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ABSTRAK 

 

 

OPTIMASI DAN VALIDASI METODE PENENTUAN KADAR RESIDU 

ANTIBIOTIK CIPROFLOXACIN PADA AIR SUNGAI DENGAN HIGH 

PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) 

 

 

Oleh 

 

HAFIZ SADEWA UTAMA 

 

 

Pencemaran perairan oleh residu antibiotik menjadi isu lingkungan yang semakin 

mendapatkan perhatian, khususnya ciprofloxacin yang banyak digunakan dalam 

bidang medis dan peternakan. Ciprofloxacin termasuk dalam golongan 

fluoroquinolone yang bersifat persisten dan sukar terdegradasi secara alami, 

sehingga berpotensi terakumulasi di lingkungan perairan. enelitian ini bertujuan 

untuk melakukan optimasi dan validasi metode analisis ciprofloxacin menggunakan 

instrumen High Performance Liquid Chromatography (HPLC) pada sampel air 

sungai. Proses optimasi dilakukan terhadap parameter kromatografi seperti panjang 

gelombang deteksi yang diperloeh panjang gelombang 280nm, komposisi fase 

gerak asetonitril (ACN) 80 % : trietanolamin (TEA) 1%  15:85 (v/v), dan diperoleh 

laju alir 1 ml/menit  untuk pemisahan puncak yang tajam dan simetris. Pada uji 

validasi metode menggunakan HPLC menunjukkan koefisien korelasi (R) sebesar 

0,9964 mengindikasikan linearitas yang baik,  Metode ini memiliki sensitivitas 

memadai dengan LoD sebesar 0,25 ppm dan LoQ sebesar 0,84 ppm. Nilai 

simpangan baku relatif (RSD) sebesar 0,78% menunjukkan tingkat presisi yang 

dapat diterima, sedangkan % recovery sebesar 98,90%, dan memiliki selektivitas 

yang baik berada dalam rentang waktu retensi ciprofloxacin pada larutan standar 

murni dan campuran hampir sama, yaitu masing-masing 2,567 dan 2,600 menit. 

Metode ini terbukti efektif untuk mendeteksi dan mengukur kadar residu 

ciprofloxacin pada air sungai, sehingga dapat digunakan sebagai salah satu cara 

pemantauan kualitas lingkungan dan pengendalian pencemaran antibiotik di 

perairan. 
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ABSTRACT 

 

 

OPTIMIZATION AND VALIDATION OF A METHOD FOR 

DETERMINING CIPROFLOXACIN ANTIBIOTIC RESIDUE LEVELS IN 

RIVER WATER USING HIGH PERFORMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY (HPLC)  

 

 

By 

 

HAFIZ SADEWA UTAMA 

 

 

Water pollution caused by antibiotic residues has become an increasingly 

concerning environmental issue, particularly ciprofloxacin, which is widely used in 

the medical and livestock sectors. Ciprofloxacin belongs to the fluoroquinolone 

class, which is known for its persistence and resistance to natural degradation, 

making it prone to accumulation in aquatic environments. This study aims to 

optimize and validate an analytical method for detecting ciprofloxacin using High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) in river water samples. Optimization 

was carried out on chromatographic parameters such as detection wavelength, 

mobile phase composition, and flow rate to achieve sharp and symmetrical peak 

separation. Method validation included tests for linearity, limit of detection (LOD), 

limit of quantification (LOQ), accuracy (recovery), precision (%RSD), and 

selectivity in accordance with relevant guidelines. The validation results showed 

that the developed method met valid criteria, with a correlation coefficient (r) > 

0.99, low LOD and LOQ values, as well as good accuracy and precision. This 

method proved to be effective for detecting and measuring ciprofloxacin residues 

in river water, making it a valuable tool for environmental quality monitoring and 

antibiotic pollution control in aquatic systems. 
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 
 
 

Air yang banyak menjadi perhatian terkait dengan pencemaran adalah air 

permukaan atau air sungai. Permasalahan air jika dilihat dari segi kuantitas dan 

kualitas sangat hangat dibicarakan, banyak sebab yang membuat menurunnya 

kualitas dan kuantitas air terutama pencemaran. Pencemaran air sungai dapat 

berasal dari dua sumber yaitu sumber tertentu dan tak tentu. Sumber tertentu 

merupakan sumber yang berasal dari limbah aktivitas industri dan limbah 

domestik terpadu. Sumber limbah tak tentu berasal dari sumber kegiatan 

permukiman, pertanian, dan transportasi. Pencemaran air sungai dapat berupa 

cemaran fisik, biologi, dan kimia (Santika, 2020). Air sungai memiliki kandungan 

antibiotik seperti antibiotik ciprofloxacin. Senyawa antibiotik yang berada di 

lingkungan dalam jangka waktu tertentu dan terus menerus dapat menyebabkan 

beberapa mikroorganisme patogen menjadi persisten dan bertahan di lingkungan 

karena sulit diurai secara alami (Kurniawan and Mariadi, 2019). 

 

Meningkatnya penggunaan antibiotik bagi manusia dan hewan dapat 

menyebabkan timbulnya masalah baru yang serius, yaitu munculnya residu 

antibiotik di lingkungan perairan residu antibiotik tersebut lama-kelamaan akan 

meningkatkan resistensi bakteri (Alsughayer et al., 2021). Peningkatan 

penggunaan antibiotik pada manusia dan hewan mengakibatkan akumulasi residu 

antibiotik di lingkungan perairan. Akumulasi ini memicu munculnya resistensi 

bakteri terhadap antibiotik (Faleye et al., 2018). 
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Jenis antibiotik yang sering terdeteksi diantaranya ciprofloxacin sebagai 

antibakteri spektrum luas merupakan salah satu antibiotik golongan 

fluoroquinolone yang paling sering terdeteksi dan menimbulkan ancaman serius 

terhadap ekosistem dan kesehatan manusia dengan menginduksi proliferasi 

resistensi obat bakteri (Li et al., 2014). Munculnya resistensi bakteri dan tingginya 

insiden efek samping neurologis, dermatologis dan gastrointestinal akhirnya 

membatasi penggunaannya dalam praktik klinis. Ciprofloxacin  adalah contoh 

fluoroquinolone generasi kedua. Fluoroquinolone generasi kedua efektif melawan 

penyakit pseudomonasspesies, beberapa bakteri gram positif termasuk 

stafilokokus aureustapi tidak bakteri streptokokus pneumonia dan beberapa 

patogen atipikal (Sharma et al., 2017).  

