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Abstrak

Amoksisilin merupakan antibiotik golongan B-laktam yang keberadaannya pada produk akuakultur perlu mendapat perhatian
karena berkaitan dengan keamanan pangan dan resistensi antimikroba. Informasi mengenai keberadaan amoksisilin pada
udang vaname (Litopenacus vannamei) konsumsi masih terbatas. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi kinerja analitik metode
HPLC untuk analisis amoksisilin serta menerapkannya sebagai pendekatan deteksi awal pada sampel udang konsumsi.
Evaluasi metode dilakukan berdasarkan parameter linearitas, akurasi, dan presisi menggunakan standar amoksisilin, kemudian
diaplikasikan pada sampel udang yang diperoleh dari Pasar Dinoyo, Kota Malang. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
metode HPLC memberikan respons linear pada rentang konsentrasi yang diuji dengan nilai koefisien determinasi (R?) sebesar
0,9864 serta menunjukkan kestabilan sistem analitik berdasarkan hasil pengujian presisi. Evaluasi akurasi menghasilkan nilai
recovery rata-rata sebesar 108,562 + 31,648% dengan variasi antarreplikasi. Analisis sampel udang menunjukkan satu
preparasi memberikan respons kromatografi yang sesuai dengan standar amoksisilin, sedangkan dua preparasi lainnya tidak
menunjukkan respons terdeteksi. Hasil tersebut menunjukkan adanya indikasi awal keberadaan amoksisilin pada sampel yang
dianalisis, namun belum dapat digunakan untuk menetapkan kadar residu secara definitif. Metode HPLC yang dievaluasi
berpotensi digunakan sebagai pendekatan skrining awal amoksisilin pada produk udang konsumsi, dengan pengembangan
lebih lanjut melalui validasi berbasis matriks dan konfirmasi menggunakan metode analisis yang lebih selektif. Metode HPLC
yang dievaluasi menunjukkan respons linear pada rentang konsentrasi standar amoksisilin yang diuji dan sistem analitik yang
stabil berdasarkan uji presisi dan akurasi. Dengan demikian, metode HPLC ini berpotensi digunakan sebagai pendekatan
skrining awal amoksisilin pada udang konsumsi.
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Abstract

Amoxicillin is a p-lactam antibiotic whose occurrence in aquaculture products requires attention due to its potential
implications for food safety and antimicrobial resistance. Information regarding the presence of amoxicillin in Pacific white
shrimp (Litopenaeus vannamei) for consumption remains limited. This study aimed to evaluate the analytical performance of
a HPLC method for amoxicillin analysis and to apply it as a preliminary detection approach in shrimp consumption samples.
Method evaluation was performed based on linearity, accuracy, and precision parameters using amoxicillin standards,
followed by application to shrimp samples obtained from Dinoyo Market, Malang City, Indonesia. The results showed that the
HPLC method provided a linear response within the tested concentration range with a coefficient of determination (R?) of
0.9864 and demonstrated good analytical system stability based on precision evaluation. Accuracy assessment resulted in an
average recovery of 108.562 + 31.648% with variations among replicates. Sample analysis revealed that one preparation
produced a chromatographic response corresponding to the amoxicillin standard, while the other two preparations showed
no detectable response. These findings indicate a preliminary indication of amoxicillin presence in the analyzed samples;
however, the results cannot yet be used for definitive residue determination. The evaluated HPLC method has potential as an
initial screening approach for amoxicillin detection in shrimp products, with further improvement through matrix-based
validation and confirmation using more selective analytical methods. The evaluated HPLC method demonstrated a linear
response across the tested amoxicillin standard concentration range, and the analytical system proved stable based on
precision and accuracy tests. Thus, this HPLC method has the potential to serve as an initial screening approach for
amoxicillin in shrimp intended for consumption.
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1. PENDAHULUAN

Udang vaname (Litopenaeus vannamei) merupakan salah satu komoditas akuakultur strategis dengan permintaan
pasar yang terus meningkat. Budidaya intensif dalam memenuhi kebutuhan pangan berpotensi meningkatkan
angka kejadian penyakit yang disebabkan oleh bakteri. Hal itu memicu penggunaan antibiotik yang masih
ditemukan sebagai pengendalian penyakit. Akan tetapi penggunaan antibiotik yang tidak terkendali dapat
menyebabkan peningkatan akumuluasi residu pada jaringan organisme budidaya dan meningkatkan risiko paparan
senyawa antibiotik pada rantai pangan [1,2]. Keberadaan residu antibiotik pada produk perikanan menjadi
perhatian penting karena tidak hanya berkaitan dengan keamanan pangan, tetapi juga berkontribusi terhadap
tekanan seleksi yang dapat mempercepat perkembangan resistensi antibiotik. Antibiotik yang digunakan dalam
sistem akuakultur dapat terdistribusi melalui lingkungan budidaya, termasuk air, sedimen, pakan, dan jaringan
organisme, sechingga pemantauan residu pada produk akuatik menjadi bagian penting dalam sistem pengawasan
keamanan pangan berbasis risiko [3,4]. Pada komoditas udang, beberapa penelitian menunjukkan bahwa residu
antibiotik masih dapat ditemukan dengan variasi jenis dan tingkat paparan yang dipengaruhi oleh praktik budidaya
serta kondisi lingkungan [5].

