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Abstract : Tetracycline is an antibiotic which is widely used on chicken farm as medicine as well 
additives to spur growth. The maximum residue limits of tetracycline antibiotic in livestock product based 
on the Indonesia National Standard in 2001 is 0,600 ppm for liver. This study of chicken liver has tested 
three samples of chicken liverfrom one region. Samples were first prepared using 20% trichloroacetic 
acid and a citrate buffer at pH 4 as solvent, followed by centrifugation technique at 2000 rpm for 20 
minutes. After that, liquid-liquid phase extractionis done using n-hexane and then the samples are 
purified by solid phase extraction (SPE). The eluents of SPE were methanol, distilled water, 5% methanol 
and oxalic acid-contained methanol. Further the samples are analyzed with HPLC using ODS (octadecyl 
silica) column. Elution is done by isocratic type and mobile phase used were methanol and a solvent 
mixture(oxalic acid :acetonitrile 4:1), 90:10 flow rate of 1 mL/minutes, using UV detector in a wave 
length of 355 nm. The result of the analysis shows that the levels of tetracycline in sample A is 0,322 ppm, 
0,433 ppm for the sample B, sample C is 0,316 ppm.  The results are validated were the value of 
acuration is 58,3%, precision is 0,123%, the limit of detection is 0,0654, and the limit of quantification 
0,218 ppm. 
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Abstak : Tetrasiklin merupakan golongan antibiotik yang banyak digunakan oleh peternak ayam sebagai 
obat maupun tambahan pakan untuk memacu pertumbuhan (feed additive). Batas Maksimum Residu 
(BMR) tetrasiklin dalam produk ternak berdasarkan Standar Nasional Indonesia Tahun 2001 adalah 
0,6000 ppm untuk hati. Pada penelitian ini dilakukan pengujian terhadap tiga sampel hati ayam yang 
beredar di pasaran. Sampel hati ayam dipreparasi terlebih dahulu menggunakan pelarut trikloroasetat 20% 
dan buffer sitrat pH 4, kemudian dilanjutkan dengan teknik sentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm 
selama 20 menit, dilanjutkan dengan ekstraksi cair-cair menggunakan n-heksan dan dimurnikan 
menggunakan SPE. Eluen SPE yang digunakan metanol, aquades, metanol 5% dan metanol oksalat. 
Selanjutnya sampel dianalisis menggunakan KCKT kolom ODS (oktadesil silika), elusi dilakukan dengan 
cara isokratik dan fase gerak yang digunakan adalah campuran asam oksalat-asetonitril(4:1) dan metanol 
dengan perbandingan elusi 90 : 10 laju alir 1 mL/menit .Menggunakan detektor UV pada panjang 
gelombang 355 nm. Hasil analisis menunjukkan kadar tetrasiklin dalam sampel A 0,322 ppm, B 0,433 
ppm, dan C 0,316 ppm. Hasil tersebut tervalidasi dengan nilai akurasi 58,3%, presisi 0,123%, batas 
deteksi 0,0654, dan batas kuantifikasi 0,218 ppm. 

Kata Kunci: Hati Ayam,Tetrasiklin, SPE, KCKT. 

 

A. Pendahuluan 

Hati merupakan salah satu organ penting dalam tubuh. Organ ini penting untuk 
sekresi empedu, detoksifikasi atau degradasi zat sisa hormon serta obat dan senyawa 
asing lainnya. Namun hati mempunyai banyak tempat pengikatan senyawa-senyawa 
yang tidak bisa detoksifikasi sehingga menyebabkan kadar residu obat dalam hati 
menjadi lebih tinggi dibandingkan kadar residu dalam jaringan lain (Lu, 1995; Doull, 
1996). 

Beberapa antibiotik bisa digunakan dalam pakan ternak sebagai pencegahan, 
pengobatan penyakit dan tambahan pakan (feed additives). Salah satu antibiotik yang 
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sering digunakan pada pakan ternak ayam adalah tetrasiklin. Penggunaan tetrasiklin 
yang berlebihan, akan menimbulkan residu pada produk ternak. Residu antibiotik dalam 
tubuh manusia yang berasal dari hewan ternak dapat menimbulkan resistensi karena 
jumlah subterapetik yang diterima secara terus menerus, serta gangguan terhadap 
mikroflora normal dalam usus, yang dapat mengurangi populasi maupun mengeliminasi 
strain-strain bakteri yang bermanfaat (Lee et. al.,2000). 

Pemberian antibiotik pada hewan dalam peternakan skala besar umumnya 
diberikan melalui air minum dan dapat diikuti dengan pemberian antibiotik melalui 
pakan (Martaleni, 2007). Hampir semua pabrik pakan menambahkan obat hewan berupa 
antibiotik ke dalam ransum jadi (Bahri et al., 2000). 

Apabila peternak yang menggunakan pakan tersebut tidak memperhatikan aturan 
pemakaiannya, maka produk ternak tersebut dapat mengandung residu antibiotik yang 
dapat membahayakan kesehatan manusia (Yuningsih, 2005). 