 

Analisis residu antibiotik  banyak dikembangkan menggunakan High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) seperti yang telah dilakukan oleh 

(Nugraheni, 2015). HPLC bekerja berdasarkan prinsip pemisahan komponen-

komponen dalam sampel berdasarkan interaksi antara komponen-komponen 

tersebut dengan fase diam dalam kolom. Sampel yang dilarutkan dalam fase gerak 

akan dialirkan melalui kolom bertekanan tinggi. Komponen-komponen dalam 

sampel akan berinteraksi dengan fase diam dan terelusi pada waktu yang berbeda, 

sehingga dapat dideteksi secara terpisah (Ghanjaoui et al., 2020). HPLC 

merupakan metode yang sangat efektif untuk memisahkan dan memurnikan 

senyawa. Keunggulannya meliputi kecepatan analisis, kemudahan penggunaan, 

pengurangan limbah, sensitivitas tinggi, fleksibilitas detektor, resolusi baik dan 

kemampuan menjaga integritas sampel (Kurniawan dan Mariadi, 2019).  

 

Penentuan kadar residu ciprofloxacin perlu dilakukan preparasi sampel yang tepat 

untuk meningkatkan kemampuan deteksi dan mencegah instrumen dari kerusakan. 

Salah satu teknik preparasi sampel yang umum digunakan menggunakan metode 

Dispersive Solid Phase Extraction (DSPE) karena keunggulannya yaitu 

kemudahan dalam penggunaannya, jumlah pelarut organik yang minim, dan 

waktu yang efisien. Pada teknik DSPE sorban padat menjadi bagian yang sangat 

penting untuk ekstraksi analit. Bahan adsorben yang paling sering digunakan
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untuk pengolahan air limbah mayoritas berbentuk mesopori atau berukuran nano 

karena mampu menyerap zat dengan sangat baik dan bisa digunakan kembali. 

Salah satu adsorben yang digunakan untuk metode DSPE ini menggunakan 

graphene oxide (GO). 

 

Optimasi dan validasi metode pada penentuan residu ciprofloxacin dengan HPLC 

perlu dilakukan untuk mengetahui metode yang dilakukan telah sesuai dan 

memberikan hasil atau data yang dapat dipercaya. Pada penelitian ini akan 

menggunakan variasi fase gerak fase gerak yang terdiri dari asetonitril (ACN) 

80% : trietanolamin (TEA) 1% 15:85 (v/v) metode. Serta pada penelitian ini 

dilakukan optimasi terhadap komposisi fase gerak untuk mendapatkan pemisahan 

yang lebih baik dalam kondisi optimal. Melalui penelitian ini akan 

mengoptimalkan dan membuktikan keandalan metode HPLC dalam menganalisis 

kandungan antiibiotik ciprofloxacin pada air sungai. Untuk memastikan hasil yang 

akurat dan terpercaya, beberapa parameter seperti presisi, akurasi, linearitas, 

selektivitas, batas deteksi terendah (LoD), dan batas kuantifikasi terendah (LoQ) 

akan diuji.  

 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian  

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:  

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

antibiotik ciprofloxacin dengan HPLC.  

2. Melakukan validasi metode penentuan kadar residu antibiotik ciprofloxacin 

menggunakan HPLC dengan parameter presisi, akurasi, linearitas, 

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

3. Mengaplikasikan metode penentuan kadar residu antibiotik ciprofloxacin 

pada sampel air sungai menggunakan HPLC.
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1.3 Manfaat Penelitian 

 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai   

optimasi HPLC dan metode analisis penentuan kadar residu antibiotik 

ciprofloxacin dengan HPLC yang telah tervalidasi serta mengetahui kadar residu 

antibiotik ciprofloxacin pada salah satu air sungai yang berada di Kota Bandar 

Lampung.



 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Air Sungai 

 

 

Air merupakan kebutuhan primer yang digunakan bagi makhluk hidup. Kualitas  

air sungai dipengaruhi oleh kualitas pasokan air yang berasal dari daerah 

tangkapannya, sedangkan kualitas pasokan air dari daerah tangkapan berkaitan 

dengan aktivitas manusia yang ada di dalamnya (Wiwoho, 2005). Saat ini masalah 

utama yang dihadapi adalah air yang ada dipermukaan sering tercemar sehingga 

mengurangi kualitas air. Penurunan kualitas air akan menurunkan daya guna, hasil 

guna, produktivitas, daya dukung dan daya tampung dari sumber daya air yang 

pada akhirnya menurunkan kekayaan sumber daya alam. Air yang sesuai standar 

tertentu saat ini menjadi barang yang mahal, karena air sudah banyak tercemar 

oleh bermacam macam limbah dari kegiatan manusia sehingga secara kualitas 

sumber daya air telah mengalami penurunan (Hakimah et al., 2019).  

 

Air sungai adalah sumber kehidupan yang sangat penting bagi manusia dan 

makhluk hidup lainnya. Pencemaran air akibat limbah farmasi telah menjadi 

masalah global serius. Berbagai jenis obat-obatan, termasuk antibiotik, telah 

ditemukan mencemari sumber air di berbagai benua, dan mengancam kesehatan 

manusia (Beek et al., 2016). Limbah antibiotik masuk ke dalam lingkungan 

melalui beragam cara seperti limbah yang berasal dari rumah sakit, industri 

farmasi, peternakan, serta ekskresi langsung dari manusia dan hewan (Johansson 

et al., 2014).  
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2.2 Antibiotik Ciprofloxacin  

 

 

Antibiotik merupakan senyawa organik yang dihasilkan oleh mikroorganisme 

tertentu. Senyawa ini memiliki kemampuan untuk menghambat atau mematikan 

pertumbuhan bakteri dengan cara mengganggu proses-proses penting dalam sel 

bakteri (Tjaboali, 2015). Antibiotik atau antibakteri didapatkan dari sintesis suatu 

senyawa organik dan berasal dari mikroorganisme (Chusna dkk., 2018). 

Antibiotik memiliki peran penting dalam bidang kesehatan dan peternakan. Selain 

digunakan untuk pengobatan infeksi bakteri pada manusia dan hewan, antibiotik 

juga berfungsi sebagai penambah pertumbuhan pada hewan ternak. 

Pengelompokan antibiotik didasarkan pada struktur kimiawinya dan mekanisme 

kerjanya dalam menghambat pertumbuhan bakteri, seperti yang telah diteliti oleh 

(Kaur and Kant, 2022).  

