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ABSTRAK

Koksidiostat digunakan untuk mengendalikan penyakit infeksi yang disebabkan oleh
protozoa pada berbagai hewan ternak. Umumnya koksidiostat digunakan sebagai imbuhan
pakan yang bermanfaat untuk mempertahankan kesehatan hewan dan dalam beberapa kasus
dapat meningkatkan konversi pakan. Obat ini digolongkan ke dalam 2 (dua) kelompok,
yaitu koksidiostat non ionofor (kimia) dan koksidiostat polieter karbosiklik ionofor (alami).
Sejak akhir tahun 1990an, dilaporkan di beberapa negara bahwa residu koksidiostat sering
ditemukan di dalam daging dan telur. Untuk menghindari kontaminasi maupun akumulasi
dari residu koksidiostat yang melebihi ambang batas maksimum residu (BMR) di dalam
produk makanan, perlu dikembangkan metode analisis untuk mendeteksi residu tersebut.
Ini diperlukan untuk memastikan makanan vang aman bagi kesehatan manusia. Di dalam
tulisan ini dibahas metode analisis kimia untuk deteksi residu koksidiostat, diantaranya
metode High Performance Liquid Chormatography (HPLC) dan Liguid Chromatography-
Mass Spectrometry / Tandem (LC-MS/MS).

Kata kuneci: koksidiostat, residu, metode analisis, HPLC, LC-MS/(MS)

ABSTRACT

Coccidiostats are used to control infectious diseases caused by protozoa in various
farm animals. Generally, coccidiostats ave applied as feed additives that are beneficial
to maintain animal health and in some cases enchance feed conversion. These drugs are
categorized into two groups, i.e. non ionophoric coccidiostat (chemical) and ionophoric
carbocyclic polvether coccidiostat (natural). Since the late 1990s, coccidiostats have been
frequently found in meat and eggs reported by a number of countries. To prevent from
contamination and accumulation of coccidiostat residues that are exceeded from maximum
residue limit requirement in animal food products, it is necessary to develop analytical
method that is able to detect such vesidues. It is essential to ensure safe food for human healih.
This paper discusses chemical based-methods for the detection of coccidiostat residues, i.e.
High Performance Liquid Chormatography (HPLC) and Liquid Chromatography-Muass
Spectrometry / Tandem (LC-MS/MS).

Key words: coccidiostat, residue, analytical method, HPLC, LC-MS/MS)



PENDAHULUAN

Obat-obat koksidiostat digunakan
secara luas untuk mengobati koksidiosis,
khususnya pada peternakan. Beberapa
dari obat ini juga digunakan pada hewan
peliharaan termasuk sapi dan kambing.
Koksidiostat dapat dikategorikan sebagai
ionofor polieter (alamiah), seperti monensin,
narasin, lasalocid, salinomycin, dan
maduramicin, serta koksidiostat sintetik,
seperti halofuginone, robenidine, diclazuril,
dan nicarbazin “¥. Karena penggunaan
koksidiostat secara intensif pada peternakan
baik sebagai pengobatan maupun tambahan
pakan (feed additive) dapat menyebabkan
terjadinya kontaminasi. Ini memiliki potensi
untuk menyebabkan terjadinya efek toksik
pada hewan non-target dan menghasilkan
residu yang tidak diinginkan di dalam
makanan. Efek bahaya pada hewan dapat
terjadi jika obat tersebut memiliki batas
keamanan rendah (low margin of safety)
terhadap spesies tertentu ©¥ atau karena
interaksi obat antara tiamulin dan ionofor.
Tiamulin dapat menghambat metabolisme
dan  eliminasi ionofor, menyebabkan

akumulasi sel dan toksisitas akut pada babi
93)

KOKSIDIOSIS

Koksidiosis merupakan penyakit
infeksi saluran cerna yang disebabkan oleh
protozoa parasit dari Phylum Apicomplexa.
Parasit berasal dari genus Ermeria yang
akan menyebabkan prevalensi pada kondisi
lembab dan hangat pada peternakan intensif,
seperti pada babi ¢ 7, unggas 1%, sapi ¢,
domba ¥, dan kelinci ®. Kandang vyang
terlalu penuh, pelaksanaan higiene yang
buruk, dan tidak mengisolasi hewan yang
terinfeksi merupakan beberapa faktor vang
dapat menimbulkan koksidiosis. Parasit
ditransmisikan melalui oocyst, dibuang
bersama feses dari inang yang terinfeksi,
dan ditelan oleh hewan yang tidak terinfeksi
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U9 Begitu tertelan, sporozoit-sporozoit

dilepaskan dari oocyst ke dalam sel epitel
pada usus. Sejumlah hasil dari siklus
aseksual di dalam pertumbuhan merozoit
vang membedakan terhadap tahapan seksual.
Makrogamet betina dibuahi oleh makrogamet
jantan untuk menghasilkan cocyst yang
dilepaskan yang berpotensi menginfeksi
hewan lain yang dikonsumsi. Penyakit ini
dapat menyebabkan lesi pada usus, diare,
penurunan berat badan, konversi pakan yang
buruk, dan bebarapa kasus kematian. Scbagai
coniohnya pada tahun 2009 di Amerika
Serikat mengalami kerugian ekonomi hingga
$127 juta pertahunnya akibat penyakit
koksidiosis “2,

KOKSIDIOSTAT
STRUKTUR KIMIA

Koksidiostat ionofor (ionophore}
diproduksi oleh 53 bakteri yang berbeda
dari familia Streptomycetaceae. Obat ini
digolongkan dengan cincin fetrahydrofuran
banyak (multiple tetrahydrofuran rings) yang
dihubungkan bersama dalam membentuk
spiroketal moieties * seperti yang terlihat
pada Gambar 1. Secara struktur kimia
kokdiostat dapat dibagi menjadi kuinolon.
piridon, alkaloid, guanidin, analog tiamin,
dan derivat triazin “V. Kuinolon pertama
kali ditemukan tahun 1962 dan sejak saat
itu mengalami modifikasi terus terhadap
inti kuwinolin (quinoline nucleus) untuk
memperbaiki kinerja farmakokinetik dan
spektrum antimikroba “". Derivat guanidin
seperti robenidin memiliki ikatan sentral
imin (imine central bond) yang mengandung
ikatan ganda karbon-nitrogen, dengan
atom nitrogen berikatan dengan sebuah
atom hidrogen atau kelompok organik.
Derivat triazin dapat dibagi menjadi 2 sub
kelompok: asimetrik (1,2,4) triazin dan
simetrik (1.3,5) triazin. Kedua sub kelompok
ini mengandung sebuah cincin heterosiklik
yang dianalogikan ke cincin benzen tetapi



"

dengan 3 atom karbon yang digantikan gugus fungsional hidroksietil seperti tiamin,
oleh atom nitrogen. Amprolium merupakan sehingga tidak bersifat Phosphorylated
analog dari tiamin (Vitamin B,) yang serupa terhadap analog pyrophosphate ©1).

secara struktur kimia. Namun, tidak memiliki
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Gambar 1. Struktur molekul polieter ionofor (koksidiostat alami)
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Gambar 2. Struktur molekul koksidiostat kimia (sintetis)
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Umumnya koksidiostat digunakan
sebagai imbuhan pakan pada ternak hewan
besar maupun ternak unggas. Di industri
ternak unggas, khususnya untuk ayam
pedaging (broiler) koksidiostat digunakan
dalam bentuknya garam natrium (sodium
salt) pada dosis 75-125 mg/kg (lasalocid),
60-125 mg/kg (monensin), 20-70 mg/
kg (salinomycin), 60-70 mg/kg (narasin),
5 mg/kg (maduramicin), dan 20-25 mg/
kg (semduramicin) “ % 9  Sedangkan
untuk ternak hewan besar, contohnya sapi,
penggunaan  koksidiostat berguna untuk
meningkatkan efisiensi pakan. Level dosis
aman koksidiostat untuk sapi lebih rendah
dibandingkan dengan unggas, misalnya
untuk monensin 30-45 mg/kg, lasalocid 10-
35 mg/kg, dan narasin 25 mg/kg % 0,