Acuan Pemerintah dalam penerapan Standar Nasiaonal Indonesia Tahun 2000 
No.D1-6366-2000, batas minimal residu dan obat antibiotik pada bahan makanan asal 
hewan, antara lain untuk tetrasiklin pada daging 0,1 ppm, telur 0,05 ppm dan susu 0,05 
ppm. Batas Maksimum Residu (BMR) dalam produk unggas berdasarkan Standar 
Nasional Indonesia untuk hati adalah 0,600 ppm (SNI, 2001). 

Pada penelitian sebelumnya telah diperoleh informasi bahwa pada sampel  hati 
ayam terindikasi adanya antibiotik tetrasiklin (Perdian, 2015). Tetapi penelitian ini 
belum memberikan hasil analisis kuantitatif  yang tervalidasi. Maka diperlukan 
penelitian lebih lanjut untuk menganalisis kadar tetrasiklin dalam hati ayam serta perlu 
dilakukan pengembangan metode analisis tetrasiklin dalam hati ayam secara kuantitatif. 
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bagi masyarakat tentang kadar 
tetrasiklin dalam hati ayam. Analisis dilakukan dengan menggunakan metoda 
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). 

B. Landasan Teori 

Tetrasiklin adalah antibiotik bakteriostatik berspektrum luas yang menghambat 
sintesis protein. Tetrasiklin bekerja aktif terhadap banyaknya bakteri Gram positif dan 
Gram negatif, termasuk bakteri anaerob, riketsia, klamidia, mikroplasma, bentuk L, dan 
terdapat beberapa protozoa, misalnya amoeba. 

Tetrasiklin bekerja dengan menghalangi penambahan asam amino baru pada 
rantai peptida yang sedang terbentuk, biasanya bersifat menghambat atau membunuh 
bakteri Gram positif dan Gram negatif (Jawetz, E. 1996) atau baik pada mikroba 
ekstrasel mampu intrasel, tipe kerjanya bakteriostatik. Mekanisme kerjanya yaitu 
hambatan pada sintesis protein ribosom dengan menghabat pemasukkan aminoasil t-
RNA pada fase pemanjangan yang termasuk fase translasi ini akan menyebabkan 
blokade perpanjangan rantai peptida (Mutschler, 2006:650-651). 

Berdasarkan proses farmakokinetiknya, tetrasiklin mampu diabsorbsi sebanyak 
30-80% melalui saluran cerna, namun proses absorbsi ini sebagian belangsung di 
lambung dan usus halus bagian atas. Sebagian besar golongan tetrasiklin dalam darah 
terikat pada protein plasma dalam jumlah yang bervariasi, dan mampu terakumulasi 
dalam hati, jaringan limpa, sumsum tulang, area dentin dan email gigi serat dapat 
melewati sawar urin. Pengeluaran atau proses eliminasi tetrasiklin terjadi di ginjal 
melalui mekanisme filtrasi glomerulus dan dikeluarkan melalui urin (Setiabudi, 
2011:695-696). 
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Terjadinya residu dalam tubuh hewan itu disebabkan ketika kurangnya informasi 
mengenai penambahan imbuhan pakan secara langsung sehingga mengakibatkan 
ketidaktahuan peternak dan ketidakpatuhan para peternak dalam penggunaan obat 
antibiotik yang diberikan dengan cara menambahkan pada pakan sehingga kurang 
memperhatikan waktu henti obat (Brady dan Katz, 1992). 

Metode penelitian kadar tetrasiklin dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif 
dengan menggunakan alat instrumen kromatografi cair kinerja tinggi. Sampel hati ayam 
yang digunakan yaitu hati ayam yang beredar di pasar tradisional di Bandung. 

C. Hasil Penelitian dan Pembahasan 

Sampel hati ayam yang sudah diblender ditambahkan larutan asam trikloroasetat 
20 % dan buffer sitrat pH 4 selanjutnya dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 2000 
rpm selama 20 menit. Selanjutnya dilakukan proses ekstraksi cair-cair dengan pelarut n-
heksan. Kemudian dilakukan  proses penguapan menggunakan waterbath selama 20 
menit dengan suhu 70°C. Dilakukan pemurnian menggunakan kolom solid phase 
extraction (SPE) dengan mengalirkan 10 mL metanol, kemudian ditambahkan aquades 
10mL.Tahap retensi dilakukan dengan pemasukkan sampel kedalam kolom SPE. Tahap 
pembilasan digunakan metanol 5% sebanyak 10 mL. Tahap terakhir yaitu elusi 
digunakan metanol oksalat sebanyak 6 mL. Hasil dari sampel elusi yang menggunakan 
metanol oksalat diambil 1 ml kemudian diencerkan untuk keperluan analisis KCKT 
pada labu takar 10 ml hingga tanda batas setelah itu dilakukan penyaringan dua kali 
menggunakan membran Filtrae 0,45µm Agilent. Selesai disaring larutan tersebut 
dipindahkan ke vial dan kemudian siap di injeksikan atau dianalisis dengan KCKT 
dengan fase gerak campuran asam oksalat-asetonitril (4:1) dan metanol dengan 
perbandingan elusi 10 : 90 laju alir 1 mL/menit. Menggunakan kolom oktadesil silaka 
(ODS) elusi dilakukan dengan cara isokratik dan menggunakan detektor UV pada 
panjang gelombang 355nm. 