 

Antibiotik dikelompokkan berdasarkan struktur kimia dan juga mekanisme 

kerjanya, salah satu antibiotik yang sering dipakai di Indonesia adalah 

ciprofloxacin (Thai et al,. 2023). Ciprofloxacin telah menarik perhatian sebagai 

antibiotik golongan fluoroquinolone yang banyak digunakan, dikenal karena 

kemanjurannya terhadap berbagai infeksi bakteri Gram-negatif seperti bakteri 

Escherichia coli dan Penyakit Salmonellaspp, yang terkait dengan berbagai 

penyakit, termasuk gastroenteritis, infeksi saluran kemih, dan infeksi perut. 

Ciprofloxacin menunjukkan kemanjuran yang luar biasa terhadap bakteri Gram-

positif (Rinawati et al., 2024). Ciprofloxacin memiliki gugus amino (piperazinil) 

pada cincin heterosiklik dan juga memiliki dua konstanta disosiasi. Ciprofloxacin 

dilaporkan memiliki nilai pKa sebesar 5,76 (asam) dan 8,68 (basa). Mereka 

terdapat dalam bentuk zwitter ion dalam kondisi netral dan dalam bentuk kationik 

dalam kondisi asam (Gezahegn et al., 2019). 

 

Ciprofloxacin merupakan anggota golongan antibiotik fluoroquinolone yang telah 

berhasil digunakan untuk mengobati berbagai macam infeksi bakteri sejak tahun 

1987 dan termasuk dalam daftar obat esensial Organisasi Kesehatan Dunia. 

Ciprofloxacin adalah antibiotik yang bekerja dengan cara menghambat proses 

replikasi DNA bakteri. Prinsip kerja dari antibiotik berperan sebagai bakterisid 
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yaitu sebagai senyawa pembunuh bakteri yang dengan mekanisme mengikat 

enzim DNA gyrase. Ciprofloxacin memiliki rumus C17H18FN3O3 dengan berat 

molekul sebesar 331,34 g/mol serta memiliki nama IUPAC 1-cyclopropyl-6-

fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1- yl)-quinoline 3-carboxylic acid (Sharma et al., 

2010). Ciprofloxacin harus disimpan pada suhu 4 °C di tempat gelap untuk 

meminimalkan degradasi fotolitik, terutama dalam kondisi yang sedikit. 

Ciprofloxacin memiliki titik leleh pada suhu 313–315 °C, mudah larut dalam 

asam asetat, dan sedikit larut dalam air, metanol, etanol dan aseton (Rehman et 

al., 2019). Struktur ciprofloxacin ditunjukkan pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Struktur ciprofloxacin 

 

 

 

2.3 Dampak Residu Antibiotik 

 

 

Dampak berbahaya dari residu obat dan bahan kimia pada air terhadap kesehatan, 

yang berupa mutagen, karsinogenik, teratogenik, penurunan kinerja reproduksi, 

alergi obat, toksisitas akut atau keracunan pada manusia dan hewan (Jayalakshmi 

et al., 2017). Produk farmasi memainkan peran penting dalam pengaturan 

homeostasis dan kesehatan hewan serta dapat meningkatkan kualitas hidup. 

Senyawa organik dan anorganik yang aktif secara farmasi telah digunakan untuk 

pengobatan dan penyembuhan berbagai penyakit. Penelitian melaporkan bahwa 

sejumlah besar kontaminan mikro telah ditemukan di lingkungan perairan selama 

20 tahun terakhir (Daughton et al., 2013). Pelepasan residu aktif biologis yang 

konsisten bahkan dalam jumlah kecil terutama antibiotik dalam ekosistem air dan 

tanah menjadi perhatian utama karena kontaminan mikro ini menyebabkan 

NN

NH

F

O

OH

O
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multiresistensi pada bakteri yang menimbulkan efek berbahaya bagi kesehatan 

pada akuakultur, manusia, pertanian dan ternak (Torres et al., 2017). 

 

Dampak buruk residu antibiotik terhadap kesehatan manusia dan mikrobioma 

ketika antibiotik masuk ke dalam tubuh manusia, residunya dapat berinteraksi  

dengan mikrobiota manusia mencakup berbagai macam mikroorganisme yang 

hidup di dalam tubuh manusia. Kasus yang lebih buruk lagi adalah jika bakteri 

usus memperoleh resistensi antibiotik berkembang biak dengan kecepatan yang 

belum pernah terjadi sebelumnya, dan muncul menjadi bakteri super, sindrom 

yang disebabkan oleh strain yang resistan ini mengakibatkan kematian karena 

tidak dapat disembuhkan. Pada penelitian sampel air yang dikumpulkan dari 

sungai Pearl, sungai Hai, sungai Liao dan sungai Kuning di Cina mengandung 

sejumlah antibiotik ciprofloxacin (653 ng/g) (Bilal et al., 2020). Studi lain telah 

menemukan bahwa polutan ciprofloxacin telah terdeteksi pada lingkungan 

perairan. Konsentrasi rata-rata global ciprofloxacin yang terdeteksi pada air 

limbah sebesar 10-103 ng/L atau sebesar 10-2 -1 ppb (Kovalakova et al., 2020), 

sedangkan pada air permukaan berada dalam kisaran 10-100 ng/L, dengan 

konsentrasi tertinggi mencapai 2,5-6,5 mg/L (Rinawati et al., 2024). 

 

 

 

2.4 Dispersive Solid Phase Extraction (DSPE) 

 

 

Dispersive Solid Phase Extraction (DSPE) adalah teknik ekstraksi yang 

digunakan untuk memisahkan dan memurnikan analit dari sampel dengan 

menggunakan fase padat yang terdispersi dalam larutan. Teknik ini yang cukup 

mudah dan efisien dengan sejumlah keunggulan, seperti kemudahan 

penggunaannya, jumlah pelarut organik yang minim, dan waktu yang efisien 

(Bruni et al., 2023). DSPE bekerja dengan cara menambahkan adsorben ke dalam 

larutan sampel, yang kemudian terdispersi secara merata di dalam larutan. Proses 

ini memfasilitasi interaksi langsung antara adsorben dan analit, sehingga analit 

dapat terikat pada permukaan adsorben. Setelah dispersi selesai, adsorben yang 

telah mengikat analit dipisahkan dari larutan menggunakan metode mekanis, 

seperti sentrifugasi atau filtrasi, untuk memperoleh analit yang terkonsentrasi dan 
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terpisah dari matriks sampel. mekanisme teknik DSPE ditunjukkan pada Gambar 

2 (Islas et al., 2017). 

