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LAMPIRAN 1
ALUR PENELITIAN

Simulasi sampel

Pengumpulan sampel

Preparasi sampel

Pembuatan larutan

Pembuatan larutan baku tetrasiklin

Analisis kualitatif

v

Ada residu
tetrasiklin HCI

Tidak ada residu
tetrasiklin HCI

Validas

i metode

Uji kuantitatif dengan
metode
Spektrofotometer

Gambar 1V.5 Skema alur penelitian
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LAMPIRAN 2
SIMULASI AYAM BROILER

Pemeliharaan ayam DOC (Day Old Chick)
sebanyak 7 ekor

Usia ayam 1 — 26 hari diberi air, pakan dan
vitamin tanpa pemberian antibiotik

Usia ayam 27 hari diberikan antibiotik
tetrasiklin HCI dengan dosis 250 mg
dalam 50 mL air dalam masing-masing
minuman ayam

Usia 28 hari dilakukan pemotongan ayam
sebanyak 3 ekor dan usia 32 hari dilakukan
pemotongan ayam sebanyak 3 ekor
serta 1 ekor ayam sebagai kontrol negatif

Ayam dibersihkan dan dipilih daging ayam
bagian sayap, paha dan dada untuk pengujian
kadar residu tetrasiklin

Gambar V.6 Skema simulasi ayam Broiler
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LAMPIRAN 3
PREPARASI LARUTAN ASAM TRIKLOROASETAT 20%

Ditimbang asam trikloroasetat
sebanyak 20 gram

|

Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan
dilarutkan dengan aquades

Dicukupkan aquades hingga tanda batas

Gambar V.7 Skema preparasi larutan asam trikloroasetat 20%
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LAMPIRAN 4
PREPARASI LARUTAN MCILVAINE-EDTA

Ditimbang 11,8 gram asam sitrat monohidrat,
13,72 gram dinatrium hidrogenfosfat dan
33,62 gram dinatrium EDTA

Dilarutkan asam sitrat monohidrat dan
dinatrium hidrogenfosfat dengan aquades
secukupnya dalam beaker glass dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 1000 mL

Dilarutkan dinatrium EDTA dengan aquades
secukupnya dalam beaker glass dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 1000 mL

Ditambahkan aquades hingga tanda batas pada
labu ukur 1000 mL

Gambar 1V.8 Skema preparasi larutan Mcllvaine-EDTA
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LAMPIRAN 5
PREPARASI SAMPEL

Ditimbang sampel yang telah dihaluskan
sebanyak 5 gram

Dimasukkan ke dalam tabung sentrifus dan
ditambahkan asam trikloroasetat 20%
sebanyak 2 mL

Ditambahkan larutan buffer Mcllvaine-EDTA
sebanyak 18 mL

Diputar pada kecepatan 3.000 rpm
selama 10 menit

Larutan supernatan hasil sentrifus dipisahkan
dari residunya dan dilakukan pengujian kadar
residu tetrasiklin

Gambar 1V.9 Skema preparasi sampel
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LAMPIRAN 6
PEMBUATAN LARUTAN INDUK TETRASIKLIN HCI

Ditimbang tetrasiklin 25 mg, dimasukkan ke
dalam labu ukur 50 mL

Dilarutkan dengan HCI 0,1 N tanda batas
dikocok hingga homogen, sehingga diperoleh
500 pg/mL untuk larutan induk baku (LIB 1)

Dipipet 5 mL LIB I, dimasukkan ke dalam
labu ukur 50 mL, lalu diencerkan dengan HCI
0,1 N hingga tanda batas dan diperoleh
konsentrasi 50 pg/mL (LIB 1)

Gambar 1V.10 Skema pembuatan larutan induk baku
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LAMPIRAN 7

PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM
TETRASIKLIN HCI

Dipipet 5 mL larutan induk baku (LIB) Il
(50 pg/mL)

Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL

Diencerkan dengan HCI 0,1 N sampai garis
tanda batas (10 pg/ mL)

Dikocok sampai homogen sehingga diperoleh
larutan dengan konsentrasi 10 pug/mL

Diukur serapan pada panjang
gelombang 200-400 nm

Gambar 1V.11 Skema penentuan panjang gelombang
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LAMPIRAN 7
(LANJUTAN)




LAMPIRAN 8
PENENTUAN KURVA KALIBRASI TETRASIKLIN HCI

o1

ABSORBANSI

Tabel 5.1
Data Absorbansi Kurva Baku Tetrasiklin HCI
Konsentrasi (ppm) Absorbansi
0 0
5 0,334
7,5 0,485
10 0,648
12,5 0,856
0.9
0.8
0.7
0.6 y=