Waktu henti obat (withdrawal
period) untuk Jasalocid, salinomycin,
narasin, maduramicin, dan semduramicin
adalah 5 hari, sedangkan ntuk monensin
adalah 3 hari. Waktu henti obat diperiukan
untuk menghindari residu koksidiostat di
dalam produk makanan. Koksidiostat tidak
digunakan dalam pengobatan manusia karena
efek kardiovaskular, bahkan lasalocid dengan
konsentrasi <1,0 uM dapat menyebabkan
kontraksi pada jantung manusia 7,

MEKANISME KERJA

lonofor membentuk kompleks dengan
berbagai ion-ion khususnya natrium, kalium,
dan kalsium, dan membawa ion-ion ini ke
dalam dan melalui membran @ ®. Sebagai
hasil dari mekanisme kerja ini, ionofor
memiliki aktifitas tuas terhadap protozoa dan
telah digunakan secara luas. Voet dan Voet
(2004) mengklasifikasikan ionofor ke dalam
2 kelompok berdasarkan bagaimana mercka
membawa ion-ion melintasi membran, yaitu
pembawa ion (ion carriers) dan pembentuk
lintasan (channel formers). Pembawa ion,
seperti lasalocid, membentuk sebuah komplek
dengan ion-ion, melindungi muatannya
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sehingga memungkinkan pergerakannya
melintasi dua lapisan lemak hidrofobik
(hydrophobic  lipid  bilayer).  Tonofor
pembentuk lapisan, seperti gramicidin,
memberikan ruang pergerakan dari ion-ion
melintasi membran dengan menghasilkan
lintasan hidrofilik (channel hydrophillic)
untuk ion-ion tersebut ‘¥, Gangguan dari
konsentrasi ion transmembran mencegah
fungsi normal dan akan membunuh koksidia.
Tonofor mempengaruhi baik tahapan ekstra
dan intraseluler dari parasit, khususnya
selama pengembangan darl tahapan awal
dan aseksual. Ionofor umumnya menekan
asupan pakan (feed intakej, akan tetapi
meningkatkan berat badan. Menyertakan
atau menambahkan ionofor ke dalam pakan
unggas telah diketahui mengurangi konsumsi
pakan namun meningkatkan konversi pakan
®

Koksidiostat kimia berfungsi
dalam berbagai cara dan sering bertindak
dalam perkembangan spesifik dari parasit.
Amprolium menghambat serapan tiamin
oleh schizont generasi kedua dari Eimeria
tenella dan sehingga mencegah pembentukan
coenzyme tiamin yang dibutuhkan oleh
banyak reaksi metabolik penting 9, Clopidol,
buquinolate, decoquinate, dan nequinate
menghambat produksi energi mitokondria
selama tahapan awal dari perkembangan
Eimeria, akan tetapi bekerja pada strain yang
berbeda dari koksidia ">, Ethopabate adalah
sebuah struktur antagonis dart asam folat
atau dari prekursornya para-aminobenzoic
acid  (PABA). Meckanisme  kerjanya
menghambat sintesis asam nukleat, sehingga
mengurangl produksi dari sel-sel baru @,
Nicarbazin merupakan koksidiostat pertama
yang memiliki spektruk kerja luas dan telah
digunakan sejak 1950 . Obat ini digunakan
secara propilaktik di dalam pakan broiler dan
khasiatnyaakan timbul padaharike-5 didalam
siklus hidup dari perkembangan koksidia
sehingga mengurangi kerusakan jaringan.
Aksi kerjanya ini melalui penghambatan
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dari suksinat (succinate) terikat reduksi
dinucleotide
transhydrogenase,
akumulasi dari kalsium dengan adanya

nicotinamide adenine

energy-dependent

adenosine-3 -iriphosphate.
LEGISLASI / ATURAN

Penggunaan  antikoksidia

Direktur Jenderal
260/720/DKH/0894  yang

Kpts/TN.260/12/94  tentang

klopidiol,
furazolidone,

decoquinate,
halquinol,

avilamisin, avoparsin, basitrasin  zink,
enramisin, flavomisin, higromisin

kitasamisin, kolistin  sulfat, lasalosid,
linkomisin  hidroklorida, = maduramisin,

dalam
pakan tertuang di dalam Surat Edaran
Peternakan No.

yang

monensin  natrium,  narasin,  nistatin,
salinomisin  natrium, spiramisin  (base,
embonat), tiamulin hidrogen fumarat, tilosin,
dan virginiamisin .

Di negara eropa, antibiotik golongan
ionofor seperti  salinomycin, narasin,
monensin, lasalosid, maduramicin, dan
semduramicin, termasuk koksidiostat seperti
robenidine, decoquinate, halofuginone,
nicarbazin, dan diclazulir dibawah lisensi

menyebutkan Uni Eropa (European Union, EU) imbuhan

pada prinsipnya antikoksidia tidak boleh
dicampur dengan pakan serta tidak boleh
dikombinasikan dengan vitamin, mineral,
dan atau asam amino yang dipakai melalui
air minum atau pakan kecuali
diperbolehkan sebagaimana diatur dalam
SK Direktur Jenderal Peternakan No.806/
Klasifikasi
Obat Hewan. Kelompok antikoksidia yang
diperbolehkan dicampur di dalam pakan
adalah: aklomide, amprolium, butynorate,
cthopabate,
nitrofurazon,
olaquindoks, dan sulfanitran. Sedangkan
kelompok antibiotik vang diperbolehkan
dicampur di dalam pakan antara lain:

pakan  zooteknik  (zootechnical  feed
additives) dibawah aturan 1831/2003/EC.
Penilaian terhadap imbuhan pakan diatur oleh
European Food Safety Authorization (EFSA)
dan vyang berkenaan dengan keamanan
konsumen membutuhkan penetapan
batas maksimum residu dan pengawasan
berkelanjutan diperlukan sebagai bagian
dari penilaian ilmiah. Selain itu koksidiostat
seperti amprolium, decoquinate, diclazulir,
halofuginone, lasalocid, monensin A, dan
toltrazulir juga terdaftar sebagai obat hewan
dan memiliki BMR vang diatur oleh Furopean
Commission (EC) No. 470/2009 ®. Obat-
obat ini dapat digunakan jika terjadi wabah
koksidiosis secara sporadis, berkembangnya
resistensi obat atau ketika vaksin sudah tidak
efektif lagi melawan strain tertentu dari
koksidiosis ©7. Nilai BMR dari obat-obat
tersebut di atas tertuang di dalam commission
regulation no. 37/2010 7.

Tabel 1. BMR untuk residu koksidiostat di dalam jaringan hewan (edible tissues)

BMR (pg kg1)

Obat
Species Telur  Susu Hati Ginjal Otot Lemak
Lasalocid sodiume4sf Ug 150 100 50 20 100 kulit/lemak
NT I 50 50 5 5
B 100 20 0 20
Narasin AB 50 50 50 50
NT 2 2 50 5 5 5
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Sallnomycin sodium** AB 5 5 5 5
KP
NT 3 2 5 2 2 2
Monensin sodium®de AB, ALK 3 8 8 25 kulit/lemak
B 2 30 2 2 10
NT 3 2 8 2 2 2
Semduramicind AB
NT 2 2 2 2 2 2
Maduramicin?® AB 150 100 30 150
K
NT 2 2 2 2 2 2
Robenidine?* AB 200 350 200 1300 kulit/lemak
T 400 200 200 400 kulit/lemak
KPB 200 200 106 100
NT 25 5 50 30 5 50 kulit/lemak
Decoquinate®d AB
B,0O #
NT 20 20 20 20 20 20
Halofuginones AB, K
B 30 30 o 25
NT 6 i 30 30 3 3
Nicarbazin®® AB 15.000 6000 4000 4000 kulit/lemak
NT 100 5 100 100 25 25
Diclazuril#¢¢ AB, T 1500 1000 500 500 kulit/lemak
KPB 2300 1000 150 300
R, P #
NT 2 5 40 40 5 5
Amprolium® Ug #
Imidocarb* B 50 2000 1500 300 30
0 2000 1500 300 50
Toltrazuril® AMFPS® 500 250 100 150
Ug 600 400 100 260