 

Gambar 2. Skema teknik dispersive solid phase extraction (Islas et al., 2017). 

 

Penggunaan DSPE dalam analisis dan deteksi kontaminan, termasuk residu 

antibiotik cukup umum karena efisiensinya yang tinggi dan cepat. Bahan yang 

berbasis kandungan karbon dapat menjadi pilihan sebagai adsorben untuk 

menghilangkan antibiotik dari air yang tercemar (Chen and Ye, 2017). Salah satu 

adsorben yang dapat digunakan adalah karbon aktif. Penggunaan karbon aktif 

yang berasal dari bahan alami tidak hanya efektif tetapi juga ramah lingkungan, 

karena banyaknya limbah organik yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber 

karbon untuk menghasilkan adsorben berkualitas tinggi (Pal et al., 2020). Pada 

dasarnya, DSPE membutuhkan pelarut yang memiliki sifat kepolaran yang sejalan 

dengan matriks analit yang digunakan agar analit dapat terelusi dari adsorben. 

Kepolaran elusi analit dari adsorben ini sesuai dengan prinsip "like dissolves like", 

yang berarti senyawa non polar akan larut dalam pelarut polar, begitu pula 

sebaliknya (Ścigalski and Kosobucki, 2020). 
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2.5 Graphene Oxide (GO) 

 

 

Graphene Oxide (GO) adalah struktur lapisan karbon dengan gugus fungsi =O, -

OH, -O-, dan -COOH yang melekat pada kedua sisi lapisan serta tepi bidang 

sehingga menghasilkan campuran atom karbon yang berhibridisasi sp2 dan sp3 

(Tohamy et al., 2020). GO dan turunannya memiliki beberapa keunggulan berupa 

sifat listik, kimia, dan mekanik yang baik sehingga darapt diaplikasikan pada 

berbagai bidang. GO memiliki fleksibilitas, stabilitis kimia dan termal yang baik 

serta memiliki luas permukaan tinggi yang spesifik (Smith et al., 2019). Gugus 

fungsi oksigen polar menyebabkan GO bersifat hidrofilik dan relatif polar 

(Ramesha et al., 2011). Hal tersebut memungkinkan GO memiliki dispersibilitas 

yang sangat baik dalam banyak pelarut, terutama dalam air. Selain itu, gugus 

fungsi yang mengandung oksigen dapat menyediakan situs reaktif untuk 

modifikasi kimia atau fungsionalisasi GO (Razaq et al., 2022). GO dapat 

digunakan sebagai adsorben untuk menyerap ion logam, pewarna, dan, dan 

polutan mikro organik melalui tarikan elektrostatis, ikatan hidrogen, interaksi 𝜋, 

dan gaya interaksi lainnya (Zhao et al., 2021). Dalam beberapa studi yang telah 

dilakukan, GO dapat digunakan untuk menyerap Norfloxacin (Lebron et al., 

2020), Methadone (Gupta et al., 2017), Trimethoprim dan Isoniazid (Salihia, et 

al., 2021) dan antibiotik lainnya.  

 

GO dapat disintesis dengan berbagai cara, seperti metode Brodie, Staudenmaier, 

Hummers, dan Hummers termodifikasi. 

1.  Metode Brodie 

Benjamin Brodie mengolah grafit dalam campuran kalium klorat dan asam nitrat 

berasap pada suhu 60 °C kemudian dilakukan beberapa perlakuan oksidatif satu 

demi satu sehingga dihasilkan komposisi dengan formula. Produk yang 

dihasilkan larut dalam air murni, tetapi cenderung berflokulasi dalam 

lingkungan yang lebih asam. Sintesisnya tersebut juga membutuhkan waktu 

yang lama dan memicu pembentukan ClO2 yang mudah meledak. 

2. Metode Staudenmaier 

Metode Staudenmaier berlangung lebih cepat dibandingkan Broodie karena 

membantu proses oksidasi terjadi dalam satu langkah, sehingga meningkatkan 
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efisiensi proses. Penggunaan H2SO4 digunakan sebagai pengganti HNO3 dalam 

proses oksidasi graphene. Namun, adanya penggunaan KClO3 menyebabkan 

sintesis harus dalam kondisi suhu tinggi, sekitar 90 oC selama 4 hari yang dapat 

menimbulkan risiko ledakan (Ikram et al., 2020). 

3. Metode Hummers  

Metode Hummers merupakan metode yang lebih cepat dibandingkan dengan 

metode lainnya, di mana proses oksidasi  dapat dilakukan dalam satu kali 

percobaan. Bahan KMnO4 digunakan sebagai pengganti KClO3 untuk 

mencegah terjadinya ledakan pada proses oksidasi. NaNO3 digunakan sebagai 

pengganti HNO3 yang bertujuan untuk mencegah terbentuknya kabut asam. 

Namun,  gas beracun seperti NO2 dan N2O4 dapat terbentuk pada proses 

sintesis (Zaaba et al., 2017). 

4. Metode Hummers Termodifikasi 

Metode Hummers Termodifikasi dilakukan dengan meningkatkan oksidan 

KMnO4, meniadakan penggunaan NaNO3, dan melakukan reaksi dalam 

campuran dari H2SO4/H3PO4. Dengan adanya modifikasi, produksi gas-gas 

beracun dapat dikurangi (Santamaria et al., 2019). 

 

 

 

2.4. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

 

Chromatography merupakan metode pemisahan suatu campuran yang didasarkan  

pada perbedaan kecepatan perpindahan komponen-komponennya dalam media 

tertentu. Kata "Chromatography" berasal dari kata "chroma" yang berarti warna 

dan "graphein" yang berarti tulisan. Prinsip utama dari teknik ini adalah 

pemisahan komponen berdasarkan perbedaan sifat fisik antara fase diam dan fase 

gerak. Kromatografi dapat digunakan untuk keperluan analisis kualitatif maupun 

kuantitatif. Secara umum, semua jenis kromatografi terdiri atas dua fase, yakni 

fase diam dan fase gerak (Ardianingsih, 2009). HPLC adalah teknik analisis kimia 

yang digunakan untuk memisahkan, mengidentifikasi, dan mengukur komponen 

dalam campuran larutan. Prinsip dasar HPLC melibatkan pemisahan senyawa 

berdasarkan interaksinya dengan fase diam dan fase gerak. Dengan memilih 
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kolom, komposisi fase bergerak, dan metode deteksi yang tepat secara cermat. 