Penelitian residu antibiotik pada udang di Indonesia sebagian besar masih berfokus pada kelompok antibiotik
seperti kloramfenikol, tetrasiklin, dan oksitetrasiklin. Andriyono et al. melaporkan adanya evaluasi residu
antibiotik pada udang vaname dari tambak intensif Banyuwangi, sedangkan penelitian lain pada udang konsumsi
di Jawa Timur lebih banyak mengidentifikasi residu kloramfenikol dan kelompok tetrasiklin [6—8]. Meskipun
penelitian tersebut memberikan informasi penting mengenai keamanan produk udang, data mengenai keberadaan
amoksisilin pada udang konsumsi yang telah memasuki rantai distribusi pasar masih terbatas. Amoksisilin
merupakan antibiotik golongan f-laktam yang banyak digunakan untuk pengendalian infeksi bakteri. Berbeda
dengan antibiotik lain yang telah banyak dikaji pada produk akuakultur, informasi mengenai keberadaan
amoksisilin pada organisme akuatik konsumsi masih relatif terbatas. Studi farmakokinetik menunjukkan bahwa
profil eliminasi amoksisilin dapat berbeda antar spesies dan dipengaruhi oleh kondisi pemeliharaan, sehingga data
residu pada satu organisme tidak dapat secara langsung digeneralisasikan pada organisme akuatik lainnya [9,10].
Oleh karena itu, evaluasi langsung pada matriks udang konsumsi diperlukan untuk memperoleh gambaran awal
mengenai keberadaan amoksisilin pada komoditas tersebut.

Selain keberadaan analit, keberhasilan analisis residu antibiotik sangat bergantung pada kemampuan metode
analitik dalam menghasilkan data yang reliabel pada matriks biologis yang kompleks. Komponen seperti protein,
lipid, dan senyawa endogen pada jaringan udang dapat memengaruhi proses ekstraksi maupun respons detektor.
Oleh karena itu, analisis residu memerlukan evaluasi kinerja metode, termasuk linearitas, akurasi, dan presisi,
sebelum diterapkan pada sampel nyata [11,12]. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan
salah satu metode yang banyak digunakan untuk analisis antibiotik karena mampu melakukan pemisahan senyawa
dengan sensitivitas dan selektivitas yang baik. Beberapa penelitian telah menerapkan HPLC untuk analisis
amoksisilin pada berbagai matriks biologis dan pangan dengan evaluasi parameter analitik tertentu [13,14].
Namun, penerapan metode HPLC untuk deteksi amoksisilin pada matriks udang konsumsi lokal masih belum
banyak dilaporkan, terutama pada produk yang telah berada dalam rantai distribusi pasar.

Berdasarkan kondisi tersebut, terdapat tiga kesenjangan utama dalam penelitian ini. Pertama, kajian residu
antibiotik pada udang di Indonesia masih didominasi oleh antibiotik tertentu, sedangkan informasi mengenai
amoksisilin masih terbatas. Kedua, sebagian besar penelitian dilakukan pada tahap produksi atau lokasi budidaya,
sementara informasi mengenai produk udang yang telah beredar sebagai produk konsumsi masih belum banyak
tersedia. Ketiga, evaluasi kinerja metode HPLC untuk mendeteksi amoksisilin pada matriks udang melalui
parameter linearitas, akurasi, dan presisi masih perlu dikembangkan. Penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi
kinerja analitik metode HPLC dalam analisis amoksisilin serta mengaplikasikannya pada sampel udang vaname
yang diperoleh dari pasar Kota Malang. Berbeda dengan penelitian sebelumnya yang lebih banyak berfokus pada
kelompok antibiotik lain atau sampel dari tahap budidaya, penelitian ini mengevaluasi respons analitik amoksisilin
pada matriks udang konsumsi melalui parameter kinerja metode sebelum dilakukan interpretasi terhadap sampel
nyata. Sehingga, penelitian ini bertujuan mengevaluasi kinerja analitik metode HPLC untuk analisis amoksisilin,
berdasarkan parameter linearitas, akurasi, dan presisi, serta menerapkannya sebagai pendekatan deteksi awal
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amoksisilin pada udang vaname konsumsi dari Pasar Dinoyo, Kota Malang. Hasil penelitian ini dapat memberikan
informasi awal mengenai potensi penggunaan metode HPLC untuk skrining amoksisilin pada produk udang
konsumsi serta menjadi dasar pengembangan metode analisis residu yang lebih selektif pada penelitian
selanjutnya.

