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ABSTRAK 

Pakan ikan merupakan faktor utama yang membantu ikan tumbuh dan bertahan 

hidup. Pakan ikan dapat terkontaminasi logam berat seperti timbal (Pb), kadmium 

(Cd), dan merkuri (Hg) karena bahan bakunya yang tercemar oleh logam berat 

yang berasal dari alam ataupun selama proses pembuatan (kontaminasi dari alat). 

Pakan ikan yang mengandung logam berat dapat berdampak negatif bagi 

kesehatan ikan maupun manusia yang mengkonsumsinya. Validasi metode 

analisis logam berat dalam pakan ikan penting dilakukan untuk memastikan 

bahwa metode analisis yang digunakan dapat menghasilkan data yang akurat dan 

dapat diandalkan. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui hasil 

validasi metode analisis logam berat Pb, Cd dan Hg pada pakan ikan yang 

meliputi linearitas, akurasi, presisi, LoD dan LoQ serta menentukan nilai estimasi 

ketidakpastian. Sampel pakan ikan didestruksi basah menggunakan microwave 

digestion dan diukur dengan Graphite Furnace Atomic Absorption 

Spectrophotometri (GF-AAS) untuk Pb dan Cd, sedangkan untuk Hg diukur 

dengan Cold Vapor Atomic Absorption Spectrophotometri (CV-AAS). 

 

Kata Kunci : CV-AAS, GF-AAS, Pakan ikan, Validasi 
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ABSTRACT 

Fish feed is the main factor that helps fish grow and survive. Fish feed can be 

contaminated with heavy metals such as lead (Pb), cadmium (Cd), and mercury 

(Hg) because the raw materials are contaminated with heavy metals originating 

from nature or during the manufacturing process (contamination from tools). Fish 

feed containing heavy metals can have a negative impact on the health of fish and 

humans who consume it. Validation of heavy metal analysis methods in fish feed 

is important to ensure that the analytical methods used can produce accurate and 

reliable data. The purpose of this study was to determine the validation results of 

the analysis method for heavy metals Pb, Cd and Hg in fish feed which included 

linearity, accuracy, precision, LoD and LoQ and to determine the estimated value 

of uncertainty. Fish feed samples were wet digested using microwave digestion 

and measured by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry (GF-

AAS) for Pb and Cd, while for Hg it was measured by Cold Vapor Atomic 

Absorption Spectrophotometry (CV-AAS) 

 

Keywords : CV-AAS, GF-AAS, Fish feed, Validation 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Konsumsi ikan air tawar selalu diminati setiap tahunnya. Hal ini menjadi 

daya tarik bagi pengembangan budidaya ikan air tawar. Faktor utama yang 

membantu ikan tumbuh dan bertahan hidup adalah makanan. Ketersediaan pakan 

yang cukup secara kuantitas dan kualitas untuk mendukung produksi yang 

maksimal sangat mempengaruhi upaya pengembangan budidaya (Kusnadi, 2014). 

Pakan ikan dapat terkontaminasi logam berat karena bahan bakunya yang 

tercemar oleh logam berat yang berasal dari alam meliputi air, tanah dan udara 

karena meningkatnya aktivitas manusia yang menimbulkan pencemaran ataupun 

selama proses pembuatan (kontaminasi dari mesin/alat yang digunakan) seperti 

mixer, penggiling, extruder, dan oven yang digunakan dalam pembuatan pakan 

ikan biasanya berasal dari bahan logam yang jika tidak di jaga dengan baik, maka 

ada kemungkinan logam dapat bocor dari alat tersebut dan terkontaminasi dalam 

pakan. 

Bahan baku pakan ikan yang biasa digunakan adalah tepung ikan. Tepung 

ikan dapat tercemar logam berat karena ikan yang digunakan untuk bahan baku 

pakan diperoleh dari lingkungan perairan laut maupun perairan lain (Dwiloka dkk, 

2012) yang berdasarkan penelitian terhadap sampel ikan komersial dan produk 

makanan laut di Bosnia dan Herzegovina mengandung logam Pb, Cd dan Hg 

(Djedjibegovic et al., 2020), sampel ikan air tawar mengandung logam Pb dan Cd 
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(Ramdanawati dkk., 2017), dan beberapa jenis ikan di perairan sungai Batang 

Toru, Aek Pahu Tombak dan Aek Pahu Hutamosu mengandung logam Pb, Cd, 

Cu, Hg dan Zn karena logam berat yang mencemari lingkungan sebagian besar 

disebarkan melalui jalur air (Sirait dkk., 2013). Logam timbal dan kadmium 

ditemukan dalam tepung ikan dengan konsentrasi masing-masing 0,30 mg/kg 

sedangkan kadmium pada bungkil kedelai, bungkil kacang tanah, jagung dan kue 

kedelai berturut-turut adalah 0,01; 0,3; 0,4; dan 0,5 mg/kg (Adeniji & Okedeyi, 

2017). Analisis logam berat pada lima tepung ikan yang tersedia di Barat Daya 

Nigeria dilakukan oleh Bernard & Adetola (2022) diperoleh konsentrasi Cd, Pb, 

Hg, Cu, Zn dan Cr berkisar antara 0,003-0,082; 0,00-0,002; 0,0016-0,0061; 0,291-

1,059; 1,02-2,534 dan 0,001-0,015 mg/kg. 