Prinsip pemisahan pada HPLC, yaitu sampel akan melewati kolom atau fasae 

diam kemudian analit yang memiliki interaksi terkuat dengan fase diam akan 

terelusi lebih lama, yang menunjukkan waktu retensi terlama (Siddique, 2023).  

 

Ciprofloxacin dapat dideteksi oleh HPLC menggunakan elusi isokratik pada suhu 

25 oC dengan kolom C18 (4,6 x 150 nm). Fase gerak terdiri asetonitril (ACN) 

80% : trietanolamin (TEA) 1% 3:97 (v/v). Laju alirannya adalah 1,2 mL/menit 

dan volume injeksinya adalah 20 μl. Pengukuran UV dilakukan pada panjang 

gelombang 280 nm. Waktu retensi yang dihasilkan antara 2,480 menit untuk 

sampel. Metode tersebut memiliki rata-rata standar deviasi (RSD) sebesar 0,58% 

yang menandakan bahwa metode tersebut memiliki tingkat presisi yang tinggi. 

Metode tersebut juga memiliki limit of detection (LOD) dan limit of quatification 

(LOQ) sebesar 0,0008 μg/mL dan 0,0024 μg/mL (Elgendy et al., 2023).  

 

 

Gambar 3. Kromatogram ciprofloxacin. 

 

 

 

2.5. Parameter HPLC 

 

 

2.5.1 Waktu Retensi 

 

 

Waktu retensi merujuk pada durasi perjalanan suatu zat dari titik injeksi hingga 

terdeteksi di ujung kolom kromatografi. Waktu ini sangat dipengaruhi oleh 
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interaksi antara zat dengan fase diam kolom. Setiap zat memiliki waktu retensi 

yang khas pada kondisi kromatografi tertentu. Namun, waktu retensi bukan 

parameter yang spesifik untuk identifikasi zat, karena dapat berubah jika kondisi 

kromatografi diubah. Waktu retensi yang ideal umumnya disarankan kurang dari 

10 menit untuk efisiensi analisis (Depkes RI, 1995). 

 

 

 

2.5.2 Faktor Retensi 

 

 

Menunjukkan seberapa lama suatu zat dalam sampel tertahan di kolom  

dibandingkan dengan zat yang langsung lewat. Ini dihitung dengan membagi 

waktu yang dibutuhkan zat untuk keluar dari kolom dengan waktu yang 

dibutuhkan zat yang tidak tertahan sama sekali. 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. Faktor retensi dapat dihitung dengan Persamaan 2, di 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
  (2) 

Keterangan : 

TR = waktu retensi senyawa (menit). 

t0 = waktu retensi analit yang tidak tertahan dalam menit. 

k’ = faktor kapasitas. 

K’ = koefisien kapasitas. 

V0 = volume mati atau volume holdup (mL), yaitu volume fase gerak 

yang dibutuhkan untuk elusi. komponen yang tidak tertahan. 

Vr = Volume retensi (mL), yaitu volume fase gerak yang diperlukan 

untuk mel elusi senyawa dari kolom. 
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Nilai k' merupakan parameter kunci dalam kromatografi yang menunjukkan   

kekuatan interaksi antara analit dengan fase stasioner. Jika nilai k' terlalu rendah, 

analit akan terelusi terlalu cepat, sehingga sulit untuk dipisahkan dari komponen 

lain dalam sampel. Akibatnya, puncak kromatogram akan tumpang tindih dan 

resolusi menjadi buruk. Sebaliknya, jika nilai k' terlalu tinggi, analit akan tertahan 

terlalu lama di dalam kolom, sehingga waktu analisis menjadi sangat panjang. 

Selain itu, risiko terjadinya tailing (puncak kromatogram yang menyeret) juga 

meningkat. 

 

 

 

2.5.3 Faktor Selektivitas 

 

 

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
 = 

𝑡𝑅𝐵

𝑡𝑅𝐴
 = 

tRB − to

tRA − to
                                                                                        (3) 

Keterangan : 

α = Faktor selektivitas (selectivity factor), digunakan untuk menyatakan 

kemampuan sistem kromatografi dalam memisahkan dua komponen 

(A dan B). A, sehingga dapat dipisahkan dengan baik. 

k’B = faktor kapasitas untuk komponen B. 

tRB = waktu retensi komponen B. 

tRA = waktu retensi komponen A. 

t0 = waktu elusi komponen yang tidak tertahan dalam kolom. 

 

 

 

2.6 Validasi Metode 

 

 

Validasi metode merujuk pada proses untuk memastikan bahwa suatu metode atau 

teknik yang digunakan dalam penelitian, analisis, atau pengukuran adalah tepat, 

akurat dan sesuai dengan tujuan yang ingin dicapai. Proses ini penting untuk 

memastikan bahwa hasil yang diperoleh dari metode tersebut dapat diandalkan 
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dan valid (Mirzaei et al., 2018). Berbagai parameter yang digunakan untuk 

validasi metode meliputi linearitas, presisi, akurasi, selektivitas dan batas deteksi. 

 

 

 

2.6.1 Linearitas 

 

 

Linearitas menunjukkan bahwa hasil pengukuran atau respons sistematik terhadap 

konsentrasi atau jumlah suatu analit dapat digambarkan dengan persamaan garis 

lurus. Linearitas yang baik menandakan bahwa metode tersebut dapat diandalkan 

dalam berbagai rentang pengukuran (Mahmood et al., 2019) Linearitas secara 

matematis dinyatakan sebagai persamaan garis linear seperti pada Persamaan 4 

dengan a adalah intercept (Persamaan 5), b adalah slope (Persamaan 6) dan r 

adalah koefisien korelasi (Persamaan 7).  

y = a + bx                                                                                                             (4) 

 

a = 
ƩY−b(Ʃx)

𝑛
                                                                                                           (5) 

 

b = 
n (ƩXY)−(ƩX)(ƩY)

n(ƩX2)−(Ʃ)2                                                                                                 (6) 

 

r =
n(ƩXY)−(ƩX)(ƩY)

√{(nƩX2)−(ƩX)2}{nƩY2)−(ƩY)2}
                                                                               (7) 

 

Keterangan : 

y = respons instrumen (luas puncak kromatogram). 

x = konsentrasi analit (ppm). 

a = intersep, yaitu nilai y saat x = 0. 

b = slope (kemiringan garis), menunjukkan perubahan respons terhadap 

perubahan konsentrasi. 

r = koefisien korelasi, menunjukkan derajat kedekatan antara titik data 

terhadap garis regresi (nilai ideal mendekati ±1). 

n = jumlah data. 