2. METODE

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi standar amoksisilin, kalium dihidrogen fosfat (KH>PO.),
natrium hidroksida (NaOH), metanol pro HPLC, asetonitril pro HPLC, water for injection (WFI), akuades,
membran penyaring Whatman berukuran 0,2 um, serta sampel udang konsumsi (Litopenaeus vannamei) yang
diperoleh dari Pasar Dinoyo, Kota Malang. Standar amoksisilin yang digunakan berasal dari Sigma-Aldrich
dengan kemurnian 95,0-102,0%. Seluruh pelarut organik yang digunakan memiliki kualitas HPLC grade,
sedangkan bahan kimia lainnya menggunakan kualitas analitik.

Alat

Instrumen utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah sistem HPLC Shimadzu LC-20AD yang dilengkapi
dengan detektor UV pada panjang gelombang 230 nm dan kolom Shim-pack GIST C18-AQ 5 um_ ukuran 4.6
I.D. x 150 mm. Peralatan pendukung yang digunakan meliputi spektrofotometer UV-Vis SHIMADZU UV-1280,
vortex OHAUS VXMNAL, neraca analitik Fujitsu FSR-A320, pH meter OHAUS ST 200F, hot plate magnetic
stirrer HEI TECH MrHei (Heidolph), sonikator Rocker, sentrifus Gemmy PLCO012, serta peralatan gelas
laboratorium.

Prosedur Penelitian

Pengambilan dan preparasi awal sampel

Sampel udang konsumsi diperoleh dari Pasar Dinoyo, Kota Malang, Jawa Timur pada periode pada bulan Maret
2024. Sampel udang kemudian dibawa ke laboratorium untuk dilakukan preparasi awal. Sampel dibersihkan,
kemudian dihaluskan menggunakan blender hingga homogen. Sampel homogen selanjutnya digunakan untuk
proses ekstraksi dan analisis kadar residu amoksisilin. Preparasi sampel dilakukan sebanyak tiga replikasi dengan
bobot masing-masing sampel sebesar 5 g.

Pembuatan larutan baku induk dan seri standar amoksisilin

Larutan baku induk amoksisilin 100 ppm dibuat dengan menimbang 10 mg standar amoksisilin, kemudian
dilarutkan menggunakan WFI. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan WFI
hingga tanda batas. Larutan standar kerja dibuat melalui proses pengenceran larutan baku induk menggunakan
WFI sehingga diperoleh seri konsentrasi amoksisilin sebesar 4, 6, 8, 10, dan 16 ppm [15].

Penentuan panjang gelombang maksimum

Penentuan panjang gelombang maksimum amoksisilin dilakukan menggunakan larutan standar amoksisilin
konsentrasi 10 ppm. Larutan standar dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang
gelombang 200—400 nm. Pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan. Panjang gelombang dengan nilai
absorbansi maksimum digunakan sebagai dasar penentuan panjang gelombang pada pengujian HPLC.

Pembuatan buffer dan fase gerak

Larutan buffer fosfat 10 mM dibuat dengan melarutkan 0,68 g KH,PO4 dalam 500 mL WFI. Larutan kemudian
dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer dan dilakukan pengaturan pH menggunakan larutan NaOH 0,1 M
hingga diperoleh pH 5. Larutan fase gerak dibuat dengan mencampurkan metanol pro HPLC dan buffer fosfat
dengan perbandingan 1:1 (v/v). Campuran fase gerak kemudian dihomogenkan, disaring menggunakan membran
filter 0,2 pm, dan dilakukan proses penghilangan gelembung sebelum digunakan pada sistem HPLC [16].

Kondisi kromatografi
Analisis amoksisilin dilakukan menggunakan sistem HPLC yang dilengkapi dengan detektor UV pada panjang
gelombang deteksi 230 nm. Pemisahan kromatografi dilakukan menggunakan kolom fase terbalik. Fase gerak
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yang digunakan berupa campuran metanol dan buffer fosfat 10 mM pH 5 dengan perbandingan 1:1 (v/v) melalui
sistem elusi isokratik. Analisis dilakukan dengan laju alir fase gerak sebesar 1,0 mL/menit, volume injeksi sampel
sebanyak 20 pL, pada kondisi suhu kolom suhu 40°C dengan waktu analisis selama 3 menit [16]. Identifikasi
amoksisilin dilakukan berdasarkan kesesuaian waktu retensi (refention time) antara larutan standar amoksisilin
dan sampel uji.

Uji linearitas

Uji linearitas dilakukan menggunakan larutan standar amoksisilin dengan konsentrasi 4, 6, 8, 10, dan 16 ppm.
Larutan standar difiltrasi menggunakan syringe filter, kemudian dimasukkan ke dalam vial dan diinjeksi sebanyak
20 pL ke sistem HPLC. Hubungan antara konsentrasi standar amoksisilin dan luas area puncak kromatogram
dibuat dalam bentuk kurva kalibrasi menggunakan persamaan regresi linear: y = bx + a. Linearitas dievaluasi
berdasarkan nilai koefisien determinasi (R?) [15].