Ket: AMFPS = all mamalian food-producing species, B = bovine, AB = ayam broiler, AL = ayam layer, NT = non-target

species {spesies yang secara
ovine, P = porcine, U= Ung
# =BMR tidak diperlukan

tidak sengaja terpapar residu
gas, KP = kelinci pedaging, KPB = kelinci pedaging dan breeding,

» tidak digunakan untuk hewan yang susunya diproduksi untuk konsumsi manusia
b tidak digunakan untuk hewan yang telurnya diproduksi untuk konsumsi manusia
¢ commission regulation No. 37/2010
4 commission regulation No. 124/2009
* community register of feed additives
F commission implementing regulation No, 86/2012

koksidiostat karena mengkonsumsi pakan terkontaminasi), O =
R = ruminan, K = kalkun,



Buletin Pengujian Mutu Obat Hewan No. 24 Tahun 2015

RESIDU KOKSIDIOSTAT DALAM
MAKANAN

Penjelasan di bawah ini merupakan metode
analisis yang umum dikembangkan dan
digunakan untuk menganalisis residu
koksidiostat di dalam produk makanan
maupun pakan. Adapun metode analisis
tersebut meliputi  prosedur persiapan
sampel serta metode deteksi, antara lain
metode HPLC, LC-MS(/MS), dan metode

IMMUNOAassay.
METODE ANALISIS

a. Prosedur persiapan sampel untuk
metode high performance liquid
chromatography HPLC-UV (Ultraviolet)
atau HPLC-FLD (filuoresens)

Koksidiostat bersifat sangat polar
(misal: amprolium) hingga berupa molekul
lipofilik / senyawa non polar, sebagal
contohnya adalah diclazulir dan golongan
ionofor. Sebagai hasilnya, obat ini sangat
sulit untuk dipisahkan secara selektif dari
matriks sampel kompleks di dalam metode
tunggal. Akibatnya diperiukan  suatu
prosedur pembersihan (clean-up) sampel
yang lebih intensif dengan aplikasi berdasar
HPLC, vang umumnya melalui pengujian
residu tunggal atau untuk obat dalam kelas
kimia yang sama (same chemical class),
seperti: ionofor. Ekstraksi pelarut (solvent)
diikuti dengan pemumian (purification)
menggunakan pemisahan cair-cair (liguid-
liguid partitioning) atau pemisahan fase
padat (solid phase extraction) merupakan
metode paling luas digunakan pada persiapan
sampel untuk analisis koksidiostat. Beberapa
penelitian dilaporkan menggunakan metode
terbaru untuk prosedur pemisahan / isolasi,
diantaranya immunoaffinity chromatography
OO supercritical fluid extraction % 7,
molecular imprinted polymers (MIPs) ¥V, dan
Magnetic MIPs 119, Berikut cara persiapan
sampel berdasarkan jenis koksidiostat:

Koksidiostat Kimia

Matter dkk. (1990) mengembang kan
sebuah prosedur pembersihan on-line
dialysis untuk pemisahan clopidol dari
kuning telur, putih telur, dan telur utuh
(whole egg) sebelum dideteksi oleh HPLC-
UV. Metode ini berhasil mendeteksi residu
clopidol terhadap 12 dari 112 sampel telur
komersial. Residu clopidol yang terdeteksi
berkisar antara 10 — 433 pg keg'. Horii dkk.
(1994) mengisolasi decoquinate, ethopabate.
dan nicarbazin dan daging unggas dengan
asetonitril dan dimurnikan dengan silica SPE
cartridge sebelum dianalisis dengan HPLC.
Beier dkk. (1998) mengekstraksi residu
halofuginone dari hati unggas dengan etil
asetat dan C,, SPE. Sampel jaringan dicerna
secara enzimatik dengan tripsin sebelum
diekstraksi. Kao dkk. (2001) memisahkan
13 residu obat hewan, termasuk clopidol
dan ethopabate dari daging unggas dan babi
dengan asetonitril, dihilangkan lemaknya
(deffated) dengan n-heksan  sebelum
dibersihkan dengan Sep-Pak C,, cariridge.

Kanda dkk. (2003) mengembangkan
sebuah metoda untuk mementukan diclazuril
dan nicarbazin di dalam jaringan unggas
berdasarkan ekstraksi asetonitril, defafting
dengan n-heksan dan purifikasi fiquid
liquid partitioning (LLP) sebelum analisis
dengan HPLC. Selanjutnya Capurro dkk.
(2005) mengekstraksi nicarbazin dari hati
unggas dengan asetonitril dan heksan dan
dimurnikan dengan C, SPE cartridge
sebelum deteksi dengan HPLC-UV. Qi dkk.
(2007) menggunakan matrix solid phase
dispersion (MSPD) untuk memisahkan residu
toltrazuril dan diclazuril. Nilai perolehan
kembali (recovery) >71% dan variasi presisi
<12%. Liu dkk. (2010) mengisolasi residu
robenidine dari jaringan dan telur ayam
dengan asetonitril diikuti pembersihan
dengan HLB SPE cartridge.



ITonophore

Tarbin dan shearer (1992) mengekstraksi
lasalocid dan telur dan daging unggas
dengan asetonitril, sebelum pemisahan cair-
cair dengan NaCl jenuh (saturated), karbon
tetraklorida, dan pembersihan dengan silica
SPE sebelum analisis HPLC-FLD. Nilai
perolehan kembali masing-masing untuk
telur dan daging unggas adalah telur >65%
dan >76%. Ericson dkk. (1994) mengisolasi
residu semduramicin dari hati menggunakan
metanolik ammonium hidroksida dan SPE
sebelum purifikasi. Gerhardt dkk. (1995)
memisahkan residu lasalocid, monensin,
narasin, dan salinomycin darl jaringan otot
menggunakan etil asetat-isooktan diikuti
dengan pembersihan silica SPE. Nilai rata-
rata perolchan kembali residu lasalocid,
monensin, salinomycin, dan narasin masing-
masing adalah 71, 94, 97, dan 94%.

Metode ini telah banyak digunakan oleh
peneliti lain diantara Ward dkk. (2005) dan
Wu dkk. (2009). Matabudul dkk. (2000)
mengembangkan metode cepat dan mudah
untuk mengisolasi residu lasalocid dari telur
dan jaringan, yang mampu mendeteksi 30 —
40 sampel dalam sehari. Sampel telur hanya
dicampur dengan H,SO, dan diekstraksi
dengan asetonitril. Nilai recovery berkisar
antara 87 — 109% untuk sampel yang
difortifikasi dengan konsentrasi 10-200 pg kg
! Tarbin dkk. (2002) mengembangkan sebuah
metode untuk menentukan lasalocid daging
vang diproses dan dibumbui (processed and
spiced meat) dengan menggunakan sistem
deteksi yang sama. Pembersihan selanjutnya
dari ekstrak menggunakan NH, cariridge
vang diperlukan untuk mengurangi gangguan
matriks (matrix interference). Nilal recovery
berkisar antara 74% untuk sosis dan 96%
untuk kue lapis daging (meat pies).

b. Prosedur persiapan sampel untuk
metode LC-MS atau LC-MS/MS
Protokol persiapan sampel yang lebih