∑ = simbol jumlah. 

∑XY = jumlah dari hasil perkalian antara nilai x dan y. 
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∑X = jumlah seluruh nilai konsentrasi. 

∑Y  = jumlah seluruh nilai respons. 

∑X2 = jumlah kuadrat dari nilai x. 

∑Y2 = Jumlah kuadrat dari nilai y. 

 

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 ≥ 0,9950 (AOAC, 2012). Hal ini menunjukan bahwa hasil 

pengukuran tersebut dapat diterima sebagai pembanding atau acuan dalam 

pengukuran sampel. 

 

 

 

 2.6.2 Presisi 

 

 

Presisi adalah ukuran yang menunjukkan sejauh mana hasil pengujian individu  

dari sampel sesuai satu sama lain, yang diukur melalui rata-rata sebaran hasil 

tersebut. Ini dilakukan dengan menerapkan prosedur analisis yang sama berulang 

kali pada sampel dari campuran yang homogen. Penentuan presisi dilakukan 

dengan menganalisis sebuah sampel melalui beberapa kali pengulangan. 

Selanjutnya, dihitung rata-rata (mean), simpangan baku (SD), dan persentase 

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

Pada Persamaan 8 dan 9, 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. 

SD = [
Ʃ(Xi− 𝑥̅)2

𝑛−1
]

1

2                                                                                                 (8)   

 

% RSD = 
SD

X
  x 100%                                                                                         (9)  

 

Keterangan : 

SD = simpangan baku (SD). 
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% RSD = simpangan baku relatif. 

x̄ = nilai rata-rata dari seluruh pengamatan. 

 

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 10, 

di mana C adalah rata-rata konsentrasi (fraksi konsentrasi). Tabel 1 di bawah 

dapat digunakan sebagai acuan batas keberterimaan presisi berdasarkan 

Persamaan Horwitz (10). 

 

Horwitz % CV = 2(1−0,5 log 𝐶)                                                                           (10) 

 

Tabel 1. Batas keberterimaan presisi berdasarkan persamaan Horwitz 

 

Unit 

Ketelitian 

Pengulangan 

(1/2%CVHorwitz) 

Reproduksibilitas 

dalam 

laboratorium 

(2/3%CVHorwitz) 

Reproduksibilitas 

antar 

laboratorium 

(%CVHorwitz) 

100 % 1,0 1,3 2,0 

10 % 1,4 1,9 2,88 

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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2.6.3 Akurasi 

 

 

Akurasi adalah ukuran yang menggambarkan sejauh mana hasil analisis  

mendekati kadar analit yang sebenarnya. Akurasi biasanya dinyatakan sebagai 

persentase perolehan kembali % recovery analit. Penilaian akurasi dapat 

dilakukan melalui dua metode, yaitu metode penambahan standar dan metode 

menggunakan Bahan Certified Refference Material (CRM) (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 11. Metode 

menggunakan CRM dapat dilakukan dengan membandingkan antara nilai rata-rata 

hasil pengukuran pengujian dengan nilai sebenernya dari CRM yang dinyatakan 

dalam persentase. Perhitungan % recovery menggunakan CRM dapat ditetapkan 

dengan menggunakan Persamaan 11. 

 

% Recovery = 
C sampel 𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒−C sampel

Kadar yang ditambahkan
x 100% 

 

  Atau          (11) 

 

%Recovery = 
Kadar yang diperoleh

Kadar yang ditambahkan
x 100% 

 

Keterangan : 

C  = konsentrasi standar 
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Tabel 2. Persyaratan presisi dan % recovery 

 

Analit Rasio Analit Unit RSD (%) Recovery (%) 

100 10 100 % 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) 

Keterangan : 

RSD  : Simpangan baku relatif. 

 

 

 

2.6.4 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 waktu retensi. Pada metode HPLC, 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.  

 

 



20 

 

2.6.5 Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi 

 

 

Limit of Detection (LoD) atau limit deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam   

sampel yang dapat dideteksi dan memberikan respon signifikan dibandingkan 

dengan blangko. Sedangkan Limit of Quantitation (LoQ) atau limit kuantitasi 

adalah parameter yang menunjukkan jumlah terkecil dari analit yang terkandung 

dalam sampel yang dapat dikuantifikasi secara presisi dan akurat. Nilai LoD dan 

LoQ diperoleh berdasarkan pada standar deviasi (Mahmood et al., 2019).  

 

Batas deteksi dapat ditentukan melalui analisis blanko. Penentuan blanko 

dilakukan ketika hasil analisis blanko menunjukkan intensitas yang tidak sama 

dengan nol. Batas deteksi dinyatakan sebagai konsentrasi analit yang sama dengan 

nilai blanko sampel ditambah tiga standar deviasi, sementara batas kuantifikasi 

didefinisikan sebagai konsentrasi analit yang setara dengan nilai blanko sampel 

ditambah sepuluh standar deviasi. Ini dinyatakan dalam Persamaan 12 dan 

Persamaan 13, di mana x adalah konsentrasi rata-rata blanko dan SD adalah 

standar deviasi. 

 

LoD = x + 3 SD                                          (12) 

LoQ = x + 10 SD                                          (13) 

 

Keterangan : 

x = rata-rata dari hasil pengukuran blanko. 

SD = standar deviasi. 

LoD = Limit of Detection. 

LoQ = Limit of Quantification. 

 

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 
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Gambar 4. Posisi LoD, LoQ dan rata-rata sinyal 

rata-rata dan SD (Utami, 2017). Nilai LoD yaitu nilai konsentrasi saat ratio S/N = 

3, sedangkan nilai LoQ yaitu nilai konsentrasi saat rasio S/N = 10. Posisi LoD dan 

LoQ dalam kromatogram dapat dilihat pada Gambar 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 4). Model ini digunakan untuk menghitung 

sensitivitas, batas deteksi, dan batas kuantifikasi. Batas deteksi dan batas 

kuantifikasi dapat dihitung sesuai Persamaan 14 dan Persamaan 15, di mana Sy/x 

adalah simpangan baku fungsi regresi (Miller and Miller, 1991). 