Uji akurasi
Uji akurasi dilakukan menggunakan larutan standar amoksisilin pada tiga konsentrasi, yaitu 4, 6, dan 8 ppm.
Masing-masing konsentrasi dianalisis sebanyak tiga kali pengulangan menggunakan sistem HPLC. Nilai akurasi

ditentukan berdasarkan persen perolehan kembali (percentage recovery) dengan persamaan: %recovery =
konsentrasi hasil analisis

o . o Do .
P 100%. Hasil pengujian dinyatakan sebagai nilai rata-rata + standar deviasi [15].
Uji presisi

Uji presisi dilakukan menggunakan larutan standar amoksisilin 6 ppm. Larutan standar diinjeksi sebanyak 10 kali
secara berturut-turut pada hari yang sama menggunakan kondisi kromatografi yang sama. Parameter yang diamati
meliputi waktu retensi dan luas area puncak kromatogram. Presisi dihitung berdasarkan nilai standar deviasi (SD)

dan simpangan baku relatif (%RSD): %RSD = m?;n
apabila nilai %RSD <5% [15].

x 100%. Metode dinyatakan memiliki presisi yang baik

Preparasi sampel udang

Sampel udang yang telah homogen ditimbang sebanyak 5 g kemudian dimasukkan ke dalam tabung ekstraksi.
Sampel ditambahkan 7 mL larutan KH,PO4 10 mM pH 5, kemudian dilakukan vortex selama 5 menit, sonikasi
selama 10 menit, dan sentrifugasi pada kecepatan 3500 rpm selama 20 menit. Sedimen hasil ekstraksi pertama
kemudian diekstraksi kembali dengan penambahan 7,5 mL KH>PO4 10 mM pH 5. Sampel kembali divortex
selama 5 menit, disonikasi selama 5 menit, dan disentrifugasi pada 3500 rpm selama 20 menit. Supernatan yang
diperoleh kemudian dicampurkan dengan 5 mL asetonitril dan 10 mL metanol dengan perbandingan 1:2. Larutan
hasil ekstraksi kemudian disaring menggunakan kertas saring sebelum dilakukan analisis menggunakan HPLC
[13].

Penetapan kadar amoksisilin
Larutan ekstrak sampel yang telah difiltrasi dimasukkan ke dalam vial kemudian dianalisis menggunakan HPLC.
Identifikasi amoksisilin dilakukan berdasarkan kesesuaian waktu retensi antara standar dan sampel. Konsentrasi
amoksisilin dihitung berdasarkan luas area puncak kromatogram menggunakan persamaan regresi kurva linieritas:
y = 3027,8x + 33672. Nilai konsentrasi amoksisilin dalam sampel ditentukan berdasarkan hasil perhitungan
dari persamaan regresi tersebut.

3. HASIL

3.1 Linearitas metode analisis amoksisilin

Evaluasi linearitas dilakukan untuk mengetahui hubungan antara konsentrasi standar amoksisilin dengan respons
detektor berdasarkan luas area kromatogram yang dihasilkan. Pengujian dilakukan menggunakan lima konsentrasi
standar amoksisilin, yaitu 4, 6, 8, 10, dan 16 ppm. Berdasarkan Tabel 1, peningkatan konsentrasi standar
amoksisilin menunjukkan peningkatan luas area kromatogram. Konsentrasi terendah 4 ppm menghasilkan luas
area sebesar 45.359, sedangkan konsentrasi tertinggi 16 ppm menghasilkan luas area sebesar 81.004. Data tersebut
menunjukkan adanya hubungan positif antara peningkatan konsentrasi analit dengan respons instrumen HPLC.
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Tabel 1. Hubungan konsentrasi standar amoksisilin terhadap luas area kromatogram

Konsentrasi amoksisilin (ppm) Luas area kromatogram
4 45.359
6 49.969
8 59.568
10 65.680
16 81.004

Berdasarkan Gambar 1, kurva linieritas standar amoksisilin menunjukkan hubungan linear antara konsentrasi
standar dengan luas area kromatogram. Persamaan regresi linear yang diperoleh adalah y = 3027,8 + 33672
dengan nilai koefisien determinan sebesar R? = 0,9864 . Nilai tersebut menunjukkan tingkat kesesuaian
hubungan antara konsentrasi standar amoksisilin dengan respons detektor pada rentang konsentrasi yang
digunakan.

Grafik linieritas

100000
5 80000 . e
] [
5 60000 e
wn "" R
g 40000 y=3027,8x+ 33672
= 20000 R2 = 0,9864

0
0 5 10 15 20
Konsentrasi

Gambar 1. Kurva kalibrasi standar amoksisilin pada rentang konsentrasi 4—16 ppm

3.2 Akurasi metode analisis amoksisilin

Evaluasi akurasi dilakukan pada konsentrasi 4, 6, dan 8 ppm dengan tiga kali replikasi. Berdasarkan Tabel 2, nilai
recovery rata-rata masing-masing konsentrasi adalah 105,203%, 106,742%, dan 113,740%, dengan rata-rata
keseluruhan 108,562 + 31,648%. Variasi antarreplikasi menjadi temuan utama pada pengujian akurasi.