dasar dapat digunakan untuk memisahkan
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residu koksidiostat sebelum ke LC-MS(/MS)
karena selektifitas yang tinggi dari detektor
spektrometrik. Dalam metode sebelumnya,
lasalosid diekstraksi dari telur pada pH asam
menggunakan asetonitril dan dimurnikan
denganLLPsebelumdianalisis'®. Selanjutnya
peneliti yang sama mengembangkan sebuah
metode multi residu untuk menentukan
residu monensin, salinomycin, dan narasin
di dalam otot, hati, dan telur diikuti ekstraksi
dengan MeOH dan pembersihan LLP 9.
Blanchflower dkk. (1997) mengembangkan
sebuah protokol untuk pemisahan dua
komponen aktif dari nicarbazin dari sampel
telur berdasarkan ekstraksi dengan asetonitril
dan defatting dengan n-heksan. Pang dkk.
(2000) mengembangkan suatu metode untuk
mengisolasi residu clopidol dari jaringan
ayam berdasarkan ekstraksi asetonitril diikuti
pembersihan dengan alumina SPE. Recovery
berkisar antara 92 — 97%. Rosén (2001)
mengembangkan metode untuk mengisolasi
residu lonofor dari sampel telur dan hati
menggu nakan pembersihan SPE otomatis
dengan sistem Gilson AspecXL. Residu
ionofor diekstraksi menggunakan metanol
87% yang diaplikasikan ke dalam 100 mg
kolom C . dan dielusikan dengan 800 ulL
metanol sebelum dianalisis dengan LC-MS/
MS. Prosedur in1 kemudian dimodifikasi dan
digunakan untuk mendeteksi residu monensin
di dalam lemak, hati, dan jaringan otot ©%.
Matabudul dkk. (2002) mengembangkan
protokol persiapan sampel yang sederhana
untuk mengisolasi residu dart empat ionofor
dan dinitrocarbanilidine dari telur dan hati.
Sampel dicampur dengan Na SO, diekstraksi
dengan asetonitril dan dimurnikan dengan
cartridge silica SPE. Recovery (peroleh
kembali) >86 dan 92% untuk masing-masing
telur dan hati. Metode ini telah digunakan
oleh banyak peneliti untuk analisis ionofor
(32,50, 57. 68,90 He dkk. (2005) Mengekstraksi
clopido! dari otot unggas dengan asetonitril
sebelum pembersihan pada basic alumina
sorbent. Nilal tengah (mean) recovery dan
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presisi masing-masing adalah >65% dan
<15%.

Saat 1ni banyak penchiti yang
mengembangkan metoda analitik untuk
analisis koksidiostat yang lebih luas. Oleh
karena itu dibutuhkan prosedur persiapan
sampel yang memadai guna memisahkan
residu koksidiostat yang lebih beragam.
Mortierdkk. (2003) mendeteksi halofuginone,
robenidine, diclazulir, nicarbazin, dan
dimetridazole di dalam telur dengan LC-MS/
MS. Sampel diekstraksi dengan asetonitril,
dikeringkan dengan evaporasi, direkonstitusi
dengan asetonitril/air dan disaring sebelum
dianalisis dengan I.C-MS/MS. Dubois dkk.
(2004) mengembangkan suatu metoda untuk
mendeteksi 9 koksidiostat di dalam telur dan
ototberdasarkanproseduryangdikembangkan
oleh Matabudul dkk. (2002). Dubreil-
Cheneau dkk. (2009) mengembangkan
metode LC-MS multi-residu untuk 10 dari
11 koksidiostat (halofuginone, robenidine,
diclazulir, nicarbazin, monensin, narasin,
lasalosid, salinomycin, maduramicin, dan
semduramicin) dengan non-target MLs di
dalam telur. Residu koksidiostat diekstraksi
dengan asetonitril, dievaporasi, dan dilarutkan
di dalam campuran natrium asetat/asetonitril
sebelum dianalisis. Galarim dkk. (2009)
mengekstraksi 11 koksidiostat dari telur
dengan asetonitril, dihilangkan lemaknya
dengan heksan dan dimurnikan dengan silica
SPE. Presisi within laboratory repeatability
(WLr) dan within laboratory reproducibility
(WLR) masing-masing berkisar antara 1,1 —
19% dan 1,7 — 30%. Prosedur pembersihan
vang lebih intensif diperlukan untuk
memisahkan residu koksidiostat dari matriks
yang lebih kompleks seperti hati. Olejnik dkk.
(2009) mengembangkan metode multi-residu
yang mampu mendeteksi 12 koksidiostat di
dalam hati ayam, vang terdiri atas ionofor
(lasalosid, maduramycin, monensin, narasin,
salinomycin, semduramicin) dan koksidiostat
kimia (clazulir, decoquinate, diclazulir,
halofuginone, nizarbazin, dan robenidine).

Sampel diekstraksi dengan asetonitril
sebelum dimurnikan dengan kolom alumina
dan Oasis HLB SPE.

Beberapa peneliti melaporkan bahwa
analisis koksidiostat dapat dilakukan di dalam
telur atau daging tanpa purifikasi sampel dan
diikuti dengan ekstraksi asetonitril. Shao dkk.
(2009) mengekstraksi 14 residu koksidiostat
dari telur dan daging dengan asetonitril,
ekstrak dipekatkan sebelum dianalisis
dengan UHPLC-MS/MS. Recovery dari
telur dan daging fortifikasi berkisar antara
78 — 125%. Stubbings dan Bigwood (2009)
mengembangkan metode multikelas untuk
mengisolasi berbagai residu obat termasuk
ionofor dan mnicarbazin dari jaringan
otot ayam dengan menggunakan metoda
QuEChERS, yang merupakan kepanjangan
dari Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
dan Safe. Sampel disiapkan dengan metoda
QuEChERS yang dimodifikasi berdasarkan
ekstraksi dengan Na,SO, dan 1% asetat di
dalam asetonitril diikuti dengan pembersthan
NH,dispersive SPE(dSPE). Wang dkk.(2012)
menggunakan metodamodifikast QUEChERS
yang mirip untuk memisahkan cyromazine
dan melamine dari telur dan jaringan otot
ayam. Sampel diekstraksi menggunakan
asetonitril yang diasamkan (acidified MeCN)
dan dimurnikan menggunakan tabung dSPE
mengandung magnesium sulfat anhidrat dan
10 mg graphitized carbon bluck.

Moloney dkk. (2012} mengembang
kan swatu metoda LC-MS/MS untuk
mendeteksi 20 residu koksidiostat di dalam
telur dan jaringan otot unggas. Peneliti
mengevaluasi sorbent pembersihan (clean-
up sorbents) yang berbeda dan menemukan
bahwa koksidiostat non-polar tertahan sangat
kuat pada sorbent silika dan hasil terbaik
untuk berbagai analit dapat dicapai tanpa
pembersihan. Metode ini dapat digunakan
untuk melakukan studi validasi. Akan tetapi,
studi terhadap efek matriks dari telur dan
daging menunjukan beberapa kelemahan dari
metode ini. Di dalam telur, ditemukan bahwa
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presisi untuk imidocarb dan diclazulir sangat
tinggl yaitu masing-masing 140 dan 100%.
Serupa, presisi tinggi untuk imidocarb,
ethopabate, dan semduramicin di dalam
sampel daging unggas, masing-masing 183,
29. dan 34%. Baik sampel telur maupun
daging yang digunakan dalam studi matriks
berasal dari berbagai sumber termasuk
sistem produksi konvensional dan organik.
Penulis juga mengevaluasi aplikasi dari
metode unfuk sampel hati yang tidak sesuai
dengan beberapa analit karena efek supresi
1on-1on. Clarke dkk. (2013) mengembangkan
metode untuk mengukur residu koksidiostat
d1 dalam sampel susu sapt dan otot dari
berbagai spesies hewan (sapi, bebek, kuda,
domba. dan babi). Sampel jaringan otot
distapkan menggunakan prosedur yang
welah dijelaskan sebelumnya V. Sampel
susu  diekstraksi menggunakan prosedur
QuEChERS. pH sampel diatur pada kondisi
hasa dengan NaOH dan sampel diekstraksi
menggunakan campuran asetonitril, MgSO,,
Jdan NaCl. Metode yang dikembangkan ini
menghasilkan sensitifitas yang kurang baik
untuk halofuquinone di dalam jaringan kuda
dan domba.

Ai dkk. (2011) menggunakan sistem
pembersihan gel permeation chromatography
1GPC) di dalam analisis residu diclazulir,
tolirazuril,  toltrazulir  sulfoksida, dan
tolirazulir sufon di dalam telur dan jaringan.
Chico dkk. (2013) menggunakan metode
pembersihan yang sama dan mengevaluasi
kesesualan  pembersihan  GPC  untuk
mernisahkan sembilan residu koksidiostat
di dalam telur diitkuti ekstraksi dengan etil
asetat. Analit dapat dideteksi hingga sub-
prb ‘part per billion) menggunakan LC-
MS NS, Kekurangan dari metode ini adalah
menggunakan pelarut dalam volume yang
sangat banyak di dalam prosedur ekstraksi
saitu 125 mL per sampel dibanding dengan
metode lain dan membutuhkan instrumen
HPLC untuk pembersihan GPC. Aplikasi
dari pembersihan dengan GPC untuk
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analisis koksidiostat perlu diinvestigasi
lebih  lanjut  untuk  memperlthatkan
kelebihannya dibanding dengan metode
konvensional. Dimasa akan datang metode
ini mungkin sangat berguna dalam aplikasi
matriks sampel yang sulit. Penetapan batas
maksimum non-target untuk koksidiostat di
dalam makanan membuat beberapa peneliti
mengembangkan metoda untuk matriks
baru seperti susu. Thompson dkk. (2011)
mengekstraksi lasalocid, monensin, narasin,
dan salinomycin dari susu sapi dengan
asetonitril tanpa pembersihan lebih lanjut.
Perolehan kembali berkisar antara 60 —
118%. Metode ini kemudian digunakan untuk
kegiatan survei, dimana ditemukan monensin
pada 736 dari 1072 sampel susu yang diujt
pada kisaran antara 0,1-0,53 pg ke'!.