0.5 R2 =0.9976

0.4
0.3 /

0.2 /

0'1 /

0 (
o1 2 4 6 8 10 12

KONSENTRASI (ppm)

Gambar V.13 Kurva kalibrasi tetrasiklin HCI




LAMPIRAN 9
UJI BATAS DETEKSI

Tabel 5.2
Hasil Uji Batas Deteksi

52

Ko?;;rr:;’aa AbS(():(t))anm vi Y -vi (Y - Yi)?
0 0 -0,0066 0,0066 0,0000435

5 0,334 0,3299 0,0041 0,0000168

7,5 0,485 0,4981 -0,0131 0,000171

10 0,648 0,6664 -0,0184 0,000338

15 0,856 0,8346 0,0214 0,000457

z 0,001026

Keterangan : Y = Nilai absorbansi pada panjang gelombang 357 nm

Yi = Nilai absorbansi yang diperoleh dari rumus regresi linier

Contoh persamaan Yi :

Yi 0,0673x + 0,0066
0,0673 (5) + 0,0066

0,3299

0,001026

Simpangan Baku (SB) = =0,000342

3xSB _ 3x0,000342
slope  0,0673

Batas Deteksi = =0,0152 ppm

. 10xSB 10 x 0,000342
Batas Kuantitas = - =
intersep 0,0066

=0,5181 ppm
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LAMPIRAN 10
UJlI AKURASI
Tabel 5.3
Data Hasil Uji Akurasi
Penambahan | Konsentrasi | Konsentrasi

Sampel Baku Sampel Total Sampel % Recovery

(ppm) (ppm) (Ppm)

2,427 3,099 5,625 101,89
Al (1) 3,099 3,099 6,056 95,41

3,719 3,099 6,962 103,87

1,968 2,461 4,421 99,59
A2 (1) 2,461 2,461 5,016 103,81

2,953 2,461 5,566 105,1

2,729 3,412 6,011 95,23
A3 (1) 3,412 3,412 6,784 98,82

4,094 3,412 7,557 101,24

1,921 2,401 4,228 95,14
Al (5) 2,401 2,401 4,689 95,29

2,881 2,401 5,164 95,90

1,742 2,178 3,872 97,24
A2 (5) 2,178 2,178 4,466 105,05

2,614 2,178 4,927 105,16

2,777 3,471 6,115 95,21
A3 (5) 3,471 3,471 7,066 103,57

4,165 3,471 7,616 99,51

Keterangan : Al (1) = Ayam ke-1 pada hari pertama setelah pemberian tetrasiklin
A2 (1) = Ayam ke-2 pada hari pertama setelah pemberian tetrasiklin
A3 (1) = Ayam ke-3 pada hari pertama setelah pemberian tetrasiklin
Al (5) = Ayam ke-1 pada hari kelima setelah pemberian tetrasiklin
A2 (5) = Ayam ke-2 pada hari kelima setelah pemberian tetrasiklin
A3 (5) = Ayam ke-3 pada hari kelima setelah pemberian tetrasiklin




LAMPIRAN 10

(LANJUTAN)
Tabel 5.4
Absorbansi Sampel
Sampel Absorbansi
Al (1) 0,202
A2 (1) 0,159
A3 (1) 0,223
Al (5) 0,155
A2 (5) 0,140
A3 (5) 0,227

Contoh perhitungan kadar tetrasiklin :
Y =0,0673x — 0,0066

Al (1) =0,0673x — 0,0066

0,0673x =Y + 0,0066

_0,202+0,0066

0.0673 = 3,099 ppm

Konsentrasi penambahan volume LIB (Larutan Induk Baku) pada sampel

Al (1) 80% 0,8 x 3,099 ppm = 2,479 ppm

2,479 25mL
= P T — 1,24 mL=1250 uL
50 ppm

100% =1 x 3,099 ppm = 3,099 ppm
_ 2,479 ppm x 25 mL

= 1,55 mL= 1550 pL
50 ppm

120% =1,2 x 3,099 ppm = 3,719 ppm
_ 3,719 ppm x 25 mL

=1,86 mL = 1860 pL
50 ppm



LAMPIRAN 10

(LANJUTAN)
Tabel 5.5
Absorbansi Sampel Penambahan LIB (Larutan Induk Baku)
Sampel Seri Absorbansi
80% 0,372
Al (1) 100% 0,481
120% 0,462
80% 0,291
A2 (1) 100% 0,331
120% 0,368
80% 0,398
A3 (1) 100% 0,450
120% 0,502
80% 0,278
Al (5) 100% 0,329
120% 0,341
80% 0,254
A2 (5) 100% 0,294
120% 0,325
80% 0,405
A3 (5) 100% 0,469
120% 0,506