Hasil kromatogram yang diperoleh dari larutan standar tetrasiklin pada 
konsentrasi 10 ppm waktu retensi 2,127 menit elusi dilakukan selama 5 menit, dimana 
alat KCKT dapat mendeteksi senyawa tetrasiklin. Sampel A,B (hati ayam boiler) dan 
sampel C (hati ayam kampung) menghasilkan waku retensi yang mendekati waktu 
retensi larutan standar jadi dapat disimpulkan secara kualitatif dan kuantitatif bahwa 
sampel hati ayam positif mengandung residu antibiotik tetrasiklin dapat dilihat pada 
table dibawah ini. 

 
Tabel IV.1. Hasil Identifikasi dalam sampel 

Tujuan dilakukan uji kesesuaian sistem adalah untuk melihat sistem 
kromatogram dapat beroperasi secara baik atau tidak. Dimana dilakukan penyuntikan 
sebanyak 7 kali dengan larutan standar tetrasiklin pada konsentrasi 10 ppm dengan alat 
KCKT pada kondisi optimum. Dari kromatogam yang diperoleh dapat dilihat nilai luas 
area dan waktu retensi, sehingga nilai simpangan baku residual (SBR) dapat dihitung 
dengan diperoleh luas area 0,717 % dengan waktu retensi 0,157 %. Hasil tersebut 
memenuhi syarat, karena nilai SBR yang memenuhi syarat yang baik adalah  2%. 
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Tabel IV.2. Uji Kesesuaian Sistem Luas Area 

 
Tabel IV.3. Uji Kesesuain Sistem Waktu Retensi 

Uji linieritas bertujuan untuk memperoleh hasil uji yang proporsional (sepadan) 
terhadap konsentrasi analit dalam sampel dan dalam rentang konsentrasi yang 
digunakan secara langsung atau melalui suatu transformasi matematika yang jelas. 
Sehingga untuk mengetahui apakah dua variabel mempunyai hubungan yang linier atau 
tidak secara signifikan. Setelah dibuat persamaan garis lurus (regresi linier) y = a + bx 
dimana nilai a = 28829 dan nilai b =531527 dengan nilai koefisien korelasi atau disebut 
juga sebagai nilai (r) = 0,989 dan Vx₀ 0,048 %. Data yang diperoleh dapat disimpulkan 
memenuhi syarat karena nilai koefisien korelasi mendekati nilai 1, sedangkan VX0 
memenuhi syarat karena tidak melebihi dari 5 %. 

Tabel IV.5. Linieritas 
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Gambar 1 Kurva linieritas 

Akurasi merupakan kecermatan tingkat kedekatan hasil pengujian metode 
dengan nilai yang sebenarnya atau nilai yang dinyatakan benar. Dari hasil akurasi yang 
diperoleh nilai persen perolehan kembali dari konsentrasi sebesar 0,5 ppm diperoleh 
sebesar 58,3%. Dari data yang diperoleh maka dapat disimpulkan bahwa nilai perolehan 
kembali tidak memenuhi persyaratan atau tidak memberi pengguatan karena jumlah 
kadarnya yang kecil disebabkan belum sempurnanya pemisahan komponen-komponen 
sehingga nilai yang diperoleh tidak masuk dalam rentang syarat akurasi yaitu 98-102%. 

Tabel IV. 6. Akurasi

 
Dari hasil presisi pada konsentrasi 0,5 ppm didapat SBR 0,123 % dari hasil 

tersebut dapat disimpulkan bahwa SBR memenuhi syarat karena SBR yang baik adalah 
 5%. 

 
 Tabel IV.7. Hasil simpangan baku relatif  pada presisi 

D. Kesimpulan 

Berdasarkan pengembangan metode yang dilakukan hasil analisis menunjukkan 
sampel A, B, dan C terdeteksi positif megandung tetrasiklin dan dugaan sementara 
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mengandung turunan tetrasiklin. Kadar yang diperoleh dari sampel A adalah 0,322 ppm, 
sampel B adalah 0,433 ppm dan sampel C adalah 0,316 ppm. Untuk hasil validasi 
didapat nilai akurasi 58,3%, nilai yang diperoleh masih kecil dikarenakan pada saat 
preparasi sampel belum begitu baik dan masih terdapat banyaknya puncak-puncak yang 
belum sempurna terpisah, sedangkan untuk nilai presisi 0,123, LOD 0,0654 ppm dan 
nilai LOQ 0,218 ppm telah memenuhi persyaratan. 
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