Tabel 2. Hasil evaluasi akurasi standar amoksisilin

Konsentrasi Replikasi Konsentrasi Recovery (%)
teoritis (ppm) terukur (ppm)

4 R1 1,766 44,149
R2 5,037 125,933
R3 5,821 145,526

Rata-rata £ SD 105,203 + 53,774
6 R1 7,697 128,278
R2 5111 85,188
R3 6,406 106,761

Rata-rata + SD 106,742 + 21,545
8 R1 11,338 141,720
R2 8,071 100,882
R3 7,890 98,619

Rata-rata + SD 113,740 + 24,258

3.3 Presisi metode analisis amoksisilin

Presisi diuji melalui sepuluh kali injeksi standar amoksisilin 6 ppm. Berdasarkan Tabel 3, waktu retensi
menunjukkan %RSD sebesar 0,54%, sedangkan luas area kromatogram sebesar 3,16%. Nilai %RSD tersebut
menunjukkan variasi pengukuran yang rendah pada kondisi analisis yang digunakan.
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Tabel 3. Hasil evaluasi presisi standar amoksisilin 6 ppm

Replikasi Waktu retensi (menit)  Luas area kromatogram
1 2,138 321.554
2 2,167 308.413
3 2,147 315.784
4 2,133 305.433
5 2,132 328.954
6 2,131 325.294
7 2,134 335.424
8 2,132 323.114
9 2,131 329.404
10 2,131 334.204
Rata-rata 2,1376 322.757,8
SD 0,0115 10.201,2
%RSD 0,54 3,16

3.4 Deteksi dan penetapan konsentrasi amoksisilin pada sampel udang

Analisis dilakukan pada tiga replikasi preparasi sampel udang dengan bobot masing-masing 5 g. Berdasarkan
Tabel 4, hanya satu replikasi menunjukkan respons kromatografi yang sesuai dengan standar amoksisilin, dengan
luas area 371.953 dan konsentrasi terukur 111,725 ppm, sedangkan dua replikasi lainnya tidak terdeteksi.

Tabel 4. Hasil deteksi dan penetapan konsentrasi amoksisilin pada sampel udang konsumsi

Berat sampel (g) Replikasi  Luas area kromatogram Konsentrasi terukur (ppm)
5 R1 Tidak terdeteksi -
5 R2 371.953 111,725
5 R3 Tidak terdeteksi -
4. PEMBAHASAN

4.1 Evaluasi linearitas metode HPLC untuk analisis amoksisilin

Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode HPLC yang digunakan mampu memberikan hubungan linear antara
konsentrasi standar amoksisilin dan respons detektor pada rentang konsentrasi 4—16 ppm dengan nilai koefisien
determinasi (R?) sebesar 0,9864. Nilai tersebut menunjukkan bahwa perubahan konsentrasi amoksisilin dapat
menjelaskan sebagian besar variasi respons instrumen, sehingga persamaan regresi yang diperoleh dapat
digunakan sebagai dasar estimasi konsentrasi analit pada tahap analisis selanjutnya. Nilai linearitas yang diperoleh
menunjukkan bahwa sistem HPLC mampu memberikan respons analitik yang proporsional terhadap peningkatan
konsentrasi amoksisilin. Namun, nilai R? yang belum mencapai nilai mendekati sempurna menunjukkan masih
terdapat variasi residual yang dapat berasal dari faktor analitik, seperti variasi preparasi standar, kestabilan injeksi,
maupun respons detektor. Oleh karena itu, hasil linearitas ini menunjukkan bahwa metode memiliki kemampuan
kuantitatif yang baik pada rentang konsentrasi yang diuji, tetapi tetap perlu dikaji bersama parameter validasi
lainnya seperti akurasi dan presisi.

Hasil penelitian ini sejalan dengan studi lain yang mengembangkan metode HPLC-MS untuk analisis amoksisilin
dan antibiotik S-laktam lainnya [15]. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa metode kromatografi mampu
menghasilkan hubungan linear antara konsentrasi analit dan respons instrumen, sehingga dapat digunakan untuk
analisis kuantitatif setelah dilakukan evaluasi parameter analitik lainnya. Magdy et al. juga melaporkan bahwa
optimasi kondisi kromatografi berperan penting dalam menghasilkan respons linear amoksisilin pada matriks
kompleks, karena perubahan kondisi fase gerak, pH, dan sistem deteksi dapat memengaruhi sensitivitas metode
[14]. Dibandingkan dengan penelitian Wang et al. pada produk akuakultur, nilai linearitas pada penelitian ini
relatif lebih rendah. Wang et al. menggunakan metode UHPLC-MS/MS untuk analisis antibiotik golongan -
laktam pada produk perikanan dan memperoleh nilai linearitas yang lebih tinggi dengan koefisien determinasi
mendekati 1 [17]. Perbedaan tersebut terutama disebabkan oleh karakteristik instrumen yang digunakan. Sistem
LC-MS/MS memiliki selektivitas dan sensitivitas lebih tinggi karena mampu melakukan identifikasi berdasarkan
karakteristik massa molekul dan fragmentasi ion, sedangkan HPLC yang digunakan dalam penelitian ini
bergantung pada kemampuan analit dalam menyerap radiasi ultraviolet sehingga lebih berpotensi mengalami