Konsentrasi sampel penambahan LIB (Larutan Induk Baku)

0,372 + 0,0066

0Ny = — =
AL(1) 80% % = 5,625 ppm
100% = 0,401 + 0,0066 _ 6,056 ppm
0,0673
12006 = 2282+ 00006 _ g 962 ppm

0,0673




% perolehan kembali =

Al (1)

A2 (1)

A3(1)

80%

100%

120%

80%

100%

120%

80%

100%

120%

LAMPIRAN 10
(LANJUTAN)
CF—CA
x 100
C+A

5,625 ppm —3,099 ppm

2,479 ppm
6,056 ppm —3,099 ppm

3,099 ppm
6,962 ppm —3,099 ppm

3,719 ppm
4,421 ppm —2,461 ppm

1,968 ppm

5,016 ppm —2,461 ppm

2,461 ppm
5,536 ppm —2,461 ppm

2,953 ppm
6,011 ppm —3,412 ppm

2,729 ppm
6,784 ppm —3,412 ppm

3,412 ppm
7,557 ppm —3,412 ppm

4,094 ppm

X 100% = 101,89 %

x 100% =95,41 %

x 100% = 103,87 %

x 100% =99,59 %

x 100% = 103,81 %

x 100% =105,1 %

X 100% = 95,23 %

X 100% = 98,82 %

x100% = 101,24 %
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AL (5) 80%
100%
120%
A2 (5) 80%
100%
120%
A3(5) 80%
100%

120%

LAMPIRAN 10
(LANJUTAN)

4,228 ppm —2,401 ppm

1,921 ppm
4,689 ppm —2,401 ppm

2,401 ppm
5,164 ppm —2,401 ppm

2,881 ppm
3,872 ppm —2,178 ppm

1,742 ppm
4,466 ppm —2,178 ppm

2,178 ppm
4,927 ppm —2,178 ppm

2,614 ppm
6,115 ppm —3,471 ppm

2,777 ppm
7,066 ppm —3,471 ppm

3,471 ppm
7,616 ppm —3,471 ppm

4,165 ppm

X 100% = 95,14 %

X 100% = 95,29 %

x 100% = 95,90 %

x100% =97,24 %

x 100% = 105,05 %

x100% = 105,16 %

X 100% = 95,21 %

x 100% = 103,57 %

X 100% =99,51 %
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LAMPIRAN 11
UJI PRESISI
Tabel 5.6
Hasil Uji Presisi
Seri Konsentrasi Absorbansi X (ppm) XZ (ppm)
1 10 ppm 0,649 9,741 94,887
2 10 ppm 0,657 9,860 97,219
3 10 ppm 0,658 9,875 97,515
4 10 ppm 0,661 9,919 98,586
5 10 ppm 0,659 9,890 97,812
X 49,285 485,819
Seril Y =0,0673x —0,0066
0,0673x =Y + 0,0066
_ 0,64:;6(;,;)066 - 9,741 ppm
Seri 2 Y =0,0673x — 0,0066
0,0673x =Y + 0,0066
_ 0,65;(—)!—6(;,;)066 - 9,860 ppm
Seri 3 Y =0,0673x — 0,0066
0,0673x =Y + 0,0066
_ 0,65(5)3’;-6(;,3())066 - 9,875 ppm
Seri4 Y =0,0673x —0,0066
0,0673x =Y + 0,0066
_ 0,661 +0,0066 _ 9,919 ppm

0,0673



LAMPIRAN 11
(LANJUTAN)

Seri5 Y =0,0673x — 0,0066

0,0673x =Y +0,0066
_ 0,659+ 0,0066

0.0673 =9,890 ppm
Konsentrasi rata-rata
_ 49,285
X= —d 9,857 ppm

Standar Deviasi (SD)

_ nIx?—(Ix)?