¢. Metode deteksi
Deteksi imunokimia (immunochemical).
untuk skrining residu koksidiostat

Metode immunoassay  merupakan
metode vang ekonomis (low cost), sangat
spesifik, dan dapat digunakan untuk analisis
terhadap sampel dalam jumlah yang sangat
banyak. Metode ini dapat digunakan baik
untuk skrining (wji kualitatif) maupun wji
kuantitatif terhadap berbagai jenis residu
obat hewan di dalam produk makanan. Tabel
2 di bawah menyajikan ringkasan mengenai
metode immunoassay yang diaplikasikan
untuk deteksi koksidiostat. Prinsipnya
metode  immunoassay ini  melibatkan
interaksi antibodi dan antigen untuk saling
terikat satu sama lain melibatkan reaksi
biokimia dengan bantuan enzim. Umumnya
obat hewan memiliki berat molekul kecil
sehingga perlu dikonjugasi dengan protein
atau enzim guna merangsang respon imun di
dalam tubuh hewan. Proses konjugasi dapat
mempengaruhi sensitifitas dan spesifisitas
dari molekul yang berikatan (binding
molecule).

Koksidiostat 1onofor seperti
salinomycin, narasin, monensin, lasalocid,
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maduramicin, dan semduramisin memiliki
kelompok asam karboksilat, yang apabila
diaktifkan akan memberikan mekanisme
yang dapat digabung dengan carrier protein
untuk menghasilkan komplek imunogenik,
vang dapat digunakan untuk memproduksi
antibodi. Elissalde dkk. {1993) menggunakan
kelompok fungsional asam untuk konjugasi
untuk menghasilkan antibodi monoklonal
terhadap salmomycin yang juga dapat
mendeteksi senyawa yang secara struktur
kimia serupa seperti narasin. Kennedy dkk.
(1995a) menggunakan aktivasi carbodiimide
sedethana dari asam karboksilat pada
lasalocid  untuk  direaksikan  dengan
carrier protein menghasilkan immunogen.
Selanjutnya immunogen. tadi menghasilkan
antiserum poliklonal yang digunakan untuk
mengembangkan indirect ELISA untuk
mendeteksi lasalocid di dalam serum, otot,
dan hati ayam. Tidak kontaminasi silang yang
diamati terhadap salinomycin, monensin,
atau maduramicin.

Kennedy dkk. (1995b)  juga
mengembangkan ELISA untuk menentukan
salinomycin di dalam matriks yang sama
menggunakan immunogen yvang sama dan
metode persiapan sampel seperti lasalocid.
Antiserum poliklonal yang diproduksi pada
kelinci menghasilkan 100% reaksi silang
(cross-reactivity) dengan struktur kimia
sejenis narasin, tetapi tidak untuk lasalocid,
maduramicin, atau monensin. Berikutnya
kelompok peneliti lain juga menggunakan
teknik vang serupa untuk mendeteksi residu
maduramicin dan monensin b *). Peippo
dkk. 2005 menjelaskan pengembangan TR-
FIA (Time-Resolved Fluoroimmunoassay)
untuk mendeteksi narasin di dalam plasma
menggunakan antibodi poliklonal yang
diproduksi pada domba, sedangkan Godfrey
dkk. (1997) melaporkan sebuah metode
untuk mendeteksi residu monensin dari
berbagai matriks sampel unggas. Hagren
dkk. (2006) menggunakan antibodi
poliklonal dan kelinci untuk mendeteksi

residu monensin pada telur dengan metode
yang sama. Metode TR-FIA ini memiliki
kemampuan deteksi kurang dari 2 pg kg
Tidak seperti ionofor, koksidiostat kimia
memiliki beberapa kendala berkenaan dengan
produksi antibodi. Ini disebabkan karena
kurangnya kelompok fungsional di dalam
struktur molekulnya, sehingga memaksa
peneliti untuk menggunakan mimic (senyawa
serupa) atau memproduksi derivatnya agar
dapat menyiapkan immunogen. Rowe dkk.
(1994) mengembangkan sebuah metode
untuk menyiapkan derivat asam suksinat
dari amin sekunder (secondary amine) dari
halofuginone dengan menghambat sementara
kelompok  hidroksil. Derivat tersebut
selanjutnya digunakan untuk memproduksi
antibodi monoklonal yang digunakan untuk
mendeteksi haloquinone di dalam serum
U8, Peneliti yang sama menggabungkan
immunoassay dan HPLC untuk mendeteksi
haloquinone di dalam serum ayam % dan
hati ayam "V dan melakukan studi terhadap
sampel hati ayam yang diperoleh dart rumah
potong komersial "?. Hagren dkk. (2005}
menggunakan protokol dari Rowe dkk. (1994)
untuk memproduksi antibodi haloquinone
poliklonal dengan metode TR-FIA untuk
menganalisis residu haloquinone di dalam
telur dan hati.Beter dkk. (2001) menggunakan
p-witrosuccinanilic acid sebagai mimic untuk
mengikat dinitronicarbanilide (DNC) yang
merupakan komponen aktif dari nicarbazin
untuk memproduksi antibodi monoklonal
dengan menggunakan metode indirect
ELISA. Hal yang sama juga dilakukan olch
Connolly dkk. (2002) dengan menggunakan
3 mimic yang berbeda dalam memproduksi
immunogen dan enzyme Ilabels. Mereka
menemukan bahwa 2 mimic (N-succinyl-L-
alanyl-L-ananyl-L-alanine-4-nitroanilide
dan p-nitosuccinanilic acid) menghasilkan
respon imun terbaik dan format ELISA
heterolog bekerja sangat baik untuk semua
antibodi yang dihasilkan.
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Tabel 2. Ringkasan metode immunoassay

Target Matriks Ekstraksi Tipe Uji Sensitifitas Pustaka
analit
Salinomycin, Hali Ekstraksi dapar ELISA, mAb 10 ug kg LOD 36
narasin
Lasalocid Serum MeCN/garam ELISA, pAb 0,016 ng mL' LOD 62
Otot + cuci heksan 0.0 pg ke LOD
Hati + SPE 0,09 peg k! LOD
Salinomycin Serum MeCN/garam ELISA, pAb 0,1 ng mL-* LOD 63
Otot + cuei heksan 0,18 ng kg LOD
Hati + SPE 0,17 ug kg LOD
Maduramicin Serum Etil asetat/NaOH  ELISA, pAb 0,02 ng mL!' LOD 64
Otot Etil asetat/NaOH 0,01 ug kg' LOD
Hati MeCN/garam/SPE 0,01 pgkg' LOD
Narasin Plasma  MeCN TR-FIA, pAb 1,5 ng mL"' LOD 8§
MIcnensin Otot Papain digest + TAC Chemiluminescent 1,17 pgkg' LOD 44
Ginjal ELISA, pAb L2 pg kg LOD
Hati 0,09 pg ke LOD
Lemak 1,04 ug kg LOD
Kulit 1,99 ug kg'LOD
Afozensin Telur MeCN TR-FIA, pAb <2 ng kg! CCP 47
Hz afaginone Serum Buffer dilution ELISA, mAb 0,05 ng well” LOD 96
teirfaginone Serum Buffer dilution ELISA, mAb 0,52 ng mL-' LOD 15
FHaozinone Hati Buffer extraction ELISA, mAb 38 pgkg!' LOD 11, 12
Ha.oTozinone Telur & MeCN + cuci heksan TR-FIA, pAb 1,7 & 1,0 pg kg LOD 47
hati
Wicarhzzin NA NA ELISA, mAb 100 ng mL* LOD 13
WicEThEzin NA NA ELISA, pAb 2,3-7.6 ngmL" IC_| 29
Woczrhazin Telur & MeCN + cuci heksan TR-FIA, pAb 3.2& 113 pgkg! LOD 46
hati
Wi Telur &  MeCN + cuci heksan Optical biosensor, 19 & 17 pgkg! LOD 78
hati pAb
Nicarbazin Telur MeCN + cuci heksanELISA, pAb <3 ng kgt CCP 34
Otot <10 pg kg'CCP
Halofuginone Telur MeCN + cuci heksan ELISA, pAb <0,5 ug ke !'CCP 54
Otot <l pgkg' CCB
Nicarbazin Pakan Metanol Lateral flow device 2 mg kg 20
Diclazulir NA NA ELISA, pAb 1,5ngmL"'IC,, 38
Robenidine 13 ngmL? IC_
Teltrazulir sulfon NA NA ELISA, pAb 18 ngmL"IC, 30
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Deteksi HPLC-UV (ultraviolet) dan
HPLC-FLD (fluoresens)

