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ANALISIS RESIDU ANTIBIOTIK KLORAMFENIKOL DALAM DAGING IKAN
GURAMI (Osphronemus gouramy, Lac) MENGGUNAKAN METODE HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Ari Wibowo', Lukysanita Muliana, M. Hatta Prabowo
Jurusan Farmasi Fakultas MIPA, Universitas Islam Indonesia, Yogyakarta
*e-mail: ari.wibowo@uii.ac.id

ABSTRAK

Penggunaan kloramfenikol (CAP) pada hewan produksi untuk tujuan non-terapetik
berpotensi menimbulkan akumulasi residu CAP pada jaringan dan organ hewan tersebut. Manusia
yang mengkonsumsi produk ternak yang mengandung residu CAP dapat berdampak buruk bagi
kesehatannya, karena berpotensi menimbulkan reaksi hipersensitivitas, deperesi sumsum tulang
belakang (anemia aplastik), bahkan resistensi CAP pada manusia. Komoditi perikananan yang
sering menggunakan antibiotik untuk meningkatkan produksinya adalah ikan gurami (Osphronemus
gouramy, Lac). Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kadar residu antibiotik CAP dalam
daging ikan gurami dengan metode HPLC (High Performance Liquid Chromatography), kemudian
kadar yang diperoleh dibandingkan dengan BMR (Batas Maksimum Residu) antibiotik pada bahan
makanan asal hewan (SNI 01-6366-2000). Kurva kalibarsi menunjukkan linieritas yang baik pada
range 5 — 40 ng/ml (r = 0,9995). Hasil penelitian menunjukkan ikan gurami yang dijual diketiga
pasar tradisional yaitu sebesar 0,276; 0,281; 1,168 ng/g. Kadar residu CAP yang diperoleh tidak
melebihi BMR berdasarkan batasan pada Standar Nasional Indonesia (0,01 mg/kg), hamun kadar
CAP dari salah satu pasar tidak memenuhi persyaratan oleh European Union (0,3 pglka).

Kata kunci: HPLC, ikan gurami (Osphronemis gotramy, Lac.), residu kloramfenikol (CAP)

ABSTRACT

The use of antibictic in food animals is not only for therapeutic purposes, but also for non-
therapeutic purposes. The use of antibiotic for non-therapeutic purposes is done by adding
antibictic to feed (food additives) that is aimed as growth promoter to improve livestock production.
Antibiotic which is often used in animals as a growth factor is chloramphenicol (CAP). The use of
antibiotic in farm animals for non-therapeutic purpose has potency to generate accumulation of
antibiotic residues in tissues and organs of these animals, Humans who consume animal products
that contain antibiotic residues may cause adverse effects to health, because it can cause allergic
reaction, irreversible type bone marrow depression that can lead aplastic anemia, and even CAP
resistance in humans. Fishery product which frequently uses antibiotic to increase its production is
gourami (Osphronemus gouramy, Lac). This study has a purpose to analyze the level of antibiotic
residues in gourami using HPLC (High Performance Liguid Chromatography) method, then its
concentration will be compared with the MRL (Maximum Residue Limits) antibiotic in foodstuffs of
animal origin listed in Indonesian National Standards (SNI) No. 01-6366-2000. The calibration curve
showed a good linearity in the concentration range from 5 to 40 ng/ml with r = 0.9995. We found
CAP residues in gourami fish sold in the three traditional market were 0.276; 0.281; 1.168 ng/g
respectively. This shows that the CAP residues level not exceed the MRL set by SNI (0.01 mg/kg),
but it was found one of three levels of CAP did not met the requirements of the European Union

(0,3 pglkg).

Keywords: chloramphenicol (CAP) residue, gourami (Osphronemus gouramy, Lac.), HPLC
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ABSTRAK

Penggunaan kloramfenikol (CAP) pada hewan produksi untuk tujuan non-terapetik
berpotensi menimbulkan akumulasi residu CAP pada jaringan dan organ hewan tersebut. Manusia
yang mengkonsumsi produk ternak yang mengandung residu CAP dapat berdampak buruk bagi
kesehatannya, karena berpoiensi menimbulkan reaksi hipersensitivitas, deperesi sumsum tulang
belakang (anemia aplastik), bahkan resistensi CAP pada manusia. Komoditi perikananan yang
sering menggunakan antibiotik untuk meningkatkan produksinya adalah ikan gurami (Osphronemus
gouramy, Lac). Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kadar residu antibiotik CAP dalam
daging Ikan gurami dengan metode HPLC (High Performance Liquid Chromatography), kemudian
kadar yang diperoleh dibandingkan dengan BMR (Batas Maksimurn Residu) antibiotik pada bahan
makanan asal hewan (SNI 01-6366-2000). Kurva kalibarsi menunjukkan linieritas yang baik pada
range 5 — 40 ng/ml (r = 0,9895). Hasil penelitian menunjukkan ikan gurami yang dijual diketiga
pasar tradisional yaltu sebesar 0,276; 0,281; 1,168 ng/g. Kadar residu CAP yang diperoleh tidak
melebihi BMR berdasarkan batasan pada Standar Nasional Indonesia (0,01 mg/kg), namun kadar
CAP dari salah satu pasar tidak memenuhi persyaratan oleh European Union (0,3 pafkg).