4 n(n-1)

_ 5(485,819) — (49,285)?
5(5-1)

_ 2429,095 — 2429,011
20
=0,0042

0,0042
9,857

% RSD = SX—D X 100% = X 100% = 0,042%

SD 0,0042

Ketelitian alat = 100% - - = 100% - 5 =99,99%

857
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LAMPIRAN 12
UJI KUALITATIF RESIDU TETRASIKLIN SAMPEL SIMULASI

Hasil Uji Kualitatif Sampel Simulasi

60

Sampel

FeCls 1%

Kontrol Positif

Coklat

Kontrol Negatif

Kuning bening

Al (1) Kuning coklat muda
A2 (1) Kuning coklat muda
A3 (1) Kuning coklat muda
Al (5) Kuning coklat muda
A2 (5) Kuning coklat muda
A3 (5) Kuning coklat muda

Keterangan : Al (1) = Ayam ke-1 pada hari pertama setelah pemberian tetrasiklin
A2 (1) = Ayam ke-2 pada hari pertama setelah pemberian tetrasiklin
A3 (1) = Ayam ke-3 pada hari pertama setelah pemberian tetrasiklin
Al (5) = Ayam ke-1 pada hari kelima setelah pemberian tetrasiklin
A2 (5) = Ayam ke-2 pada hari kelima setelah pemberian tetrasiklin
A3 (5) = Ayam ke-3 pada hari kelima setelah pemberian tetrasiklin
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LAMPIRAN 13
UJI KUANTITATIF KADAR RESIDU DALAM SAMPEL SIMULASI

Tabel 5.8
Data Hasil Sampel Simulasi

Kadar Residu
Sampel Simulasi | Persamaan Regresi r Tetrasiklin
(ng/g)
Al (1) y=0,0407x + 0,0233 0,9982 2,86
A2 (1) y=0,0449x + 0,0184 0,9976 2,05
A3 (1) y=0,0409x + 0,0471 0,9980 5,75
Al (5) y=0,0412x + 0,0282 0,9972 3,42
A2 (5) y=0,0392x + 0,0321 0,9982 4,09
A3 (5) y=0,0386x + 0,0068 0,9983 0,88

Contoh perhitungan konsentrasi residu tetrasiklin :
Al (1) Y =0,0407x + 0,0233

Y=0

- 0,0407x =Y - 0,0233

0-0,233
X =
—0,0407

=0,572 pg/mL

Perhitungan Kadar Residu Tetrasiklin Dalam Sampel :

Cx (Mg/mL)' Volume larutan sampel II (mL)

Kadar residu dalam sampel (ng/g) =

Berat Penimbangan Sampel (g)
_ 05729/ - 25 mL

= S

=2,86 ng/g




LAMPIRAN 14

UJI KUALITATIF RESIDU TETRASIKLIN PADA SAMPEL
DAGING AYAM BROILER

Tabel 5.9
Hasil Uji Kualitatif Sampel Ayam Broiler dari Pasar Ciawitali
Sampel FeCl3 1%
Kontrol positif Coklat
Kontrol negatif Kuning bening
Sampel 1 Kuning coklat muda
Sampel 2 Kuning muda
Sampel 3 Kuning coklat muda
Sampel 4 Kuning muda
Sampel 5 Kuning muda
Sampel 6 Kuning muda
Sampel 7 Kuning muda
Sampel 8 Kuning muda
Sampel 9 Kuning coklat muda
Sampel 10 Kuning coklat muda
Sampel 11 Kuning coklat muda
Sampel 12 Kuning coklat muda
Sampel 13 Kuning muda
Sampel 14 Kuning muda
Sampel 15 Kuning coklat muda
Sampel 16 Kuning coklat muda
Sampel 17 Kuning muda
Sampel 18 Kuning muda
Sampel 19 Kuning muda
Sampel 20 Kuning muda
Sampel 21 Kuning coklat muda
Sampel 22 Kuning coklat muda
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LAMPIRAN 14
(LANJUTAN)
Tabel 5.9
(Lanjutan)

Sampel FeCl31%
Sampel 23 Kuning muda
Sampel 24 Kuning muda
Sampel 25 Kuning coklat muda
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UJI KUANTITATIF KADAR TETRASIKLIN DALAM