Kebanyakan  koksidiostat  kimia
memiliki kromofor UV sehingga dapat
langsung dianalisis dengan HPLC-UV.
Metode HPLC-UV telah dikembangkan
untuk  mendeteksi  residu clopidol ¢,
decoquinate Y, diclazuril ©°°?, robenidine
% dan toltrazuril ®® yang dapat mengukur
residu <15 ug kg di dalam sampel telur dan
jaringan. Selain itu metode inmi digunakan
oleh Kao dkk. (2001) untuk mendeteksi 13
residu obat hewan, termasuk clopidol dan
ethopabate di dalam otot unggas dan babi.

Metode fluoresens lebih dipilih untuk
analisis residu di dalam matriks sampel yang
lebih komplek karena memiliki sensitifitas
dan selektifitas yang lebih baik dari pada
metode UV. Akan tetapi, metode fluoresens
tidak secara luas digunakan untuk analisis
koksidiostat kimia karena umumnya
memerlukan derivatisasi. Sebagai contoh,
robenidine diderivatisasi dengan dansyl
chloride sebelum dianalisis danmenghasilkan
sensitifitas dua kali lipat lebih baik ©®.

Sebaliknya ionofor kecuali lasalocid
umumnya membutuhkan denvatisasi kimia
agar dapat mengukur residu pada level pg
kg!. Monensin, salinomycin, semduramisin,
maduramicin, dan narasin biasanya dianalisis
denga HPLC-UV pada panjang gelombang
520 nm kemudian diikuti dengan posi-
column derivatisation / PCD (HPLC-PCD-
UV) dengan vamillin. Ericson dkk. (1994)
menggunakan prosedur derivatisasi untuk
menganalisis semduramicin menghasilkan
LOD 25 ug kg'. Pendekatan ini secara luas
banyak diikuti oleh penelitian lain dan dapat
dilakukan kuantifikasi hingga < 5 pg kg?!
(Tabel 3). LOQ monensin kira-kira setengah
dari salinomycin dan narasin. HPLC-PCD-
UV dengan reagen vanillin dapat digunakan
untuk  maduramicin  dan semduramicin,
tetapi sensitifitasnya lebih buruk dibanding
monensin, salinomycin, dan narasin. HPLC-

PCD-UV tidak cocok untuk analisis lasalocid,
kebanyakan penelitian menggunakan metode
HPLC fluoresens. Tarbin dan Shearer (1992)
mengembangkan metode HPLC-FLD untuk
menganalisis lasalocid di dalam otot unggas
dan telur. Panjang gelombang eksitasi 310
nm dan emisi 420-430 nm. Metode in1 dapat
mengukur residu lasalocid di dalam sampel
telur dan otot unggas, masing-masing hingga
10 dan 2 pg kgt. Metode HPLC-FLD juga
berhasil digunakan oleh kelompok peneliti
lain untuk analisis lasalocid tanpa proses
derivatisasi ¢ 73104}

Beberapakelompoklainmengembangkan
metode HPLC-FLD untuk menganalisis
lasalocid secara stimultan dengan ionofor
yang diikuti derivatisasi. Pengembangan awal
metode ini dilakukan oleh Asukabe dklc. 1994
yvang menderivatisasi lasalocid, monensin,
dan salinomycin dengan [(bromoacetyil)
pyrene. Pemurnian ekstensif untuk derivatif
diperlukan menggunakan kolom silika
sebelum dianalisis. Penelitian terbaru oleh
Inoue dkk. 2012 yaitu menderivatisasi secara
stimultan 5 ionofor (lasalocid, monensin,
narasin, salinomycin, dan semduramicin)
dengan metode HPLC-FLD. Residu lasalocid
diderivatisasi dengan 4-(4J5 —diphenyi-1H-
imidazpl-2-yl) benzol choride hydrochloride
(DIB-Cl) pada grup fenil. lonofor lain
direaksikan dengan 2-(4-hvdrazinocarbonyl-
phemvl) 4. 5-diphenylimidazole  melalui
kelompok fungsional asam karboksilat.
Kedua reaksi dilakukan secara simultan di
dalam tabung yang sama berisi [-ethyl-3-
(3-dimethvliaminopropyl) carbodiimide  dan
pyridine.

Amprolium bersifat sangat polar dan
memerlukan pasangan ion atau HILIC
chromatography untuk memperoleh waktu
retensi yang sesual. Pemisahan pasangan ion
dilakukan untuk menganalisis amprolium
dengan HPLC-FLD  diikuti  dengan
reaksi  post-column dengan  potassium

hexacyanoferrate (III) dalam medium alkali
(35)



Furusawa mengembangkan metode serupa
menggunakan  Aeptane  sulphonic  acid
sebagai reagen pasangan ion. Pemisahan
isocratic HILIC digunakan untuk amprolium
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menggunakan kolom silika MeCN: pendapar
asam format / ammonium format pH 4, 50
mM (60:40) ",

Tabel 3. Ringkasan metoda HPLC-UV dan HPLC- FLD untuk analisis koksidiostat

. . . Teknik R Recovery
Matriks Teknik ekstraksi i . Instrumen (pg Pustaka
purifikasi (%)
kg)
1 Hati LSE (MeCN), defatted SPE (C) HPLC- 12,5 =70 21
dengan heksana
1 Tetur, otot LSE {Me(CN), dibagi antara SPE (silika) HPLC-FLD - 65-78 106
NaCl & karbon tetraklorida
1 Daging LSE (MeCN & Na,50,) SPE (silika HPLC-FLD - 74-96 107
diproses +1NIL)
1 Empal, hati,  LSE (Me(H) & karbon SPE (silika) HPLC-FLD 0,01 36-101 52
otot tetraklorida
1 Hati, otot LSE (MeCN), defatted SPE (silika) RF-HPLC 0,1 90.4-96.9 104
dengan heksana
1 Telur, LSE (MeCN & Na,50,) - HPLC-FLD 1-10 >86 74
ginjal, hati,
otot
1 Hati (LSE metanolik amonium SPE (C) HPLC-PCD- 25 >05 37
hidroksida) uv
1 Hati Dicerna secara enzimatik SPE(C) HPLC-UV 89.6 73-79 11
(tripsin), LSE (etil asetat)
1 Telur, otot LSE (MeCN) SPE (HL.B) HPLC-UV 15 =73 69
Otot LSE (so-oktan-etil asetat) SPE (silika) HPLC-UV 2-3 7197 43
2 Lemak, LSE (MeCN), defatted LLP HPLC-UV 4-10 >87 59
hati, otot dengan n-heksan
Ginjal, hati ~ MSPD - HPLC-UV <15 »>71 90
2 Otot LSE (MeCN), defatted SPE (C,) HPLC-PDA 20 >84 60

dengan n-heksan

d. Deteksi LC-MS

Saat ini, LC-MS/MS telah secara
luas digunakan di beberapa laboratorium
untuk analisis residu koksidiostat di dalam
makanan. Umumnya, koksidiostat kimia
menghasitkan ion prekursor [M + H]™ atau
[M — H] di dalam modus electrospray
ionisation (electrospray ionisation mode /
EST) (27,3469, 82,84, 86,115.116)_Selajn ESI, aplikasi
atmospheric pressure chemical ionisation
(APCI) juga digunakan untuk menghasilkan
fragmentasi (pemisahan) yang baik, seperti

yang diterapkan oleh Martinez-Villalba dkk.
(2010) untuk detekst toltrazulir. Metoda yang
selanjutnya dikembangkan dan divalidasi
untuk mendeteksi residu golongan toltrazuril
di dalam daging dan produk daging proses
menghasilkan LOD 0,5, 5 dan 0,5 pg kg
masing-masing untuk toltrazuril, toltrazuril
sulphoxide, dan toltrazuril sulphone di
dalam sampel daging. Ai dkk. (2011)
mengembangkan metoda untuk mendeteksi
residu diclazuril, toltrazuril, toltrazuril
sulphoxide, dan toltrazuril sulphone di dalam
telur dan jaringan unggas. LOQ adalah 1,2
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ug ket untuk diclazuril dan totrazuril, dan
1,8 ng kg'! untuk toltrazuril sulphone dan
toltrazuril sulphoxide.