Kata kunci: HPLC, ikan gurami (Osphronemus gouramy, Lac.), residu kloramfenikol (CAF)
ABSTRACT

The use of antibiotic in food animals is not only for therapeutic purposes, but also for non-
therapeutic purposes. The use of antiblotic for non-therapeutic purposes is done by adding
antibiotic to feed (food additives) that is aimed as growth promoter to improve livestock production.
Antibiotic which is often used in animals as a growth factor is chloramphenicol (CAP). The use of
antibiotic in farm animals for non-therapeutic purpose has potency o generate accumulation of
antibiotic residues in tissues and organs of these animals. Humans who consume animal products
that contain antibiotic residues may cause adverse effects to health, because it can cause allergic
reaction, irreversible type bone marrow depression that can lead aplastic anemia, and even CAP
resistance in humans. Fishery product which frequenily uses antibiotic to increase its production is
gourami (Osphronemus gouramy, Lac). This study has a purpose to analyze the level of antibiotic
residues in gouramusing HPLC (High Performance Liquid Chromatography) method, then its
concentration will be compared with the MRL (Maximum Residue Limits) antibiotic in foodstuffs of
animal origin listed in Indonesian National Standards (SNI) No. 01-6366-2000. The calibration curve
showed a good linearity in the concentration range from 5 to 40 ng/ml with r = 0.9995. We found
CAP residues in gourami fish sold in the three fraditional market were 0.276; 0.281; 1.168 ngl/g
respectively. This shows that the CAP residues level not exceed the MRL set by SNI (0.01 mg/kg),
but it was found one of three levels of CAP did not met the requirements of the European Union

(0,3 pg/lkg).

Keywords: chloramphenicol (CAP) residue, gourami (Osphronemus gouramy, Lac.), HPLC
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PENDAHULUAN

Penggunaan antibiotik tidak terbatas hanya ditujukan untuk terapi pada manusia, namun
digunakan pula untuk pengobatan pada hewan khususnya hewan termnak. Antibiotik yang sering
diberikan pada hewan antara l|ain kloramfenikol, oksitetrasiklin, penisilin, doksisiklin, eritromisin,
streptomisin, enrofloksasin, dan norfloksasin ( Anonim, 1994). Antibiotik untuk tujuan terapi
diberikan hanya saat hewan mengalami penyakit infeksi akibat terpapar bakteri tertentu.
Penggunaan antibiotik pada hewan ternak ikan hanya direkomendasikan untuk pengobatan induk
ikan, tidak dianjurkan untuk ikan-ikan konsumsi dan harus diberikan dalam dosis yang tepat untuk
mencegah timbulnya resistensi terhadap bakteri penyebab penyakit ikan tersebut.

Namun kenyataannya antibiotik juga digunakan untuk tujuan non-terapetik, yakni sebagai
pemacu pertumbuhan hewan temak (growth promoter) dengan cara menambahkan antibiotik pada
pakan buatan atau sebagal imbuhan pakan (Anonim, 2002a). Penyalahgunaan antibiotik dengan
menggunakannya untuk fujuan selain terapetik tentu memberikan banyak kerugian. Penggunaan
antibiotik yang tidak tepat berpotensi menyebabkan residu dalam jaringan organ hewan ternak. Hal
ini tentu cukup berbahaya bagi kesehatan manusia yang mengkonsumsinya, karena dapat
menimbulkan reaksi alergi, keracunan bahkan resistensi jika dikonsumsi dalam jumlah besar dan
jangka waktu lama (Yuningsih, 1984; Sokolova dan Chemyaev, 2001). Pemakaian antibiotik
sebagal imbuhan pakan bertentangan dengan Standar Nasional Indonesia {(SNI) No.7473: 2009
mengenai ketentuan pakan buatan untuk ikan gurami, antibiotik tidak seharusnya terkandung
dalam pakan buatan ikan gurami, atau dengan kata lain antibiotik tidak boleh ditambahkan pada
pakan buatan (Anonim, 2009a).

Salah satu komoditi perikanan yang sering menggunakan antibiotik untuk meningkatkan
produksinya adalah ikan gurami (Osphronemus gouramy, Lac.). lkan gurami digemari masyarakat
karena dagingnya yang tebal, memiliki rasa yang gurih dan lezat, mudah dicerna dan bergizi tinggi.
Jenis antibiotik yang sering disalahgunakan pemakaiannya pada ikan gurami adalahkloramfenikol
(CAP).

CAP merupakan antibiotik spektrum luas yang telah mulai digunakan sejak tahun 1950an
untuk pengobatan penyakit pada hewan ternak. Karena risiko yang telah diketahui akibat
pemakaian CAP seperti anemia aplastik dan sifat karsinogeniknya, penggunaan CAP sebagai obat
pada manusia dan hewan telah dibatasi. Sebagai konsekuensinya European Communily telah
melarang penggunaan CAP pada hewan ternak sejak 1994 (TamoSiGnas ef al., 2006). Sedangkan
China mulai melarang penggunaan CAP pada budidaya ikan sejak 2002 (Huang ef al., 2007).