 

LoD = 
3𝑆𝑦/𝑥

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
                                                                                                        (14) 

LoQ = 
10𝑆𝑦/𝑥

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
                                                                                                      (15) 

 

Keterangan : 

Sy/x = simpangan baku residual dari regresi. 

Slope = kemiringan dari kurva kalibrasi (b). 

LoD = Limit of Detection. 

LoQ = Limit of Quantification. 

 

.
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III.   METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2024 sampai April 2025 di 

Laboratorium Kimia Analitik dan Instrumentasi FMIPA Universitas Lampung. 

 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sistem High Performance  

Liquid Chromatography (HPLC) Thermo Scientific Vanquish, dan kolom C18 

(Hypersil ODS)5µm, 4,6mm x 250mm. Alat lainnya yang digunakan adalah 

syringe HPLC, sonikator Branson 1510, magnetic stirer, botol vial 2 mL 9mm, 

neraca analitik, pH meter, centrifuge, tabung sentrifus, pipet tetes, labu ukur 25ml, 

labu ukur 100 mL, labu ukur 100 mL, gelas beaker 25 mL, gelas beaker 50 mL, 

gelas beaker 100 mL, gelas beaker  500 mL, gelas beaker 100 mL, pipet volume  

5 mL, pipet volume 25 mL dan spatula.  

 

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

asetonitril 80%, metanol, asam asetat, trietanolamin (TEA) 1% , KMnO4, H2O2 

30% , H2SO4 96%, akuades, Water One, water HPLC, HCl 0,5 M, HCl 5%, , 

BaCl2, penyaring Puradisc 25 NYL, membran filter Whatman 0,45 µm Nylon, 

syringe filter Whatman 0,2 µm PTFE, indikator universal, tisu, alumunium foil, 

kertas saring dan air sungai.
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3.3 Prosedur Kerja 

 

 

3.3.1 Pengambilan Sampel 

 

 

Mengambil 1000 mL sampel air sungai yang berada dibawah 1 m dari atas 

permukaan air yang kemudian disimpan pada wadah plastik dengan suhu 4 oC 

dalam perjalan ke laboratorium (Patrolecco et al., 2018). 

 

 

 

3.3.2 Pembuatan Graphene Oxide (GO) Menggunakan Metode Hummers  

Termodifikasi 

 

 

Sebanyak 1 g grafit dicampurkan dengan larutan 23 mL H2SO4 96% dalam gelas 

kimia 500 mL dengan pengadukan selama 30 menit menggunakan magnetik 

stirrer dalam wadah berisi es. Sebanyak 3 g KMnO4 ditambahkan secara perlahan 

ke dalam campuran sambil dilakukan pengadukan dengan magnetik stirrer dengan 

suhu dipertahankan agar berada di bawah 10 °C. Kemudian, campuran diaduk 

pada suhu 35 °C selama 30 menit. Sebanyak 46 mL akuades ditambahkan secara 

perlahan hingga terjadi kenaikan suhu mencapai 98 °C, lalu didiamkan selama 15 

menit. Setelah itu, 140 mL akuades ditambahkan ke dalam campuran, diikuti 

dengan penambahan 10 mL H2O2 30% sambil diaduk dengan magnetik stirrer 

selama 10 menit. Suspensi yang terbentuk dicuci dengan HCl 5% untuk 

menghilangkan ion sulfat dan dilakukan uji dengan larutan barium klorida untuk 

memastikan bahwa ion sulfat telah hilang yang ditandai dengan tidak adanya 

endapan berwarna putih. Kemudian, cuci dengan akuades hingga pH 5, lalu 

disentrifugasi selama 10 menit. Padatan yang dihasilkan didispersikan dalam 450 

mL akuades dan disonikasi selama 2 jam, lalu disaring dengan kertas saring. 

Padatan yang diperoleh dikeringkan pada suhu 60 °C selama 5 jam dalam oven 

(Sujiono et al., 2020). 
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3.3.3 Preparasi Sampel dengan Metode Desorpsi 

 

 

Sebanyak 20 mL larutan sampel ditambahkan kedalam 20 mg graphene oxide. 

Campuran yang dihasilkan dihomogenkan menggunakan stirrer 50 menit, lalu 

graphene oxide dipisahkan dari larutan dengan sentrifugasi pada kecepatan 10.000 

rpm selama variasi waktu pada kondisi optimum. Larutan tersebut disaring 

menggunakan kertas saring, endapan yang dihasilkan dielusi menggunakan 

pelarut asam asetat-metanol (2:8). Kemudian dilakukan penyaringan dan 

menghasilkan filtrat atau larutan sampel. 

 

 

 

3.3.4 Optimasi Fase Gerak High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) 

 

 

3.3.4.1 Pembuatan Fase Gerak 

 

 

Fase gerak terdiri dari campuran ACN 80% : trietanolamin (TEA) 1% 15:85 (v/v) 

kemudian disonikasi selama 20 menit (Elgendy et al., 2023). 

 

 

 

3.3.4.2 Pembuatan Larutan Induk Ciprofloxacin 

 

 

Larutan ciprofloxacin 500 ppm dengan menimbang 12,5 mg ciprofloxacin, 

dilarutkan dengan water grade High Performance  Liquid Chromatography 

(HPLC) dalam labu ukur 25ml hingga tanda tera. 

 

 

 

3.3.4.3 Pembuatan Larutan Standar Ciprofloxacin 

 

 

Larutan standar ciprofloxacin 50 ppm dibuat dengan memipet larutan 

ciprofloxacin 500 ppm sebanyak 2,5 mL ke dalam labu ukur 25 mL kemudian 
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ditambahkan fasa gerak hingga tanda tera lalu dihomogenkan, sedangkan larutan 

standar ciprofloxacin, 10;8;6;4;2 ppm dibuat dengan memipet larutan 

ciprofloxacin, 50 ppm sebanyak 5;4;3;2;1 mL ke dalam labu takar  mL kemudian 

ditambahkan fasa gerak hingga tanda tera, lalu dihomogenkan. 

 

 

 

3.3.4.4 Optimasi komposisi Fase Gerak 

 

 

Optimasi ini dilakukan dengan variasi komposisi fase gerak terdiri dari campuran 

asetonitril (ACN) : TEA  (v/v)  yaitu 15:85 ; 10:90; dan :95:5. Kondisi optimum 

ditentukan dengan waktu retensi, bentuk peak, dan efisiensi kolom puncak 

kromatogram masing-masing komposisi fase gerak tersebut. 