Sabbir et al (2018) melaporkan kandungan kadmium dalam pakan ikan yaitu 

0,29 mg/kg, sedangkan kandungan timbal dalam pakan ikan adalah 8,49 mg/kg 

yang berada jauh diatas batas maksimum yang telah ditetapkan. Anhwange et al 

(2012) juga melakukan analisis logam pada dua pakan ikan sintetik (pakan multi 

dan coppen) dimana untuk pakan multi mengandung Cd (30,00 µg/kg), Cu 

(157,00 µg/kg), Fe (2196,00 µg/kg), Ni (92,00 µg/kg), Pb (348,00 µg/kg) dan Zn 

(1209,00 µg/kg); sedangkan pakan Coppen mengandung Cd (20,00 µg/kg), Cu 

(204,00 µg/kg), Fe (2435,00 µg/kg), Ni (8,00 µg/kg), Pb (375,00 µg/kg) dan Zn 

(3324,00 µg/kg). Sarkar et al (2022) juga melakukan analisis logam seperti timbal 

(Pb), kadmium (Cd), kromium (Cr), tembaga (Cu), dan seng (Zn) pada sampel 

pakan ikan diperoleh kandungan berturut-turut adalah 0,189; 0,027; 1,023; 0,303; 

dan 1,468 mg/kg. 
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Logam berat merupakan salah satu bahan pencemar yang perlu mendapat 

perhatian khusus karena sifatnya yang sulit terdegradasi, sehingga mudah 

terakumulasi ke dalam lingkungan dan organisme perairan (Sirait dkk., 2013). 

Logam berat merupakan bahan pencemar yang berbahaya karena bersifat toksik 

jika terdapat dalam jumlah besar (Azizah & Maslahat, 2021). Pakan ikan yang 

mengandung logam berat dapat berdampak negatif bagi kesehatan ikan dan 

manusia yang mengkonsumsinya. Menurut Sirait dkk (2013) apabila suatu logam 

terakumulasi pada jaringan hewan dan tumbuhan yang kemudian dikonsumsi 

manusia tentunya manusia sebagai rantai makanan tertinggi pada piramida 

makanan, maka dalam tubuhnya akan terakumulasi logam berat tersebut. 

Peristiwa ini biasanya dinamakan pembesaran biologi (biology magnification). 

Berdasarkan SNI 9043-2 (2022) disebutkan bahwa batas maksimum logam 

timbal, kadmium dan merkuri dalam pakan berturut-turut yaitu 5; 1; dan 0,5 

mg/kg, sedangkan dalam SNI 7387 (2009) disebutkan bahwa batas maksimum 

logam berat timbal, kadmium dan merkuri dalam ikan berturut-turut 0,3; 0,1; dan 

0,5 mg/kg dan provisional tolerable weekly intake (PTWI) berturut-turut 0,025; 

0,007; dan 0,005 (merkuri total); 0,0016 (metil merkuri) mg/kg berat badan. 

Logam berat dalam jangka panjang memiliki efek toksik yang dapat 

menghambat kerja enzim sehingga mengganggu metabolisme tubuh, 

menyebabkan alergi, bersifat mutagenik, teratogenik, atau karsinogenik, bahkan 

dapat membunuh makhluk hidup (Kuntoro dkk., 2012). Kerja logam berat 

menghambat enzim biasanya terjadi akibat adanya interaksi logam berat dengan 

gugus sulfida seperti disulfida (-S-S) dan sulfhidril (-SH) pada enzim tersebut. 
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Gugus sulfida mampu mengikat logam berat yang masuk ke dalam tubuh dan 

terikat di dalam darah, karena logam berat memiliki afinitas yang tinggi terhadap 

gugus sulfida (Adhani & Husaini, 2017). Sangatlah penting untuk memastikan 

bahwa pakan ikan aman dan bebas dari kontaminasi logam berat, sehingga 

kadarnya perlu diukur secara valid. 

 Berdasarkan SNI ISO/IEC 17025 (2017) setiap metode pengembangan 

harus dilakukan validasi metode, metode yang digunakan bisa metode standar, 

metode standar yang dimodifikasi, metode tidak standar, atau metode yang 

dikembangkan sendiri. Validasi metode adalah proses mengevaluasi parameter 

tertentu berdasarkan percobaan laboratorium untuk menunjukkan bahwa 

parameter tersebut memenuhi persyaratan penggunaannya (Harmita, 2004). 