Meskipun demikian, masih sering ditemukan residu kloramfenikol dalam bahan pangan
asal hewan. Umumnya residu antibiotik CAP dalam daging bahan pangan (termasuk ikan gurami)
ditemukan dalam jumiah sangat kecil, yaitu dalam kisaran ppb (Anonim, 2000c). Sehingga
dibutuhkan metode analisis yang dapat mendeteksi kadar dalam jumlah sekelumit, yaitu dengan
metode High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Belakangan dipersyaratkan bahwa
metode yang digunakan harus memiliki nilai Minimum Required Performance Limit (MRPL) untuk
mendeteksi residu CAP pada bahan pangan asal hewan sebesar 0,3 pg/kg (TamoSidnasel al.,
2006; Huang et al., 2007). Metode analisis menggunakan HPLC ini telah dikembangkan oleh
Degroodt ef al. (1992) dan Badan Standarisasi Nasional (BSN) dalam Standar Nasional Indonesia
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(S8NI) No. 2354.9:2009 tentang penentuan residu CAP dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggl
(KCKT) pada produk perikanan. Metode ini dinilai memiliki efektivitas tinggi, selektivitas, dan
sensitivitas yang baik sehingga tepat digunakan untuk menganalisis sampel dalam kadar kecil
seperti halnya residu antibiotik. Selain itu, HPLC mampu memisahkan suatu senyawa dari
campuran kompleks dengan baik (Gandjar dan Rohman, 2009).

Mengamati masih besarnya potensi penyalahgunaan antibiotik pada produk termnak, serta
dampak berbahaya yang ditimbulkan, perlu dilakukan penelitian untuk menentukan tingkat residu
antibiotik CAP pada sampel lapang daging ikan gurami di daerah Sleman secara HPLC.

METODE PENELITIAN

Bahan vang digunakan pada penelitian ini adalah aquabides (PT. lkapharmindo
Putramas), etil asetat (kualitas analisis, JT. Baker), n-heksan, etanol, kloroform (kualitas analisis,
Merck), baku pembanding CAP (baku produksi 99,69% Ceriificate of Analysis, CoA) yang diperoleh
dari PT. Berlico Mulia Farma, metanol (kualitas HPLC, Merck), serta daging ikan gurami segar.

Alat yang digunakan adalah timbangan analitik (Mettler Toledo AL 204), blender (Miyako
BL-101-GS), vortex (Bamnstead Thermolyne 16700 mixer), gas nilrogen (kualitas Gas
Chromatography), seperangkat peralatan gelas (lwaki Pyrex), sentrifuse (Hitachi himac CT 4D),
ultrasonic bath (Branson), wafer baih (Memmert), kolom C-18 (150 mm x 4,6 mm) 5 pm (Waters-
Sun Fire), instrumen HPLC (Waters e 2695) yang dilengkapi dengan detektor fotometri (Waters
2489).

Pengamblian sampel dan preparasi ekstrak daging likan guram{

lkan gurami segar diperoleh dari 3 pasar fradisional di Kab. Sleman Yogyakarta, secara
random terkendali. lkan gurami yang dipilih berbobot sekitar 500 g agar didapat daging tanpa duri
sebanyak 150 g.

Seratus lima puluh gram daging ikan gurami segar dibersihkan dan dipisahkan dari duri
serta kulitnya, lalu diblender sampai homogen. Ditimbang dengan seksama sampel daging yang
telah dihomogenkan lebih kurang 10 g yang terbagi dalam 4 empat tabung reaksi 15 ml, masing-
masing tabung berisi daging ikan gurami sebanyak 2,5 g. Kemudian ditambahkan 4 ml aquabides,
lalu dihanogenkan dengan vortex selama 3 menit dan didiamkan selama 10 menit, kemudian
ditambahkan 12 ml etil asetat, lalu ditulup dan dihomogenkan dengan vortex selama 5 menit
(Anonim, 2008b). Lalu disentriiuse selama 10 menit dengan kecepatan 4.000 rpm hingga diperoleh
3 lapisan yaitu di bagian terbawah lapisan daging, kemudian fase air, dan pada bagian atas
merupakan fase etil asetat. Pipet 8,4 ml lapisan organik (lapisan atas), lalu diuapkan pada suhu
B80°C dengan mengalirkan gas nitrogen hingga tidak ada lagi etil asetat yang tersisa (Degroodt et
al., 1992).

Residu disuspensikan dengan 2,8 ml campuran n heksan & kioroform 1:1 (viv), dan
ditambahkan 1,4 ml etanol 2%, divortex selama 3 menit. Larutan kemudian disentrifuse pada
kecepatan 4.000 rpm selama 10 menit, lalu diambil supernatannya (lapisan bagian atas yang
merupakan fase etanol), dan supernatan siap diinjeksikan pada HPLC. Selanjutnya dilakukan
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26 Ari Wibowo

pengerjaan blanko aquabides 5 mL sebagai pengganti ikan, dan dilakukan tahapan kerja sepertl di
atas.

Uji kualitatif
a. Menggunakan pereaksi NaOH

Sepuluh gram ekstrak daging ikan gurami direaksikan dengan 2 g NaOH dan 3 ml
aquades, kemudian dipanaskan sampal mendidih. Jika dalam daging tersebut benar-benar
terkandung residu CAP, maka ekstrak daging ikan gurami akan mengalami perubahan wama yang
samula jernih berubah menjadi kuning kuat (Autheroff dan Kovar, 1987).

b. Membandingkan refention time (ir)

Sebanyak 100 pl ekstrak daging ikan gurami diinjeksikan pada HPL.C dengan kondisi yang
telah diatur sebelumnya. Bila hasil kromatogram pada analisis sampel menunjukkan adanya
puncak pada tr yang relatif sama dengan tr pada standar CAP, maka secara kualitatif dinyatakan
dalam sampel daging ikan gurami tersebut terkandung residu CAP.