lonophore menghasilkan ion
prekursor kuat dalam ESI, yang dengan
mudah difragmentasi untuk menghasilkan
ion produk untuk tujuan Kkonfirmasi

(conformatory purpose). Spekira MS dan
MS/MS dari ionophore adalah komplek
karena kemampuan dari senyawa-senyawa
ini membentuk komplek dengan berbagai
ion termasuk H’, NH,*, dan Na'. Prekursor
dan produk ion LC-MS/MS baik ionophore
dan koksidiostat kimia dirangkum di dalam
Tabel 4.

Tabel 4. Prekursor dan ion-ion produk L.C-MS/MS untuk koksidiostat

Analit Rumus empiris Bnl\]/f)l(;g/ perll((:::'sor on Poigéiltas Pustaka
(m/z) produk ({m/z)
Clopidol C.H.CLNO 192.04 192.00 101.0, 87.0 + 27,26
Diaveridin CLH NO, 260.29 261 245.1,217.1, 1231 + 27,69
Arpinocid C,H,CLFN, 277.68 278.0 142.9, 107.0 + 27,26
Ethopabate C,H.NO, 23723 238.0 206.0. 136.0 + 27
Halofuginone C,H,BrCINO,  414.68 414.1 396.0, 398.0 + 27
4159 138, 121 + 84
416 398, 138, 120, 100 + 117
Robenidine CH,CLN, 3342 334.1 154.9, 138.0, 137.8, + 27, 84,
129, 110.9 34, 86,
33
Dinitrocarbanilide C.H NO, 30224 301.1 136.9, 107.0 - 27 116
76 82
3014 136.8, 107.0, 45.8 -
Diclazuril CH,CLNO, 407.64 405.0 335.9,333.9 - 27
Toltrazuri] sulphone C,H FNOS 457.38 456.2 456.2 = 27
388.1 288,345 - 67
388.1 248, 288 - 72
Toltrazuril sulphoxide € I FNOS 44128 401 - - 2771
371.1 271.0 -
Toltrazuril CH FNOS 425.38 424.2 424, - 27
356.1 236.0,129.9 - 71
Decoquinate C, H, NO, 417.54 418.4 372.1, 232,204 + 27 86
Nequinate C,,H,.NO 366.00 366 334.0, 200.9, 145.91 + 27 83
Semduramicin C,H, NaO, §96.07 890.8 727.5, 647.5 + 27
895 852,834 + 98
895.5 851.5, 833.4, 705.4 + 102
Lasalosid C H _NaQ 612.77 613 595, 577, 559, 377. 359 + 110
608, 613 237,337,377, 629 + 48
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Monensin-A C_H,NaOQ | 6092.85
Salinomycin C,H_ NaO 772.99
Lajdlomycin C H KO, 793.03
Narasin-A C.H, O, 765.03
Maduramicin C, H NO,, 934.16
Amprolium C, H, N, 243.33
Buquinolate C, H, NO, 361.43
Clazuril CH,CLN 0, 373.19
Zoalene CHN.O, 225.16
ANOT CHN,O, 195.18
Alkomide C_H,CIN,O, 200.60
Nitromide CHN,O; 211.13

773375

Robenidine-D, C.HCLND, 34220

Dinitrocarbanilide-D, ~ CH,N,0D, 31024

13 5

247730

Decoquinate-D, C, H, NO.D, 422 34
Toltrazuril-D, CH N,OSD, 428380

18" 7113

693.4 675, 381, 501, 479, 461 + 110
773 531,431, 412, 279 + 110
777.3 759.2,521.2503.1 + 27
787 531,431. 412,279 o 110
934.9 629.3, 647.3 + 27
839 893, 877 e 98
243 150, 122, 94 + 2572
362 260, 204 + 83
371 300, 265 - 118
224 150.9, 76.9 - 114
196 106.9, 132.5 - 115
199 - & 118
210 167, 137 - 118
3422 115.0 + 27
309.8 142.0 - 27
4234 3772 & 27
359.1 256, 123.9 - 71

Aplikasi  LC-MS(/MS) awalnya
digunakan untuk menganalisis penggunaan
koksidiostat secara luas, khususnya yang
terdiri dari ionophore dan nicarbazin di
dalam telur dan jaringan unggas. Metode ini
umumnya menggunakan prosedur persiapan
sampel vang lebih selektif berdasar LLE
(liguid liquid extraction) atau SPE clean-
up. Metode LC-MS termasuk (LC yang
digabung dengan single quadrupole MS)
untuk lasalocid ¢®, ionophore (monensin,
salinomycin, dan narasin) ', dan dua
komponen aktif dari nicarbazin, sepertl
-4 -dinitrocarbanilide dan 4,6-dimethyl-
2-hydroxypyrimidine 7. Kelompok lain
mengembangkan metoda LC-MS yang
menganalisis lebih banyak koksidiostat
terbaru termasuk clopidol ¢? dan analog
totrazuril . Sensitifitas dari metoda ini
berkisar <1 — 10 pug kg™

Kemudian diawal 2000, terdapat
pergeseran teknologi LC-MS/MS khususnya
triple  quadupole  analizer,  beberapa
dirangkum di dalam Tabel 5. Beberapa

kelompok peneliti mengembangkan metode
LC-MS/MS  untuk mendeteksi  residu
ionophore ©% %7 ¢ 74 %0 198 " termasuk juga
ionophore yang kurang sering digunakan
seperti maduramicin dan semduramicin,
dengan menggunakan nigericin sebagai
internal standar ©7 % 92 Banyak dari
metoda-metoda ini yang dapat mendeteksi
ionophore hingga <2 pg kg'. Metoda yang
lebih sensitif telah dikembangkan hingga
mampu mendeteksi residu dinitrocarbanilide
(DNC) dan ionophore hingga 0,015 — 0,039
ug kg 62,

Perkembangan terbaru dari deteksi
koksidiostat djantara para penelitt adalah
pengembangan metoda analisis terhadap
koksidiostat yang lebih luas lagi. Dubois dkk.
(2004) mengembangkan metoda LC-MS/MS
untuk sembilan koksidiostat di dalam telur
dan otot, vang mampu mendeteksi residu
antara 0,1 — 0.6 ug kg'. Kelompok peneliti
lainnya juga telah banyak mengembangkan
metoda ini vang mampu mendeteksi lebih
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banyak koksidiostat secara simultan hingga
11 koksidiostat dengan non-target EU
BMR (6. 34.41.84.86.99) Bahkan Moloney dkk.
(2012} telah mengembangkan metoda LC-
MS/MS yang mampu mendeteksi hingga
20 residu koksidiostat di dalam telur dan
daging dengan nilai L.OD hingga 1 ug kg
Serupa Yue dkk. (2012) mengembangkan
metoda untuk 20 koksidiostat dengan nilai
LOQ berkisar antara 5 — 50 pug kg?'. Metoda
termasuk sejumlah residu koksidiostat yang
jarang dianalisis dengan metoda lain seperti
amprolium, clazuril, dinitolmide (zoalene),
nequinate, nitromide, dan alkomide. Metoda
vang lebih ekstensif ini menggunakan
prosedur preparasi sampel uang sederhana,
dengan pembersihan yang terbatas. Clarke
dkk. (2013) mengembangkan metoda untuk
mengukur residu koksidiostat di dalam susu
sapi dan otot dari berbagai spesies hewan
(sap1, bebek, kuda, domba, dan babi).
Beberapa kelompok lain  telah
mengembangkan metoda multikelas untuk
menentukan berbagat residu obat hewan
di dalam sampel makanan, termasuk
beberapa koksidiostat yang disertakan dalam
metoda ini. Ini karena koksiodiostat Iebih
digolongkan sebagai imbuhan pakan dari

