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RINGKASAN 
 
 

OPTIMASI DAN VALIDASI METODE ANALISIS  
METABOLIT NITROFURAN DALAM PANGAN OLAHAN UDANG 

SECARA KCKT-UV/PDA 
 

Nitrofuran adalah golongan antibiotik yang seringkali digunakan sebagai bahan 
tambahan pakan pada budidaya udang, dan masih banyak disalahgunakan. Sehingga 
diperlukan adanya pengawasan terhadap produk-produk dengan komposisi utama 
udang. Beberapa obat golongan nitrofuran yang umum digunakan adalah furazolidon, 
furaltadon, dan nitrofurantoin. Golongan ini dimetabolisme secara cepat dalam tubuh 
hewan dan umumnya tidak muncul sebagai residu, sehingga menyulitkan deteksinya 
dalam produk makanan yang berasal dari hewan. Ketiga senyawa nitrofuran tersebut 
mampu membentuk metabolit toksik, yaitu 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) untuk 
furazolidon, 3-amino-5-methylmorpholino-2-oxazolidinone (AMOZ) untuk 
furaltadon, dan 1-aminohydantoin (AHD) untuk nitrofurantoin. Metabolit ini dapat 
terikat di jaringan dan stabil untuk waktu yang lama, sehingga berfungsi sebagai 
penanda untuk penggunaan nitrofuran secara ilegal pada hewan penghasil makanan.  

Metode yang telah digunakan untuk analisis kadar metabolit nitrofuran adalah 
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Karena sifatnya yang menggunakan 
antibodi yang spesifik untuk analit target, metode ini tidak dapat digunakan untuk 
melakukan penetapan kadar beberapa analit secara simultan.  
Metode kromatografi cair kinerja tinggi dengan detektor tandem spektrometri 
massasemakin banyak digunakan dan telah secara signifikan meningkatkan metode 
kuantitatif untuk penentuan nitrofuran dalam beberapa tahun terakhir. Metode LC-
MS/MS memiliki selektivitas dan sensitivitas yang sangat tinggi, namun aplikasinya 
masih sangat mahal dan tidak semua laboratorium pengujian memiliki instrumen ini. 
Untuk keperluan kontrol kualitas secara rutin terhadap sampel produk pangan yang 
jumlahnya cukup banyak, maka diperlukan suatu metode skrining sebagai metode 
awal sebelum dilakukan metode LC-MS/MS. Dengan demikian LC-MS/MS lebih 
ditujukan untuk keperluan konfirmasi terhadap sampel yang dinyatakan positif pada 
hasil metode skrining. 

Metode lain yang digunakan untuk penentuan kadar metabolit nitrofuran adalah 
kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dengan detektor UV-PDA atau UV, antara 
lain analisis AOZ pada hati dan otot dada ayam. Namun sejauh ini belum tersedia 
metode yang sudah tervalidasi untuk penentuan kadar metabolit nitrofuran pada 
pangan olahan yang berbahan dasar udang. Tujuan dari penelitian ini adalah 
melakukan validasi metode KCKT dengan detektor UV-PDA sebagai metode awal 
untuk identifikasi dan penetapan kadar residu metabolit nitrofuran dalam pangan 
olahan udang.  

Sampel pangan olahan udang yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakso 
udang yang dibuat sendiri, dengan cara pembuatan sesuai pada pustaka. Tidak 
terdapat cemaran analit pada sampel yang digunakan, hal ini ditunjukkan dari tidak 
adanya puncak-puncak analit pada kromatogram matriks sampel. 

Tahapan awal validasi metode adalah optimasi cara ekstraksi dan kondisi KCKT. 
Diperoleh hasil optimal dengan ekstraksi menggunakan etil asetat dan n-heksana, 
dengan kondisi KCKT fase gerak ammonium asetat 20 mM : metanol (70:30), laju 

IR -  PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS OPTIMASI DAN VALIDASI ... RACHMA AYUNINGTYAS



 x 

alir 0,5 ml/menit, volume injeksi 100µL dan suhu kolom 40°C, detektor UV pada 
panjang gelombang 260 nm. 

Tahap selanjutnya adalah melakukan uji kesesuaian sistem, untuk memastikan 
bahwa sistem yang digunakan dapat menyediakan hasil yang memenuhi kriteria. 
Diperoleh hasil RSD waktu resolusi untuk AOZ, AMOZ, dan AHD masing-masing 
adalah 0,08%; 0,11%; dan 0,08%. Sedangkan hasil RSD untuk area AOZ, AMOZ, 
dan AHD masing-masing adalah 1,71%; 0,32%; dan 0,28%. Syarat keterulangan 
yang baik adalah RSD £ 1%, sehingga disimpulkan bahwa seluruh analit memenuhi 
syarat kecuali AOZ.  