Ujl kesesualan sistem
a. Resolusi (R}
Nilai resolusi ditentukan dari puncak CAP pada kromatogram sampel ikan gurami dari
salah satu pasar. Fase etanol yang diperoleh diinjeksikan pada HPLC dengan fase diam C-18 (150
mm x 4,6 mm) 5 pm, fase gerak campuran metanol : air (40:60), kecepatan alir 1 mi/menit, detektor
UV pada A 277 nm, sehingga dihasilkan kromatogram sampel. Kemudian dari kromatogram sampel
tersebut ditentukan resoclusi dengan rumus (Kazakevich dan Lobrutio, 2007):

R = 2|:U;¢)2 '(fg)l]

W, A WL
Keterangan:
R : resolusi
{tx)2 dan (txh : waktu retensi dua komponen (menit)
W, dan W,y : lebar puncak dua komponen (menit)

b. Selektivitas (a)
Nilai selektivitas dapat sama dengan satu atau lebih besar dari satu. Bila nilai a = 1 berarti
senyawa satu dan dua keluar dari kolom bersamaan (senyawa 1 tidak dapat dipisahkan dari
senyawa 2). Selektivitas ditentukan dengan rumus (Kazakevich dan Lobrutto, 2007):

k'z A{tp), —t
o 8 Nk by

Kt (g —tu
Keterangan :
K’z dan k' : kapasitas kolom komponen pertama dan komponen kedua
(tx)2 dan (tg);  : wakiu retensi dua komponen (menit)
tn : waktu retensi puncak pertama yang muncul

c. Faktor asimetri
Untuk menentukan tingkat asismetri puncak dilakukan dengan menghitung fakior asimetris
atau disebut juga denganiaifin g factor (TF) yang dinyatakan dengan rasio antara lebar setengah
tinggl puncak (Harvey, 2000).
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d. Efisiensi kolom (N)
Nilai N yang tepat yaitu lebih dari 2000. Semakin besar harga N maka semakin efisien
pula pemisahannya (Sherma dan Fried, 1996). Efisiensi kolom dapat ditentukan dengan rumus
{Kazakevich dan Lobrutto, 2007):

.6ty
W

Preparasl larutan standar (baku pembanding CAP)

Larutan stokCAP dibuat dengan caradit imbang seksama 0,1 g baku CAP pada gelas
piala kecil, lalu ditambahkan 2 ml| etanol, aduk hingga homogen kemudian dipindahkan ke dalam
labu takar 100 ml lalu ditambah aquabides ad 100 ml (1000 ppm (part per million)). Kemudian
dibuat larutan standar 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml dengan mengencerkan larutan stok
menggunakan pelarut. Lalu dai baku 1 pg/m| akan dibuat seri kadar 5, 10, 20, dan 40 ng/ml
(Anonim, 2009b). Larutan standar CAP 1 pg/ml dibaca absorbansinya pada spektrofotometer UV
pada range 200 - 400 nm untuk memperoleh spektrum serapan dan panjang gelombang
maksimum CAP.

Validasi metode
a. Kurva Baku
Seri kadar dibuat dengan konsenirasi 5, 10, 20, dan 40 ng/ml dengan cara mengencerkan
larutan baku CAP 1 pg/ml. Kemudian masing-masing kadar, dari konsentrasi terendah, diinjeksikan
sebanyak 100 yL ke dalam HPLC dengan menggunakan kolom C-18. Fase gerak campuran
metanol pro HPLC : aquabides (40:60), kecepatan aliran 1 mL/menit, dengan detektor UV pada
panjang gelombang 277 nm (Ancnim, 2009b), Lalu diamati refention time (tr) dan luas puncak atau
Area Under Curve (AUC) dari masing—masing larutan yang diinjeksikan. Data konsentrasi serta
AUC diolah dengan regresi linier untuk menentukan linieritasnya.
b. Pengujian batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi metode (LOQ)
LOD dan LOQ ditentukan melalui kurva baku yang didapat. Nilai LOD setara dengan
3,3x(Sy/x)/b sedangkan LOQ setara dengan 10x(Sy/x)/b (Ermer dan Miller, 2005).
c. Presisi
Pengujian presisi yang dilakukan hanya mencakup satu tahap yaitu repeatabilily precision.
Kadar yang digunakan adalah 20 ng/ml yang kemudian diinjeksikan pada HPLC dan dilakukan
repitasi sebanyak enam kali. Data yang diperoleh yakni tr dan AUC, kemudian dihitung rata-rata,
Standard Deviation (SD), dan Relalive Standard Deviation (RSD) (Ermer dan Miller, 2005).
d. Akurasi
Pengujian akurasi dilakukan dengan metode penambahan baku. Sampel yang akan
dianalisis diperkirakan memiliki konsentrasi 10 - 15 ng/ml. Sampel tersebut lalu ditambah larutan
standar CAP dengan konsentrasi 10 ng/ml. Kemudian diinjeksikan pada HPLC dan dilakukan
repitasi sebanyak enam kali. AUC yang diperoleh digunakan untuk menentukan kadar terukur.
Persen akurasl ditenfukan dengan menentukan berapa persen larutan standar yang ditambahkan
dapat ditemukan (Harmita, 2004).