Validasi metode merupakan hal penting yang perlu dilakukan untuk memastikan 

kualitas hasil analitik yang dihasilkan setiap laboratorium yang disetujui sebagai 

pengawasan resmi (Ullah et al., 2017) karena validasi merupakan pengendalian 

mutu suatu metode pengujian. Menurut Association of Official Analytical 

Chemist (2016) parameter proses validasi meliputi linearitas, akurasi, presisi, uji 

batas deteksi (LoD), dan batas kuantitasi (LoQ).  

Pada penelitian ini, metode yang digunakan adalah Spektrofotometri serapan 

atom atau yang biasa dikenal dengan AAS (Atomic Absorption 

Spectrophotometry) yang merupakan salah satu metode yang biasa digunakan 

untuk analisis unsur-unsur logam yang pelaksanaannya relatif sederhana dan 

mempunyai sensitivitas yang tinggi (Sholikha dkk., 2021), dimana sebelum 

dianalisis sampel didestruksi terlebih dahulu menggunakan metode destruksi 
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basah tertutup atau disebut juga microwave digestion. Dibandingkan dengan 

destruksi basah terbuka yang membutuhkan waktu lebih lama (lebih dari 24 jam), 

metode ini memiliki kelebihan yaitu tidak kehilangan unsur volatil dan proses 

pengerjaan cukup singkat (Rodiana dkk., 2013). 

1.2 Rumusan Masalah  

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Bagaimana hasil validasi metode yang meliputi linearitas, akurasi, presisi, 

dan batas deteksi metode pada analisis logam berat timbal, kadmium, dan 

merkuri pada sampel pakan ikan menggunakan metode spektrofotometri 

serapan atom? 

2. Berapa nilai estimasi ketidakpastian pengukuran dalam  analisis logam berat 

timbal, kadmium, dan merkuri pada pakan ikan dengan menggunakan 

metode spektrofotometri serapan atom? 

1.3 Tujuan Penelitian 

 Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui hasil validasi metode yang meliputi linearitas, akurasi, presisi, 

dan batas deteksi metode pada analisis logam berat timbal, kadmium, dan 

merkuri pada sampel pakan ikan menggunakan metode spektrofotometri 

serapan atom. 

2. Menentukan nilai estimasi ketidakpastian pengukuran dalam analisis logam 

berat timbal, kadmium dan merkuri pada pakan ikan dengan metode 

spektrofotometri serapan atom. 



6 
 

 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengkonfirmasikan atau 

membuktikan bahwa metode yang digunakan dalam suatu pengujian memenuhi 

persyaratan sehingga dapat dinyatakan bahwa data yang diperoleh selama 

pengujian merupakan hasil yang baik dan dapat dipercaya. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Teori 

2.1.1 Logam Berat 

Logam berat adalah unsur-unsur kimia dengan bobot jenis lebih besar dari 

5 gr/cm
3
 dan memiliki nomor atom antara 22 sampai 92. Terdapat 80 dari 109 

unsur kimia di muka bumi ini yang telah teridentifikasi sebagai jenis logam berat. 

Beberapa logam berat yang berbahaya dan sering mencemari lingkungan adalah 

merkuri (Hg), timbal (Pb), arsen (As), kadmium (Cd), krom (Cr), dan nikel (Ni) 

(Sasongko dkk., 2017). Logam berat mempunyai sifat yang sulit didegradasi, 

mudah larut di dalam air, terendap di dalam sedimen dan dapat terakumulasi 

dalam tubuh biota perairan (Ratnawati dkk., 2019). Potensi bahaya logam berat 

adalah ketika logam berat tersebut masuk ke dalam sistem metabolisme dari suatu 

organisme, khususnya manusia (Kurniawan & Mustikasari, 2019).  

Logam berat dapat masuk dalam tubuh manusia baik melalui kulit, 

pernapasan maupun melalui makanan. Logam berat dapat berasal dari berbagai 

sumber seperti pada industri pengolahan bijih logam, industri pestisida, industri 

pertambangan, industri pelapisan logam dan proses penghilangan cat (paint 

Stripping) (Khairruddin dkk., 2019). Logam berat menjadi berbahaya disebabkan 

proses bioakumulasi. Bioakumulasi berarti peningkatan konsentrasi unsur kimia 

tersebut dalam tubuh makhluk hidup sesuai piramida makanan. Logam berat dapat 

terakumulasi melalui rantai makanan, semakin tinggi tingkatan rantai makanan 

yang ditempati oleh suatu organisme, akumulasi logam berat di dalam tubuhnya
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juga semakin bertambah (Hananingtyas, 2017). 