SAMPEL DAGING AYAM BROILER

Tabel 5.10
Hasil Analisis Kadar Tetrasiklin dalam Sampel

Kadar Residu

Sampel Persamaan Regresi r Tetrasiklin
(ng/g)
Sampel 1 y=0,0582x + 0,1126 0,9987 9,673
Sampel 2 y=0,0977x + 0,0081 0,9969 0,414
Sampel 3 y=0,0779x + 0,5814 0,9975 37,317
Sampel 4 y=0,0828x + 0,5628 0,9971 33,985
Sampel 5 y=0,0776x + 0,7085 0,9977 45,650
Sampel 6 y=0,0762x + 0,5677 0,9970 37,250
Sampel 7 y=0,089x + 0,6603 0,9966 32,095
Sampel 8 y=0,0784x + 0,5312 0,9973 33,875
Sampel 9 y=0,0899x + 0,4558 0,9970 25,35
Sampel 10 y=0,0796x + 0,0520 0,9991 3,265
Sampel 11 y=0,0821x + 0,1669 0,9975 10,16
Sampel 12 y=0,1140x + 0,1136 0,9972 4,98
Sampel 13 y=0,0789x + 0,1572 0,9992 9,96
Sampel 14 y=0,0994x + 0,1161 0,9925 5,84
Sampel 15 y=0,0749x + 0,1688 0,9989 11,26
Sampel 16 y=0,0695x + 0,1309 0,9975 9,41
Sampel 17 y=0,0690x + 0,0475 0,9970 3,44
Sampel 18 y=0,0578x + 0,0165 0,9978 5,32
Sampel 19 y=0,0355x + 0,0368 0,9975 5,18
Sampel 20 y=0,0418x + 0,0023 0,9967 0,275
Sampel 21 y=0,0360x - 0,0005 0,9971 0,065
Sampel 22 y=0,0362x + 0,0112 0,9970 1,545
Sampel 23 y=0,0283x + 0,0396 0,9985 6,995
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LAMPIRAN 15
(LANJUTAN)
Tabel 5.10
(Lanjutan)
Kadar Residu
Sampel Persamaan Regresi r Tetrasiklin
(ng/g)
Sampel 24 y=0,0478x + 0,0089 0,9978 0,93
Sampel 25 y=0,0319x + 0,0221 0,9974 1,545
Tabel 5.11
Hasil Absorbansi dari Konsentrasi Sampel 1
Konsentrasi Absorbansi
0 0,125
5 0,382
7,5 0,549
10 0,699
12,5 0,846

Contoh perhitungan konsentrasi residu tetrasiklin :
Y =0,0582x + 0,1126

Y=0
-0,0582x =Y -0,1126
0-0,233 _
By, L 1,9347 pg/mL

Perhitungan Kadar Residu Tetrasiklin Dalam Sampel :

cx (H9/..1). volume larutan sampel 11 (mL)

Kadar residu dalam sampel (ug/g) = Berat Penimbangan Sampel (3)

_1,9347H9/ 25 mL
= -
=9,673 ng/g
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LAMPIRAN 15
(LANJUTAN)
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Gambar V.14 Regresi linier dari sampel 1 menggunakan metode adisi
standar



LAMPIRAN 16

HASIL UJI KUALITATIF SAMPEL SIMULASI
DAGING AYAM BROILER

Gambar V.15 Hasil kualitatif sampel simulasi
Al (1) sampai dengan A3 (5)

Gambar V.16 Hasil perbandingan kontrol positif
dengan sampel simulasi

Gambar V.17 Perbandingan kontrol positif, sampel
simulasi Al (1) dan kontrol negatif
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LAMPIRAN 17

HASIL UJI KUALITATIF RESIDU TETRASIKLIN
SAMPEL DAGING AYAM BROILER DARI PASAR CIAWITALI

Gambar V.18 Hasil kualitatif dari sampel ayam Broiler yang
beredar di pasar Ciawitali

Gambar V.19 Perbandingan kontrol positif dengan sampel

Gambar V.20 Perbandingan kontrol positif tetrasiklin
HCI, kontrol negatif simulasi, dan sampel



LAMPIRAN 18

ALAT DAN BAHAN

Gambar V.22

Larutan Mcllvaine-EDTA dan HCI 0,1 N
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LAMPIRAN 18

(LANJUTAN)

¥

N gt

Gambar V.23 Larutan baku tetrasiklin HCI

Gambar V.24 Larutan asam trikloroasetat 20%
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LAMPIRAN 19

SAMPEL DAGING AYAM BROILER

Gambar V.27 Sampel potongan daging ayam Broiler
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LAMPIRAN 19

(LANJUTAN)

Gambar V.30 Preparasi sampel dengan sentrifugasi
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LAMPIRAN 19

(LANJUTAN)

Gambar V.31 Hasil preparasi sampel simulasi dengan sentrifugasi

Gambar V.33 Hasil preparasi sampel daging ayam Broiler
dari sampel 1-5



LAMPIRAN 19

(LANJUTAN)

Gambar V.34 Hasil preparasi sampel daging ayam Broiler
dari sampel 6-10

Gambar V.35 Hasil preparasi sampel daging ayam Broiler
dari sampel 11-15
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LAMPIRAN 19

(LANJUTAN)

-

Gambar V.36 Hasil preparasi sampel daging ayam Broiler
dari sampel 16-20

Gambar V.37 Hasil preparasi sampel daging ayam Broiler
dari sampel 21-25
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