Jumal limiah Farmasi Vol. 7 No. 1 Tahun 2010
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Penetapan kadar residu CAP

Seratus mikroliter ekstrak daging diinjeksikan ke dalam HPLC dengan kondisi yang telah
dissbutkan sebelumnya. Pada pengujian kadar dilakukan replikasi preparasi sampel sebanyak tiga
kali untuk tiap-tiap pasar dan setiap replikasi dilakukan repitasi injeksi sebanyak figa kali.
Perhitungan kadar residu CAP dalam daging ikan gurami dihitung dengan menggunakan
persamaan regresl linier dari kurva baku. Kadar residu antibiotik CAP yang diperoleh dibandingkan
dengan BMR (Batas Maksimum Residu) antibiotik berdasarkan SNI 01-6386-2000 tentang batas
maksimum cemaran mikroba dan batas maksimum residu dalam bahan makanan asal hewan
{Anonim, 2000c}).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Konsumen di dalam dan di luar negeri dewasa ini semakin menuntut persyaratan mutu
pangan yang terjamin baik. Adapun beberapa persyaratan produk yaitu terbebas dari residu (residu
free) baik terhadap bahan hayati, bahan kimia, pestisida, logam berat, antibiotik, hormon, dan obat-
obatan lainnya maupun terhadap cemaran mikroba yang dapat menularkan penyakit serta memiliki
kualitas yang baik. Hal ini akan terpenuhi apabila terdapat pengawasan yang ketat sejak dini dari
teknik pembudidayaan, pemberian pakan, penyimpanan, dan pendistribusiannya sampai ke
konsumen (Anonim, 2000c).

Meskipun penggunaan CAP telah dilarang, masih ada kasus ditemukannya residu
antibiotik CAP pada daging lkan dan udang untuk konsumsi (Neuhaus et al). Mengingat risiko
bahaya CAP kepada manusia, dipersyaratkan suatu metode untuk menganalisis CAP memiliki
kemampuan deteksi 0,3 pg/kg (European Legislation) (Huang ef al, 2009). Metode penetapan
kadar CAP pada ikan gurami mengikuti metode Standar Nasional Indonssia (SNI} 2354.9:2009
tentang penentuan residlCAP  dengan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) pada produk
perikanan dan metode oleh Degroodt ef al. (1992). CAP diketahui sangat mudah larut dalam etil
asetat dan etanol sehingga digunakan pelarut tersebut untuk mengekstraksi residu CAP dari
daging ikan gurami.

OH

OH

ci

Gambar 1. Struktur formula kloramfenikol

Penelitian oleh Tamo3itnas et al. (2006) menunjukkan efisiensi ekstraksi menggunakan
efil asetat meningkatkan perolehan kembali CAP mencapai 85 - 90% dibandingkan dietil eter. Etil
asetat divapkan pada suhu 50°C sambil dialiri gas nitrogen hingga tidak ada lagi etil asetat yang
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israiss, yang diendal dengan hilangnym aroma khas el ssstsl (Degroodt af o, 1952 Proses
penguspen Gibaniu dengan disfirkannys ges nitrogen, Gas nrogen barsifal iner sshingge ke
akan barenksi dengan CAP. Selelah oli aselsl monguap, yang larsiza ocslah calran kuning kental
menyerspad Esmpllan mimgas.

Proses pembersiban (clean- up) ekstrak CAP dapat menggunaken prosedur sofd phase
ewtrsction (SPE) (Guy of ai, 2004;Forli af &, 2008), namun aken mamparsma waktu analisia
Conh hamna i, digunakan feknk clean-up yang ebin ssdarhana yaliu ekaireksl oairgalr
{Tamobiinas & al, 2008, Rodziewicz dan Zawadzka, 2008) . Ditambahkan campuran n-hessan
Woraform (1.1 wiv) unbull manank -sonyawa - Senvawa  non-potar (lipid) yang mand  tersiss,
sedengkan untuk manarlk senyewa CAP pada sampel digunakan pelarut etamd,

Fasa etendl merspsken fase yeng siep dinjoksikan pada HPLC, Sering kali berjadi
kegagelen pade ishap skhir Inl, yang diiendel dengan fase etancl yang tidak jemih, membentuk
berupa cairan berbulh seperfl amulsl sehingga tidak dapat dimjeksidkan. Hal Inl dapat distas! dangan
mempariama proses sentifugss| aisy menambah kecepatan puiaran hinggs 25000 mm salemsa 5
manit { Temodilines af al, 2006), Gambar 24 dan 2B mempedinatkan tahapar-iahapan dalam
proses alkstrakal nl,

Gambar 2A. Hauil eksiraksi dengan squabides dan etil asetst sehinggs terbentuk tiga lapisan
berbada (1. Daging fun; 2. Fase squabides; 3. Fase of asatat); 28, Husil skstraksi deging ikan
gurami yang siap dinjsksian (lapisan slas adalah Tass atanod yang diinjsksilen, lapisan bawah

barups fass n-heksan:klonfonm)
Uil kualtear?
Uji kuaiitalif mangounakanpereaksi natriom hidroksida menunjukiken sampel daging fkan
garram| yang diboii dari keliga pasar erabud lidak manunjukkan perubahan wama (nagalll CAF),
Hal ind dimumgkinkan ksrena residu CAP dalam daging kan gurami barada dalsm konsentas| yang

culup kecll yakni pavt par bifion (ppb), sehingga bie digunakan peresksl tertents, seperts NeOH, uji
kuglitatf tersebut tidak culoap s it umiul mendstehsi kebaredaan mesidu CAP.
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Gambar 34, Komatogrem glandar CAP 100 po/mi yang diperbeeer ipuncak CAF ppde menit ke-
7,938); 38, Kromalogram sandar CAP 20 ngiml {puncak CAP pada menit ke-0,073). Metode
anallsls menggunakan fees diam C-18 {150 mmox 4,6 mm) § ym, fese garek matanal @ alr (490:60),
kecapalan all- 1 mimenit, datekior UV pada & 277 nm
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Gambar 4, Kromatogram samps e gursm dl ketigs passr ireefialonsl, 44, Pesar 1 CAP muncul
pada rata-rata rmank ke-8, 088 + 0.08 (X + 50] | 48, Pasa 2 CHP muncis pada rafa-rata masnl k-