gangguan dari senyawa lain dalam matriks biologis.
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Meskipun demikian, nilai R? sebesar 0,9864 masih menunjukkan bahwa metode HPLC memiliki kemampuan
yang memadai sebagai pendekatan awal untuk analisis amoksisilin. Penggunaan HPLC memiliki keunggulan dari
sisi ketersediaan instrumen, kemudahan operasional, dan biaya analisis yang lebih rendah dibandingkan teknik
berbasis spektrometri massa. Dalam konteks pengawasan keamanan pangan, metode dengan karakteristik tersebut
dapat digunakan sebagai tahap skrining awal sebelum dilakukan analisis konfirmasi menggunakan metode dengan
selektivitas lebih tinggi. Pada matriks udang, keberhasilan memperoleh hubungan linear menjadi penting karena
komponen biologis seperti protein, lipid, dan senyawa endogen dapat memengaruhi respons analitik. Oleh karena
itu, pengembangan metode lanjutan perlu mempertimbangkan evaluasi berbasis matriks (matrix-matched
calibration) untuk memastikan bahwa hubungan antara konsentrasi dan respons instrumen tetap konsisten pada
kondisi sampel sebenarnya.

4.2 Evaluasi akurasi metode berdasarkan recovery amoksisilin

Hasil evaluasi akurasi menunjukkan bahwa metode HPLC menghasilkan nilai recovery rata-rata amoksisilin
sebesar 108,562 + 31,648%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa metode mampu memberikan respons pengukuran
yang mendekati konsentrasi teoritis, tetapi variasi antar pengulangan masih tinggi. Variasi terbesar terjadi pada
konsentrasi rendah, yang menunjukkan bahwa perubahan kecil pada respons instrumen dapat memengaruhi hasil
perhitungan secara signifikan. Kondisi tersebut dapat dipengaruhi oleh faktor analitik seperti ketidaktepatan
preparasi standar, variasi volume injeksi, kestabilan larutan analit, dan respons detektor selama proses analisis
[15,18,19]. Nilai recovery yang mendekati nilai teoritis belum sepenuhnya menunjukkan bahwa metode memiliki
akurasi yang optimal apabila variasi hasil antar pengulangan masih besar. Pada penelitian ini, evaluasi akurasi
dilakukan menggunakan larutan standar amoksisilin, sehingga hasil yang diperoleh lebih menggambarkan
kemampuan sistem HPLC dalam mengukur analit, tetapi belum sepenuhnya merepresentasikan pengaruh matriks
udang terhadap proses eckstraksi dan pengukuran. Dibandingkan dengan metode analisis amoksisilin
menggunakan instrumen dengan selektivitas lebih tinggi, penelitian sebelumnya menunjukkan nilai recovery yang
lebih konsisten. Bae et al. melaporkan bahwa analisis residu amoksisilin pada jaringan ikan menggunakan LC-
MS/MS menghasilkan variasi recovery yang lebih rendah [9]. Hasil serupa juga dilaporkan oleh Wang et al. pada
analisis antibiotik S-/laktam dalam produk akuakultur menggunakan metode QUEChERS-UHPLC-MS/MS dengan
rentang recovery yang memenuhi kriteria validasi analitik [17]. Perbedaan tersebut menunjukkan bahwa sistem
deteksi dan tahap preparasi sampel memiliki peran penting dalam menentukan performa akurasi metode.

Pada penelitian ini, penggunaan HPLC dengan detektor UV memiliki keterbatasan dibandingkan LC-MS/MS
karena identifikasi analit bergantung pada kemampuan senyawa menyerap radiasi ultraviolet, sehingga lebih
berpotensi mengalami gangguan dari komponen lain yang memiliki karakteristik serapan serupa [20,21]. Selain
itu, matriks udang yang mengandung protein, lipid, dan senyawa endogen dapat memengaruhi efisiensi ekstraksi
serta respons detektor. Efek matriks tersebut dapat menyebabkan peningkatan atau penurunan respons analitik
sehingga berpengaruh terhadap hasil kuantifikasi [22,23]. Oleh karena itu, pengembangan metode analisis residu
amoksisilin pada udang perlu mempertimbangkan penggunaan pendekatan matrix-matched calibration atau spike
recovery pada matriks sebenarnya agar nilai akurasi lebih menggambarkan kondisi sampel nyata [17,22].
Meskipun demikian, hasil recovery pada penelitian ini menunjukkan bahwa metode HPLC masih mampu
memberikan respons analitik terhadap amoksisilin dan berpotensi digunakan sebagai metode skrining awal
sebelum dilakukan konfirmasi menggunakan metode dengan selektivitas lebih tinggi. Pendekatan bertahap
tersebut banyak digunakan dalam pemantauan residu antibiotik pada produk pangan, yaitu melalui metode
skrining yang dilanjutkan dengan metode konfirmasi pada sampel yang memberikan respons positif [24].

