrasiklin secara linear dengan minimal 5 konsentrasi standar, dengan 

variasi konsentrasi 2 - 10 ppm (International Conference on Harmonization, 

2014). Parameter linearitas dapat dihitung dengan melihat nilai koefisien 

korelasi (r) berdasarkan Persamaan 23 dan melalui pengukuran residual plot 

menggunakan larutan standar tetrasiklin. 

 

b. Presisi 

1) Repeatability  

Sebanyak 0,1 mL larutan standar 250 ppm dimasukkan ke dalam labu ukur 

5 mL dan ditambahkan larutan sampel hingga tanda batas. Pengukuran 

presisi repeatability dilakukan menggunakan KCKT dengan 6 kali replikasi 

pada hari yang sama dan kemudian ditentukan nilai % RSD berdasarkan 

Persamaan 15 (Eurachem, 2014). 

 

2) Reproducibility 

Sebanyak 0,1 mL larutan standar 250 ppm dimasukkan ke dalam labu ukur 

5 mL dan ditambahkan larutan sampel hingga tanda batas. Selanjutnya 

dilakukan pengulangan 6 kali replikasi. Pengukuran presisi reproducibility 

menggunakan KCKT dilakukan pengulangan 3 kali pada hari yang berbeda 

(Eurachem, 2014). 

 

c. Akurasi 

Sebanyak 0,1 mL larutan standar tetrasiklin 250 ppm dimasukkan ke dalam 

labu ukur 5 mL dan ditambahkan larutan sampel hingga tanda batas. 

Selanjutnya dilakukan pengulangan 6 kali replikasi dan ditentukan % recovery 
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dengan menggunakan Persamaan 17 (International Conference on 

Harmonization, 2014). 

 

d. Selektivitas 

Penentuan selektivitas dilakukan dengan membuat larutan standar tetrasiklin 

murni dan larutan standar tetrasiklin campuran. Kemudian selektivitas 

ditentukan berdasarkan kesamaan waktu retensi antara larutan standar 

tetrasiklin murni dan larutan standar campuran (Eurachem, 2014). 

 

e. Batas deteksi (LoD) dan batas kuantifikasi (LoQ) 

Penentuan LoD dan LoQ untuk sampel dapat dilakukan dengan menggunakan 

kurva kalibrasi dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm (International 

Conference on Harmonization, 2014).  

 

3.3.6 Ketidakpastian Pengukuran 

Estimasi nilai ketidakpastian dapat dihitung setelah diperoleh data hasil 

pengukuran dalam validasi metode penentuan tetrasiklin ikan mas menggunakan 

kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT). Data tersebut kemudian dilanjutkan 

dengan perhitungan ketidakpastian pengukuran dari masing-masing faktor yang 

dapat mempengaruhi pengujian tetrasiklin. 

 

3.3.7 Penentuan Kadar Residu Tetrasiklin pada Daging Ikan Mas  

Larutan sampel dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke labu ukur 10 mL, 

kemudian diencerkan dengan metanol hingga tanda batas. Penentuan dilakukan 

dengan menggunakan 8 sampel ikan mas yang telah dipreparasi dan menggunakan 

metode KCKT yang telah divalidasi. Kadar residu tetrasiklin kemudian dapat 

ditentukan menggunakan Persamaan 36, di mana Cx  adalah konsentrasi analit 

yang diukur dari persamaan regresi (mg/L), Fp adalah faktor pengenceran, V 

adalah volume sampel (L), dan B adalah berat sampel (kg). 

Kadar residu (mg/kg) = 
Cx x FP x V  

B
         (36) 
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Bagan alir dari penelitian ini ditunjukkan pada Gambar 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 12. Diagram alir penelitian 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai 

berikut: 

1. Penentuan kadar antibiotik tetrasiklin dengan Kromatografi Cair Kinerja 

Tinggi (KCKT) optimal pada komposisi fase gerak 35 : 65 (asetonitril : air) 

dengan laju alir 0,5 mL/menit. 

 

2. Parameter linearitas menghasilkan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,9980; 

presisi repeatability menghasilkan nilai %RSD sebesar 1,35% dan presisi 

reproducibility menghasilkan nilai %RSD sebesar 1,11%; 0,96% dan 1,14%; 

akurasi menunjukkan nilai perolehan kembali (%recovery) sebesar 101,05%; 

selektivitas menunjukkan waktu retensi yang sama antara larutan standar 

murni tetrasiklin dan larutan standar tetrasiklin campuran; batas deteksi 

(LoD) dan batas kuantifikasi (LoQ) diperoleh sebesar 0,27 ppm dan 0,90 

ppm. Parameter validasi metode penentuan kadar residu antibiotik tetrasiklin 

pada sampel ikan mas (Cyprinus carpio) dengan KCKT ini telah 

menunjukkan hasil yang baik. 

 

3. Hasil pengukuran kadar residu antibiotik tetrasiklin pada sampel ikan mas 

dari 8 lokasi pasar di Bandar Lampung berada pada rentang 21,77 ppm - 

38,58 ppm dengan nilai ketidakpastian sebesar ± 0,87 sampai ± 1,42, di mana 

hasil kadar residu tersebut telah melebihi batas maksimum residu yang 

diperbolehkan. 
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5.2 Saran 

Penelitian selanjutnya disarankan melakukan penentuan kadar residu antibiotik 

tetrasiklin juga terhadap jenis atau komoditas ikan budidaya air tawar lainnya 

maupun pada lingkungan perairan dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi 

(KCKT). Selain itu, disarankan melakukan verifikasi terlebih dahulu terhadap 

metode analisis sebelum digunakan pada laboratorium pengujian secara rutin 

untuk meningkatkan nilai keabsahan dari metode analisis. 
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