TR+ 008, 45, Pasar 3 LA muncul pade reta-rats menit ke-8,008 & 3,03, 40. Kromalogram
eampal blanko. Meloos arclisin yang digunaisan same dengan gamzer eabeiammya ((Bamixar 3)
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Dilakukan uji kualitatif lain terhadap sampel dengan pemerikasan kromatogram
menggunakan metode kromatografi (HPLC). Masing-masing analit tertentu dalam kromatogram
diwakili olsh puncak. Jarak maksimum puncak dari titik injeksi dinyatakan dalam unit waktu disebut
waktu retensi (tg), dan berfungsi sebagai pengidentifikasi untuk analit pada sistem tertentu. Waktu
retensi mungkin deskriptor yang paling banyak digunakan dari sifat analit, dan itu adalah parameter
yang paling mudah diukur. Sehingga menjadikannya sebagal parameter paling universal
{Kazakevich dan Lobrutto, 2007). Dua senyawa dikatakan identlk jilka mempunyal nilai tr yang
sama jika diukur pada kondisi HPLC yang sama (Gandjar dan Rohman, 2009). Hasil kromatogram
sampel ketiga pasar menunjukkan munculnya puncak pada fr yang relatif sama dengan tr standar
CAP (Gambar 3 dan 4), yakni pada menit ke-7,958 + 0,15 (X % SD) dan ke-8,118 + 0,04 untuk
masing-masing sampel dan standar CAP. Sehingga secara kualitatif dinyatakan bahwa ikan gurami
yang dijual di ketiga pasar tersebut mengandung residu antibiotik CAP. Terjadi sedikit perbedaan
waktu retensi sampel dan standar CAP (< 2 %), kemungkinan disebabkan ada satu bagian pada
fase diam yang menahan analit lebih kuat dibandingkan bagian lain atau terjadi transfer massa
yang belum seimbang pada kolom (Harvey, 2000).

Profil kromatogram

Profil kromatogram umumnya disampaikan untuk memberikan informasi kondisi kolom,
sistem, dan ihwal pemisahan suatu analit. Sehingga profii kromatogram juga dapat dijadikan
sebagai penilaian uji keseseuaian sistem. Uji kesesuaian sistem lebih sering diterapkan pada
instrumen analisis. Ujl tersebut dirancang untuk mengevaluasi komponen - komponen sistem
analisis secara periodik untuk menunjukkan bahwa kinerja sistem memenuhi standar yang
dipersyaratkan metode tersebut (Watson, 2007) dan menentukan apakah sistem
pengoperasiannya bekerja dengan baik (Adamovics, 1997). Profil kromatogram meliputi faktor
retensi (k), efisiensi (N), selektivitas (o) dan resolusi (R) (Kazakevich dan Lobrutto, 2007).
Resolusl (R)

Derajat pemisahan dua komponen campuran dalam proses kromatografi dinyatakan
dengan resolusi (R) (Hendayana, 2006). Resolusi yang baik bila nilai R = 1,6 (Adamovics, 1997,
Kazakevich dan Lobrutto, 2007). Hal ini berarti dua komponen zat terpisah sempuma dengan jarak
waktu singkat antara puncak pertama dan puncak kedua. Lebih kurang hanya 0,13% area (dasar)
puncak yang tumpang tindinh dengan (dasar) puncak lain dengan niai R = 1,5. Nilal resolusi yang
rendah dapat ditingkatkan dengan meningkatkan efisiensi kolom dan selektivitas kolom terhadap
analit (Harvey, 2000). Hasil penslitian diperoleh nilai R sebesar 1,644, sehingga dapat disimpulkan
dua komponen zat terpisah cukup sempuma dalarn proses kromatografi.
Faktor asimetri

Bila puncak yang akan dikuantifikasi ternyata asimetris, maka perhitungan asimetrisitas
perlu dilakukan untuk mengontrol atau mengkarakterisasi sistem kromatografi. Faktor asimetri yang
baik yaitu satu (1). Hasil penelitian menunjukkan fakior asimetri yang diperoleh yaitu 1,013,
sehingga dapat disimpulkan bahwa puncak yang dihasilkan tidak melebar dan cukup simetri
sehingga dalam proses kromatografi terjadi pemisahan yang efisien. Tidak adanya interaksi yang
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kuast snalit barfanty dengan fnse diam dan pads konsentresl anall yang reletif rendah menghasikan
puncak yang simetris dan menyerupal kurva gaussian khas (Kazakevich dan Lobrutio, 2007).
Efskansl kolom (M)