 

Ciprofloxacin, dapat dideteksi oleh HPLC menggunakan elusi isokratik pada suhu 

25 °C dengan kolom C18 (4,6 x 250 mm). Fase gerak terdiri ACN 80% : TEA 1% 

15:85 (v/v). Laju alirannya adalah 1 mL/menit dan volume injeksinya adalah 20 

μl. Pengukuran UV dilakukan pada panjang gelombang 280 nm (Elgendy et al., 

2023). 

 

 

 

3.3.4.5 Optimasi Laju Alir Fase Gerak 

 

 

Optimasi ini dilakukan dengan variasi laju alir fase gerak dari 0,5 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. 

 

 

 

3.3.5 Pengujian HPLC 

 

 

Ciprofloxacin, dapat dianalisis menggunakan HPLC dengan metode elusi 

isokratik pada suhu 25 °C menggunakan kolom C18 berukuran 4,6 x 250 mm.
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Fase gerak yang digunakan terdiri dari campuran 80% asetonitril (ACN) dan 

trietanolamin  (TEA) 1% 15:85 (v/v). Laju alir yang diterapkan sebesar 1 

mL/menit dan volume injeksi sampel sebesar 20 μL. Deteksi dilakukan 

menggunakan sinar UV pada panjang gelombang 280 nm (Elgendy et al., 2023).  

 

 

 

3.3.6 Uji Validasi Metode  

 

 

Setelah ditentukan kondisi optimum HPLC, 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 ciprofloxacin, 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 7 dan melalui 

pengukuran residual plot menggunakan larutan standar ciprofloxacin,. 

 

b. Presisi 

1) Repeatability  

Sebanyak 0,25 mL larutan standar ciprofloxacin 500 ppm dimasukkan 

ke dalam labu ukur 25 mL dan ditambahkan larutan sampel hingga 

tanda batas. Pengukuran presisi repeatability dilakukan menggunakan 

HPLC dengan 3 kali replikasi pada hari yang sama dan kemudian 

ditentukan nilai % RSD berdasarkan Persamaan 10 (Eurachem, 2014). 

2) Reproducibility 

Sebanyak 0,25 larutan standar ciprofloxacin 500 ppm dimasukkan ke 

dalam labu ukur 25 mL dan ditambahkan larutan sampel hingga tanda 

batas. Selanjutnya dilakukan pengulangan 3 kali replikasi. Pengukuran 

presisi reproducibility menggunakan HPLC dilakukan pengulangan 3 

kali pada hari yang berbeda (Eurachem, 2014).
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c. Akurasi 

Sebanyak 0,25 mL larutan standar ciprofloxacin 500 ppm dimasukkan ke 

dalam labu ukur 25 mL dan ditambahkan larutan sampel hingga tanda 

batas. Selanjutnya dilakukan pengulangan 3 kali replikasi dan ditentukan 

% recovery dengan menggunakan Persamaan 11 (International Conference 

on Harmonization, 2014). 

 

d. Selektivitas 

Penentuan selektivitas dilakukan dengan membuat larutan standar 

ciprofloxacin murni dan larutan standar ciprofloxacin campuran. 

Kemudian selektivitas ditentukan berdasarkan kesamaan waktu retensi 

antara larutan standar ciprofloxacin 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). 

 

 

 

3.3.7 Penentuan Kadar Residu Ciprofloxacin Pada Air Sungai 

 

 

Penentuan dilakukan dengan menggunakan sampel air sungai yang telah 

dipreparasi dan menggunakan metode HPLC yang telah divalidasi. Kadar residu 

ciprofloxacin kemudian dapat ditentukan menggunakan Persamaan 16, di mana y 

adalah luas puncak analit. Konsentrasi analit yang diukur dari persamaan regresi 

(ppm), a adalah intersep, dan b adalah slope. 

Konsentrasi sampel = 
𝑦−𝑎 

𝑏
                                                                              (16) 

 

Keterangan : 

y = Nilai luas puncak kromatogram. 

a = Intersep. 



28 

 

b = Slope atau kemiringan garis regresi, menunjukkan sensitivitas 

atau perubahan respons terhadap perubahan konsentrasi. 

Konsentrasi sampel = Nilai konsentrasi yang dihitung dari respons instrumen 

menggunakan persamaan regresi linier. 

 

 

Diagram alir pada penelitian ini ditunjukkan pada Gambar 5. 

 

 
Sampel air 

sungai 

Preparasi sampel 

dengan desorpsi 

Pembuatan larutan 

baku Kerja 

ciprofloxacin 

Optimasi komposisi 

fase gerak dan laju 

alir 

Uji validasi 

metode 

Larutan sampel 

Pengukuran 

kadar residu 

ciprofloxacin 

Metode 

tervalidasi 

Linearitas

  

Presisi 

Repeatability Reproducibility 

Akurasi

  

Linearitas

  

LoD dan LoQ 

 

Gambar 5. Diagram alir penelitian 



 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan 

bahwa: 

 

1. Penentuan kadar antibiotik ciprofloxacin dengan High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) optimal pada panjang gelombang 280 nm, dan 

komposisi fase gerak 15 : 85 (asetonitril : trietanolamin) dengan laju alir 1 

mL/menit. 

2. Parameter linearitas menghasilkan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,9964; 

presisi repeatability menghasilkan nilai %RSD sebesar 0,78% dan presisi 

reproducibility menghasilkan nilai %RSD sebesar 1,03%; 1,40% dan 0,61%; 

akurasi menunjukkan nilai perolehan kembali (%recovery) sebesar 98,90%; 

selektivitas menunjukkan waktu retensi yang sama antara larutan standar 

murni ciprofloxacin dan larutan standar ciprofloxacin campuran; batas 

deteksi (LoD) dan batas kuantifikasi (LoQ) diperoleh sebesar 0,25 ppm dan 

0,84 ppm.  

3. Hasil pengukuran kadar residu antibiotik ciprofloxacin pada sampel air 

sungai di JL. M.K. Baginda Gunung Sulah, Kecamatan Way Halim, Kota 

Bandar Lampung yaitu 0,65 ppm.
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5.2 Saran 

 

 

Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan penentuan kadar antibiotik 

ciprofloxacin terhadap lingkungan perairan lainnya atau pada komoditas ikan air 

yang berada diperairain sungai dengan high performance liquid cromatography 

(HPLC). 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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