Setelah melakukan optimasi metode dan uji kesesuaian sistem, maka dilakukan 
validasi metode. Langkah pertama dalam validasi metode adalah uji selektivitas, yaitu 
menyuntikkan larutan baku campuran dalam matriks sampel. Puncak ketiga analit 
harus terpisah satu sama lain dengan baik dan terpisah dari puncak-puncak lain dalam 
matriks. Suatu metode dikatakan selektif apabila resolusinya > 2. Hasil resolusi yang 
diperoleh adalah AOZ 12,62; AMOZ 3,31; AHD 4,28. Selain itu juga dilakukan 
penghitungan Similarity Index (SI) dimana untuk AOZ dan AHD diperoleh hasil 
0,987087 dan 0,988885. Sedangkan untuk AMOZ, nilai SI adalah 0,877971.  

Uji linieritas untuk AOZ pada rentang 50,19-100,39 ng/mL memperoleh hasil 
persamaan regresi linear y = 438,23x + 5111,82 dengan koefisien korelasi (r) = 
0,9759 dan t hitung = 8,9432. Linieritas AMOZ pada rentang 51,12-102,23 ng/mL 
memperoleh hasil persamaan regresi linear y = 398,58x – 2023,68; r = 0,9869 dan t 
hitung = 12,2412. Linieritas AHD pada rentang 49,78-99,57 ng/mL memperoleh hasil 
persamaan regresi linear y = 329,28x + 12990,65; r = 0,9620 dan t hitung = 7,0441. 
Nilai r dan t yang didapat kemudian dibandingkan dengan nilai r tabel dan t tabel, 
yaitu masing-masing 0,8114 dan 2,7764 (DF=4, a=0,05). Nilai r hitung dan t hitung 
lebih besar daripada r tabel dan t tabel, artinya terdapat hubungan linier antara 
konsentrasi dan area. Untuk memverifikasi apakah model terbaik untuk 
menggambarkan hubungan variabel x (konsentrasi) dan y (area) adalah garis lurus 
(regresi linier) atau apakah hubungan antara dua variabel tersebut lebih baik 
digambarkan dengan suatu kurva, dilakukan uji Mandel yaitu dengan menghitung 
nilai 𝐹". Nilai 𝐹"  tersebut kemudian dibandingkan dengan nilai F tabel. Nilai 𝐹" untuk 
AOZ, AMOZ, dan AHD masing-masing adalah 0,47; 0,58; dan 8,52, sedangkan nilai 
F tabel (P= 99%, df1 = 1, df2 = n-3) yaitu 34,12. Nilai 𝐹"	dari ketiga analit lebih kecil 
daripada F tabel, sehingga dapat disimpulkan linieritas ketiganya dapat diterima 

Akurasi dinyatakan dalam persen rekoveri, yaitu perolehan kembali dari 
sejumlah larutan baku yang diketahui konsentrasinya. Pada konsentrasi 60, 80 dan 
100 ng/mL, rekoveri AOZ adalah 79,82%±15,98 - 103,99%±13,03; rekoveri AMOZ 
79,86%±15,56 - 100,68%±4,12; dan rekoveri AHD adalah 89,70%±4,98 -
103,62%±14,90. Syarat keberterimaan uji akurasi adalah 60-115%, sehingga 
disimpulkan hasil uji akurasi memenuhi syarat. 

Uji presisi yang dilakukan pada penelitian ini adalah repeatability, yaitu analisis 
dengan replikasi tiga kali secara independen dari tiga konsentrasi sampel seperti pada 
uji akurasi. Hasil RSD untuk AOZ adalah 6,12-20,02%; RSD AMOZ 4,15-19,48%; 
dan RSD untuk AHD adalah 3,30-14,38%. Sedangkan syarat presisi untuk analit 
dengan kadar 10-100 ppb adalah RSD < 21%. Dengan demikian metode ini 
memenuhi syarat presisi. 

LOD dan LOQ ditentukan dengan cara menghitung rasio signal-to-noise dari 
hasil penyuntikan baku yang konsentrasinya lebih rendah daripada larutan baku 
terkecil pada uji linearitas. Konsentrasi yang digunakan adalah AOZ 41,52 ng/mL, 
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AMOZ 45,06 ng/mL dan AHD 39,94 ng/mL. LOD serta LOQ yang diperoleh untuk 
AOZ adalah 3,09 ng/mL dan 10,29 ng/mL; AMOZ 6,84 ng/mL dan 22,82 ng/mL; 
AHD 4,61 ng/mL dan 15,36 ng/mL. 

Dari analisis AOZ, AMOZ dan AHD dalam pangan olahan udang secara KCKT 
UV-PDA dengan kolom ODS 4,6x250 mm 5 µm, fase gerak  ammonium asetat 20 
mM:asetonitril (70:30), laju alir 0,5 ml/menit, suhu kolom 40°C dan detektor UV 260 
nm disimpulkan bahwa metode ini memenuhi persyaratan validasi serta dapat 
digunakan sebagai metode skrining awal untuk cemaran metabolit nitrofuran dalam 
produk olahan udang. 
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