Tingkat efisiensi pemisshan dengan kromaiogref§ tercermin pads puncek-puncek
kromatogram yang dhasilkannya, Somakin lebar susty puncak kromatogram moka permisahan
samakin kursng sfisien. Labar puncak maerupakan panpgeruh kineth yang barkemasn dengan
porgerakan analll serta inlerknirya dengan fase gerak dan fase dinm (Harvey, 2000). Semaskin
bemar nitel N maks samakin sfislen pemiashannya (Hendeysna, 2006 ), Tingkat efislensl kolom juga
akan mempengaruhi msolusi womatogram. Semakin kecl lebar puncak skan manghasEkan
resofusl yeng semakin balk, Hasfl pensliiian menunjukken sfislensl kolom yang diperoleh yaity
2582, 542. Hal ini manunjuldan bishwa selama proses kromatografi tedadi pamisahan yang efisien,
Selektivitan (o)

Selekivitas marupakan sumty Ukuran ssbarapa mampu metode tersebut mangukier anailt
saja dengan mdamys senyawe-ssnyaws |ein yang teskendung dl dalsm sampal Peds slaam
kromaiografl  selektivitas merupakan ukuran  ketsrpihan dua Komponen campuran yang
dipisahkan, Bifas harge o>1 maks ssenymwa periama kelusr dard kolom leblh coepat daripada
sanyaws kedua. Semakin besar hamga o, semakin balk pamisghan senyawa manggurnakan mstods
inreabul (Hendayane, 2006). Diparoleh hasll o sebesar 1,184, Hal inl menunjukkan balwa sslama

Taba! 1. Parameter ull kesesualan slstem metods HPLC
yang digunakan daiam analisis residu CAP pada lan guraml

Mo Wariabol Hasl

1 Fase gerak Medanol | Aquabides (40.60)
2 Faso diam C-18 (150 mm x 4,6 mm) & pm
4 Hacepatan sl 1 mlfmanit

4  Feaolusl 1,664

5 Fakbor asimob 1,013

B

T

Efisiansi kolom (W] 2582 542
Solekdiias 1,184

Validesi mefods

Validasi metods merupskan proses pembakuan suaty metode analsls untuk mamastlicn
bahwa matode torsebnd masih sesusi bla digunskan unfuk menyaian hasl tes yang dapat
diparcayn Validesi malode manurul Unied Sisfes Pharmocopais (USP] Vol Z3 [ohun 1885,
chakuksn uniuk memsmin bshwa metode analiss akust, spesifis, reprodusibel, dan tahen pada
kisaran snalil yang akan dianalisis. Tidak dilakuken valides| engkap (AW velidelion) karena
peneliian Inl mengadop pada metods yang telsh temstendsr, SWI Z354.82008 Peameter-
parameter yang diverifiasl antara lain: linlerdtas, Limi of Detection (LOD), Limdt of Quantiation
(L), presisl dan akuresi.
Optimasl A max

Ciptirmaal & meay dilakukan agar saat dilalukan panguikuran tarhadep sweatl sanyeEwa pada
A man, matode yang digunakan mamiliki kemampuin unbuk mengukur zal yang dituju secara bepal
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dmn spusifik dengun edenya kermponen lein dalam matnks sempel sepedi didalmumian, produ
degradea|, dan komponen matriks (Hamits, 2004).

P

-
|
|

Gamboer 5. Hesil oplimasi & mex CAF (koneenirasi 1 ppm manggunakan peiarut melanol dan air,
PV PN LKHAT A Pl = 27T Al

Linksrtias

Kebanmyskan meinde enallsle didesarken pedes  proses-prosss yEng  mekcdenye
munghaslkan ety rogoin yang linioe des yarg moningiot sdou menurun socdra BHie sobanding
dengan konaantrasl analll Sehingga linlertas merupaken kemempusan susts metode uniuk
mgrperabeh Imsilhasl Wi wing semm nngeung proporsico dengan kensentrasi anelit poda
kizaran yang diberkan (Watson, 2007 Gandar dan Rohmsan, 2008} Lkuran statietit unflk marfaal
kesesuaian gatis meald cala seri kadar lanuan siandar adalsh oeofisien zorclas () SusU
koefalan korelas = 0 968 dianpggep manun|ukdan inledtas (Watson, 200F)

45

40 o

el ..-"' = r
% < =10 s il
EE . il
=70 - : -
§15 - s

L1 .___...4-

5 ‘

u |

1] 10 BO

20 a0 4
Kadar gtandar kEorarmfanikol (hdml)

Gambar 4. Kurva regresd linler standar CAP

Fesidu TAP dalam daging Ikan gurami dengan entang kedar & sampai 40 nglmil dgamin
lindarits enam denggan r 08885, Dengan damiklan asabia digunekan urtsk menghlheng kadar sampal
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daging kan guraml dengen kandungan residu CAP yang masuk dalam range tersebul, dapaet
dijamin kevakdiasmm.

Diketahul puls derl persamaan gans, metode yang digunakan memiki respon linkar y =
174 44x + 181. Kepeksan depat diihat sebagai kemiringan susiu lurve respon dan mungikin
mecupakan aushy fungsl darl melods it sendid. Kepekasn melode memnkskon seberope
responsl maetoda terssbut terhadap sedikit perubahan delam konsentrasi mssatu anallt (Watson,
200T).