4.3 Evaluasi presisi metode HPLC

Hasil evaluasi presisi menunjukkan bahwa sistem HPLC yang digunakan memiliki kestabilan analitik yang baik
selama proses pengukuran. Pengulangan injeksi standar amoksisilin menghasilkan nilai %RSD waktu retensi
sebesar 0,54% dan luas area sebesar 3,16%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa sistem kromatografi mampu
mempertahankan proses pemisahan secara konsisten, sedangkan variasi respons area menunjukkan adanya
pengaruh faktor analitik terhadap pengukuran kuantitatif. Rendahnya variasi waktu retensi menunjukkan bahwa
kondisi sistem kromatografi, termasuk interaksi analit dengan fase diam dan kestabilan aliran fase gerak,
berlangsung secara konsisten selama analisis. Sebaliknya, variasi luas area yang lebih tinggi dibandingkan waktu
retensi menunjukkan bahwa respons detektor lebih sensitif terhadap perubahan kecil selama proses analisis,
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seperti variasi injeksi, kestabilan larutan standar, atau perubahan respons instrumen [15,18]. Perbedaan
karakteristik antara waktu retensi dan luas area tersebut umum ditemukan dalam analisis HPLC karena waktu
retensi lebih menggambarkan kestabilan pemisahan, sedangkan luas area berkaitan langsung dengan respons
kuantitatif analit [19].

Hasil penelitian ini sejalan dengan beberapa penelitian analisis antibiotik menggunakan metode kromatografi yang
menunjukkan bahwa kestabilan sistem pemisahan umumnya menghasilkan variasi waktu retensi yang rendah.
Emami dan Taha et al. melaporkan bahwa metode HPLC untuk analisis residu antibiotik mampu mempertahankan
keterulangan waktu retensi yang baik setelah optimasi kondisi kromatografi [20]. Selain itu, penelitian Sun et al.
pada analisis residu antibiotik veteriner dalam produk akuatik menggunakan HPLC-MS/MS menunjukkan bahwa
kestabilan instrumen dan kondisi analisis merupakan faktor penting dalam menghasilkan data yang presisi [21].
Dibandingkan dengan metode berbasis LC-MS/MS, nilai presisi pada penelitian ini masih menunjukkan pola yang
serupa meskipun menggunakan sistem deteksi yang lebih sederhana. Metode LC-MS/MS umumnya memiliki
selektivitas lebih tinggi sehingga mampu meminimalkan gangguan analitik pada tahap kuantifikasi [22]. Namun,
penggunaan HPLC tetap memiliki keuntungan karena lebih sederhana, mudah diaplikasikan, dan dapat digunakan
sebagai metode skrining awal apabila performa sistem telah dievaluasi dengan baik [23]. Meskipun sistem
menunjukkan kestabilan yang baik, presisi yang diperoleh dalam penelitian ini masih terbatas pada presisi sistem,
yaitu keterulangan injeksi standar pada kondisi instrumen yang sama. Parameter tersebut belum sepenuhnya
menggambarkan variasi keseluruhan metode karena belum mencakup pengaruh preparasi sampel, proses
ekstraksi, dan interaksi analit dengan matriks udang. Pada analisis residu antibiotik dalam produk pangan, evaluasi
presisi metode biasanya memerlukan pengujian menggunakan matriks sebenarnya untuk mengetahui variasi dari
seluruh tahapan analisis [24]. Secara keseluruhan, hasil penelitian menunjukkan bahwa sistem HPLC memiliki
kestabilan yang memadai untuk mendukung analisis awal amoksisilin. Nilai %RSD waktu retensi yang rendah
menunjukkan bahwa proses pemisahan berlangsung konsisten, sedangkan variasi luas area menunjukkan bahwa
aspek kuantifikasi masih memerlukan pengendalian lebih lanjut. Oleh karena itu, pengembangan metode
berikutnya perlu diarahkan pada evaluasi presisi berbasis matriks udang, optimasi preparasi sampel, dan
konfirmasi menggunakan metode dengan selektivitas lebih tinggi untuk meningkatkan keandalan analisis
amoksisilin pada produk konsumsi.