pada obat hewan atau karena koksidiostat
tidak mudah diakomodir di dalam tahapan
persiapan sampel yang digunakan di dalam
metode ini. Peter dkk. (2009) menjelaskan
metoda LC-MS/MS untuk menentukan residu
obat hewan (termasuk ionophore, BNC,
dan nitroimidazone) di dalam otot ayam
dengan menggunakan metoda QuEChERS
sebagal persiapan sampel. Perkembangan
vang terbaru memperlihatkan metoda yang
dikembangkan untuk menganalisis 255
residu obat hewan di dalam susu oleh Zhan
dkk. (2012). Metoda ini termasuk tujuh
residu koksidiostat dan tujuh nitroimidazole.
Selanjutnya perkembangan persiapan sampel
mengarah kepada protokol ekstraksi yang
lebih sederhana yang dapat digunakan
untuk mendeteksi residu pada level hingga
ug kg! di dalam matriks makanan yang
kompleks. Oleh karena itu, diharapkan
dimasa mendatang metoda multikelas akan
mencakup koksidiostat yang lebih luas lagi.
Tabel 4 menunjukan ion prekursor dan ion-
ion produk pada koksidiostat di dalam sistem
LC-MS/MS, sedangkan Tabel 5 merupakan
ringkasan dari metode L.C-MS(/MS) untuk
analisis koksidiostat beserta sistem ionisasi
dan batas deteksi (pg kg).

Tabel 5. Ringkasan metoda LC-MS/MS untuk analisis koksidiostat

Sensitifitas (pg

Analit* Matriks? Instrumen Ionisasi Kel) Pustaka
MON, NAR, SAL E LC-MS ESI LOD: 1 19
LAS, MON, NAR, SAL E L LC-MS/MS ESI LOQ: 2,5-50 73,74
DNC, LAS, MON, NAR, SAL E, L LC-MS/MS ESI LOQ: 25 76
LAS, MON, NAR, SAL E LC-MS ESI I 50
LAS, MON, NAR, SAL E.M LC-MS ESI CCu: 0,8-2,5 94
LAS, MAD, MON, NAR, SAL LM LC-MS/MS ESI CCu: 1,7-2.4 37
DNC, LAS, MON, NAR, SAL E LC-MS/MS ESI LOD: 4,015- 32
0,039
LAS, MAD, MON, _NAR, SAL LM LC-MS/MS ESI LOG: 0,1-1,0 68
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LAS, MAD, MON, NAR, SAL, SEM, E LC-MS/MS ESI LOQ: 1,1-3.4 102
NIG (IS)

TOL., TOLSOZ E.M LC-MS Jonspray  LOD:1-2,5 33
DIC, TOL, TOLSO, TOLSO2 E,K,L,M LC-MS/MS ESI LOQ: 1,2-1,8 I
HFG, DIC, DNC, ROB, LAS, MAD, E.M LC-MS/MS ESI CCa: 0,07-0,6 33
MON, NAR, SAL

BUQ, NEQ E.H, L.M LC-MSMS ESI LOQ:1 83
DIC, DMZ, DNZ, HFG, ROB E LC-MS/MS ESI CCua : 0,75-6,0 32
HEG, ROB, DIC, DNC, MON, NAR, E LC-MS/MS ESL CCa: 0,27-165 34

LAS, SAL. MAD, SEM

CLOP, DIC, ETH, LAS, MAD, MON, E LC-MS/MS ESI CCo: 0.16-163 26
NAR, RNZ, SAL

DEC, DIC, DNC, HFG, LAS, MAI}, E LC-MS/MS ESI CCu: 2,2-174 41
MON, NAR, ROB, SAL. SEM

CLAZ, DEC, DIC, DNC, HFG, LAS, L LC-MS/MS ESI CCo: 3,18-245 86
MAD, MON, NAR, ROB, SAL, SEM

AMEP DEC, DIA, DIC, DMZ, DNC, E.M LC-MS/MS ESI LOQ: 0,1-0,2 99
ETH, HFG, LAS, MAD, MNZ, MON,
NAR, RNZ, ROB, SAL

LAS, MON, NAR, SAL Mk LC-MS/MS ESI LOQ: 1 108

ARP, CLOP, DEC, BIA, DIC, DNC, E, M, Mk LC-MS/MS ESI CCa: 1,1-179 81,27
ETH, HFG, IMID, LAID, LAS, MAD,

MON, NAR, NEQ, ROB, SAL. SEM,

TOL, TOLSO, TOLSO2

ALK, AMP, CLAZ, CLOP, DEC, DIC, M L.C-MS/MS ESI LOQ: 5-30 118
DNC, ETH, HFG, LAS, MAD, MON,

NAR, NEQ, NIT, ROB, SAL, TOL,

TOLSO, TOLSO2, ZOA

DEC, DIC, DNC, HFG, LAS, MAD, Mk LC-MS/MS EsI (CCa:1,25-21 84
MON, NAR, ROB, SAL, SEM

AMP E.M LC-MS/MS ESI 0,3-0,6 71
TOL, TOLSO, TOLSO2 M, PM LC-MS/MS APCI 0.5-5 72

= AMP = amprolium, BUQ = buquinolate, CLOP = clopidol, DEC = decoquinate, DIA = diaveridin, DIC =
diclazuril, DMZ = dimetridazole, DNC = dinitrocarbanilide, ETH = ethopabate, HFG = halofuginone, IMID,
imidocarb, LAID = laidlomycin, LAS = lasalosid, MAD = maduramicin, MON = monensin, NAR = narasin,
NEQ = nequinate, RNZ = ronidazole, ROB = robenidine, SAL = salinomycin, SEM = semduramicin, TOL =
toltrazuril, TOLSO = toltrazuril sulphoxide, TOLSO2 = toltrazuril sulphone.

v E = egg (telur), F = far (lemak), H = heart (jantung), K = kidney (ginjal), L = [iver (hati), M = muscle (otot),
Mk = milk (susu), PM = processed meat (daging proses)
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KESIMPULAN

Koksidiostat dikenal sejak lama

dapat mengendalikan dan mengobatl
penyakit infeksi yang disebabkan oleh
protozoa. Obat-obat ini digunakan sebagai
imbuhan pakan golongan antimikroba
dalam mempertahankan kesehatan hewan
dan mencegah penyebaran penyakit infeksi
terutama pada hewan ternak. Penggunaan
koksidiostat di dalam pakan salah satunya
berfungsiuntuk meningkatkankonversipakan.
Akan tetapi penggunaan koksidiostat dalam
jangka waktu yang lama dan tidak terkendali
akan menimbulkan akumulasi residu di
dalam produk peternakan. Akumulasi residu
yang melebihi ambang batas maksimum
(BMR)

kesehatan manusia. Oleh karena itu penting

residu dapat  mempengaruhi

untuk mengembangkan metoda analisis
vang dapat mendeteksi maupun menghitung
jumlah residu yang terdapat di dalam produk
makanan. Metoda analisis yang biasanya
dikembangkan untuk residu koksidiosis
antara lain metoda kromatografi cair, seperti
HPLC, LC-MS(/MS),

bioassay, misalnya immunoassay. Metoda-

maupun  metoda

metoda analisis tersebut memiliki sensitifitas
dan spesifisitas yang sangat baik. Umumnya
metoda LC-MS(/MS) memiliki sensitifitas
dan spesifisitas yang paling baik diantara
metoda lainnya, yang mampu mendeteksi
multi residu koksidiostat secara bersamaan
(simultan). Pengembangan metoda analisis
residu koksidiostat ini sangat bermanfaat
dalam menjamin makanan asal hewan yang

aman bagi keschatan manusia.
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