Batas deteksl (LOD) dan batas kuantitas| (LOGQ)

Semakin kecil nial LOD den LOQ yang dihaallkan, maka metlode yang digunekan semekin
sensiif urtuk manganalisis suly sampel, Panelilian menunjukkan metods yang digunakan dapat
mendeielsl kebsmedasn residy CAP dalem daging ikan guraml, apsbils konsantrasinye lshih dan
atau sama dengan 0,844 ngiml (LOD). Sedangkan konsantras! terendah residu CAP dalam daging
Bmn guram| yang dapat dientuken dengsn presisl dan akurss| yang depst ditedma pade kandiel
operasional matode ini adalah 1,951 ng/mi (LDQ), Nilal LOD yang dihasilkan bolum moemanuhi
pargysrstan European Union (ELU), babwa kemampuan matoda uniuk mendateks residu CAF pads
bizhan pangan 2sal hewan handaknys 0,3 pgfag

Presisi

Berdnsarkan pedoman Infemational Confersnce on Harmonization (ICH), presial munghkin
diperimbangkan pada fige tngkatan: ketensangan, presis! inlermediat, dan meprodusibiitas
(Watson, 2007). Pengujlan presis! yoang dilakukan hanys mencakup repeatsbily procision
Kemungidnan besar panotaosn kader dapat diulangt olah orang yang sama dangan menggunakan
instruman tunggal. Menurul Association of Anaiylicel Chemisi (AOAC) pada kadar lebih dari 10
ppb, preesi disnggap mamenuhi syerst bila Relslive Slandard Dewvialion (RSD) by dan AUC-ya
tidmk lakih dari 15 % (Anonim, 2002b). Nilai presiss melode dtunjukkan pedn Tabal 2.

Tabel 2. Repeatsbiity precigion CAP
Tinggl  Lussares
N puncak  puncak  Mimenit

1 186 32 7408

2 181 31Z8 7,361

a 189 3035 Ta23

4 182 3120 ¥.282

5 180 3108 7,268

) 188 S T2

X 1] FOBE 7337

8D 2,16 42,32 0,050

RS0 (%} 1,14 1372 .67
Katarangan: X = rata-mti; 50 = siondar devask;

R&D = diveiasi missi

Alurasi
ADAC mendefinisian alures! ssbags! Epdekatan entara hasll pengukuran dangaen nilal
sabanamya (Anonim, 2002b), Akurasi juge depat didefiniaikan sebagal ukursn yang menunjukkan

Jumal limiah Farmasi Vil 7 No. 1 Tehun 2010



Anslisis Residy Antibiotik 25

dersiad kedekainn hasd snabsis dengan kedar ool vang sebensrmye (Harmits, 2004), Paramaiar
nilal akuras! eoatsh recovery ateu peroishan kembal, Digunakan mainds penambahan beku, yaitu
dilarmtshkan sejumiah leruinn standar dengan konsanirasl ledenly pade sampel yang diperiksa
kemudisn danelizis, Recovary dikslahul dengen meneniukan persen analit yeng ditembahkan
dapat ditemukan kemball darl hasé analksis (Harmita, 2004), Codex Alimantars volume 3 lentang
residu obat untuk hewsn temek dalam makanan, menyebutkan [ks kader yang skan dianalisis
barkisar antara 2 10 ppb dan < 100 pob fmeka fange moowesy yang dapat diterima barkisar anlara
Tl — 110 % (Anonim, 2002b) Hesll perhfiungan recovery tersai dalem Tabel 3.

Tabel 3. Dats porhAungan akurssl
Hmi‘llllﬂl‘q:ﬂ Kaoxnaentrasal Konsentrasl

e + siandar {ng/mi} mmf (ng/ml}  siendar {ngfmi) AL R

1 31,329 18,548 10 123 B2

2 28,313 18,8460 10 83,870

3 27843 18,846 10 BE,970

4 28,833 18,848 10 108,870

5 0,345 18,840 10 103,800
_8 ns . 18,948 10 HiAm
Rata-rata 10E.200

Pamotspan kader

Mengingat bahaya residu anfibiotk terhadep kesehatan manusia maks peru adanyae
Betss Maksimum Residy (BMR) datam produl temak untuk mesing-masng golongan antibiosi
Berdesarkan SHI 01-5368-2000 fentang t=aias maksimem cemaran mikroba dan bates maksimum
residu delam bahan miskanen ssal hewan, BMR CAP pada degingadalal 0,01 mghg [Anonim,
2000c). BMR pada SNI jauh lebih finggl dibandingkan BMR yang ditetapkan negare laln, seperti
Rusia (0,5 unitlg) (Sokolova dan Chemyasy, 2001 ); China (0.5 pgikg); Eur opean Unlan (EL) (0,3
ppfg) (Zheo dan Ball, 2008) Tabal 4 menunjukkan kadsr residu CAP darl ksfiga pasatidak
matabihl BMA olah SN 01-§386-2000, namun saly disntaranya Bdak mamanuhi persyaratan EU,

Tabel 4. Hasil penstapan kadar residu CAP dalam sampel fiian gurami

B 0,281
s m 1.164
a1 1,864 0,276

mmuﬂmm'

Meskipun demikian, hasil penefiian ini menunjukkan ingkat penyalahgunaan antibiotk,
khusuanys CAP, peda ikan gurami uniuk buen non-lerapelic masih ada khususnya di Jaws
Tengah dan 0.l Yogyskaria. Mengingat pare penjusl ikan gurami di kefiga pasar yang dmampling
mermperoleh an goram| tidak terbates dar Yogyakara namon jugs bersaal darl beberapa kots di
Jiwm Tengah seperdl Semamang. Termmsn inl ddharapkan dapat menjadi baglan pengawasan
pEngen untuk masyarakat dan konsumoen sgar menjad| kebih cermat dalam memiliih jonis pangan
uniule diloneurmsl
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