4.4 Deteksi amoksisilin pada sampel udang konsumsi

Hasil analisis menunjukkan bahwa dari tiga preparasi sampel udang konsumsi yang diuji, hanya satu preparasi
menunjukkan respons kromatografi yang sesuai dengan standar amoksisilin, sedangkan dua preparasi lainnya
tidak menunjukkan respons terdeteksi. Preparasi dengan respons positif menghasilkan konsentrasi terhitung
sebesar 111,725 ppm berdasarkan persamaan regresi linear. Temuan ini menunjukkan adanya indikasi awal
keberadaan senyawa dengan karakteristik kromatografi yang sesuai dengan amoksisilin pada salah satu preparasi
sampel. Namun, interpretasi tersebut masih terbatas karena identifikasi dilakukan berdasarkan kesesuaian waktu
retensi dan respons detektor UV, sehingga belum dapat dianggap sebagai konfirmasi definitif keberadaan residu
amoksisilin [17,21,25,26]. Nilai konsentrasi terhitung sebesar 111,725 ppm berada di luar rentang kurva linieritas
metode yang digunakan (4—16 ppm), sehingga nilai tersebut belum dapat digunakan sebagai kadar residu yang
tervalidasi. Dalam analisis kuantitatif, konsentrasi sampel harus berada dalam rentang linear metode agar
hubungan antara konsentrasi analit dan respons instrumen tetap dapat dipertanggungjawabkan. Sampel dengan
respons di luar rentang kalibrasi umumnya memerlukan pengenceran atau pengulangan analisis menggunakan
rentang standar yang sesuai sebelum dilakukan penetapan kadar [15,18,19,27]. Oleh karena itu, hasil pada
penelitian ini lebih tepat disebut sebagai indikasi deteksi amoksisilin, bukan penetapan kadar residu secara
definitif. Perbedaan hasil antar preparasi menunjukkan bahwa faktor matriks dan proses preparasi kemungkinan
berperan terhadap variasi respons analitik. Udang merupakan matriks biologis kompleks yang mengandung
protein, lipid, dan komponen endogen lain yang dapat memengaruhi proses ekstraksi serta respons detektor. Efek
matriks dapat menyebabkan peningkatan maupun penurunan sinyal analitik sehingga memengaruhi akurasi dan
konsistensi hasil pengukuran [20-22,28]. Pada analisis residu antibiotik dalam produk akuatik, variasi akibat
matriks sering menjadi salah satu tantangan utama sehingga diperlukan optimasi tahap ekstraksi dan pemurnian
sebelum analisis instrumental dilakukan [23,24,29].
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Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa deteksi residu antibiotik pada
produk perikanan sangat dipengaruhi oleh sensitivitas metode analisis dan kompleksitas matriks sampel. Metode
berbasis LC-MS/MS banyak digunakan untuk konfirmasi residu antibiotik karena memiliki selektivitas lebih
tinggi melalui kombinasi informasi waktu retensi dan karakteristik ion molekuler, sehingga mampu
meminimalkan risiko positif palsu pada matriks pangan yang kompleks [30]. Sementara itu, metode HPLC-UV
yang digunakan dalam penelitian ini memiliki keunggulan dari sisi ketersediaan instrumen dan kemudahan
aplikasi, tetapi masih memiliki keterbatasan dalam memastikan identitas analit apabila hanya didasarkan pada
waktu retensi dan absorbansi UV [31]. Meskipun demikian, keberadaan satu preparasi yang memberikan respons
sesuai standar menunjukkan bahwa metode HPLC yang dievaluasi memiliki potensi sebagai pendekatan skrining
awal untuk mendeteksi amoksisilin pada udang konsumsi. Pendekatan bertahap melalui metode skrining yang
dilanjutkan dengan metode konfirmasi banyak digunakan dalam pemantauan keamanan pangan karena mampu
meningkatkan efisiensi analisis tanpa mengurangi keandalan hasil akhir [32]. Dengan demikian, penelitian ini
memberikan informasi awal mengenai kemungkinan keberadaan amoksisilin pada udang vaname konsumsi yang
beredar di Kota Malang. Penelitian lanjutan diperlukan untuk memastikan keberadaan dan kadar amoksisilin
secara lebih akurat melalui peningkatan jumlah sampel, penggunaan validasi berbasis matriks udang (matrix-
matched calibration dan spike recovery), serta konfirmasi menggunakan LC-MS/MS.

4. KESIMPULAN

Metode HPLC yang digunakan mampu memberikan kinerja analitik yang baik untuk analisis awal amoksisilin
berdasarkan parameter linearitas dan presisi, meskipun evaluasi akurasi masih menunjukkan variasi hasil antar
pengulangan. Penerapan metode pada sampel udang vaname konsumsi menunjukkan adanya satu preparasi
dengan respons kromatografi yang sesuai dengan standar amoksisilin, sehingga memberikan indikasi awal
keberadaan amoksisilin pada sampel yang dianalisis. Namun, hasil tersebut belum dapat digunakan untuk
menetapkan kadar residu amoksisilin secara definitif karena diperlukan validasi berbasis matriks dan konfirmasi
menggunakan metode dengan selektivitas lebih tinggi. Penelitian selanjutnya perlu difokuskan pada optimasi
preparasi sampel, validasi matrix-matched calibration, serta konfirmasi menggunakan LC-MS/MS untuk
memastikan identitas dan kadar amoksisilin pada produk udang konsumsi. Metode HPLC yang dievaluasi
menunjukkan respons linear pada rentang konsentrasi standar amoksisilin yang diuji (R?> = 0,9864) dan sistem
analitik yang stabil berdasarkan uji presisi dan akurasi. Nilai recovery rata-rata sebesar 108,562 + 31,648%
menunjukkan variasi antar replikasi yang tinggi. Temuan ini baru merupakan indikasi awal keberadaan
amoksisilin pada sampel. Dengan demikian, metode HPLC ini berpotensi digunakan sebagai pendekatan skrining
awal amoksisilin pada udang konsumsi.
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