2.1.2 Timbal (Pb) 

Timbal adalah logam berkilau yang berwarna putih kebiruan atau kelabu 

keperakan. Logam ini memiliki nomor atom 82, berat atom 207,20 g/mol, titik 

leleh 327 
o
C, dan titik didih 1755

 o
C. Timbal secara alami ditemukan pada tanah, 

serta bersifat tidak berbau dan tidak berasa. Timbal dapat bereaksi dengan 

senyawa-senyawa lain membentuk berbagai senyawa timbal, seperti timbal oksida 

(PbO), timbal klorida (PbCl2) dan lain-lain. Timbal banyak digunakan dalam 

pembuatan gelas, cat minyak, penstabil senyawa-senyawa PVC, zat pengoksidasi, 

bahan bakar, dan pestisida (SNI 7387, 2009). Timbal juga digunakan untuk 

produk-produk logam seperti pelapis kabel, pipa, solder, dan amunisi. Timbal juga 

bermanfaat sebagai campuran dalam pembuatan pelapis keramik yang disebut 

glasir (silika) dengan oksida lainnya. Komponen timbal (PbO) ditambahkan pada 

proses pembuatan glasir untuk membentuk sifat yang mengkilap (Sihite, 2015). 

Timbal dalam tubuh manusia bisa menghambat aktivitas enzim yang 

terlibat di dalam pembentukan hemoglobin dan sebagian kecil Pb diekskresikan 

lewat urin atau feses karena sebagian terikat oleh protein, sedangkan sebagian lagi 

terakumulasi dalam ginjal, hati, kuku, jaringan lemak dan rambut. Waktu paruh 

timbal dalam eritrosit adalah selama 35 hari, dalam jaringan ginjal 40 hari, 

sedangkan pada tulang selama 30 hari (Sirait dkk., 2013). 

Dampak timbal bagi tubuh manusia sangat banyak terutama pada ibu 

hamil apabila terkontaminasi timbal akan melahirkan anak yang akan mengalami 

gangguan pada fase awal pertumbuhan fisik dan mental dan kemudian berakibat 
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pada fungsi kecerdasan. Timbal dalam jangka panjang dapat terakumulasi pada 

gigi, tulang, dan gusi. Timbal jika konsentrasinya bertambah akan menyebabkan 

anemia dan kerusakan fungsi otak serta kegagalan fungsi ginjal (Nuraini dkk., 

2015).  

2.1.3 Kadmium (Cd) 

Kadmium memiliki nomor atom 48, berat atom 112,41 g/mol, berat jenis 

8,642 g/cm
3
 pada suhu 20 

o
C, titik leleh 320,9

 o
C, titik didih 767 

o
C, dan tekanan 

uap 0,013 Pa pada suhu 180 
o
C. Kadmium merupakan logam alami yang ada di 

dalam kerak bumi. Kadmium yang murni berbentuk logam lunak berwarna putih 

perak, akan tetapi kadmium murni sampai saat ini belum ditemukan. Kadmium 

yang ada saat ini biasa ditemukan sebagai mineral yang terikat dengan unsur lain 

seperti oksigen, sulfur, dan klorin. Kadmium tidak memiliki rasa maupun aroma 

spesifik. Kadmium digunakan dalam industri sebagai bahan dalam pembuatan 

baterai, pigmen, pelapisan logam dan plastik (SNI 7387, 2009). 

Kadmium merupakan komponen campuran logam yang memiliki titik 

lebur rendah. Logam Cd biasa digunakan dalam aplikasi sepuhan listrik 

(electriplating). Kadmium metalik kebanyakan telah digunakan sebagai suatu 

agen anti-korosif. Kadmium juga digunakan pada baterai isi ulang, pada produksi 

logam campur dan pada asap tembakau. Tiga per empat kadmium berfungsi 

sebagai komponen elektroda di baterai alkalin, selebihnya digunakan pada 

penyalutan, pigmen, pelapisan dan sebagai penstabil plastik. Senyawa kadmium 

digunakan dalam fosfor tabung TV hitam-putih dan fosfor hijau dalam TV 

berwarna (Jaishankar et al., 2014). 
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Tubuh manusia tidak memerlukan kadmium dalam fungsi 

pertumbuhannya, karena kadmium merupakan logam yang sangat beracun bagi 

manusia. Keracunan akut karena kadmium akan menyebabkan gejala 

gasterointestial dan penyakit ginjal. Gejala keracunan kadmium sangat mirip 

dengan penyakit glomerulonephiritis, pada fase lanjut dari keracunan kadmium 

ditemukan pelunakan dan patah pada tulang punggung. Gejala yang muncul 

adalah sakit pinggang, patah tulang, tekanan darah tinggi, gejala influenza, dan 

kerusakan ginjal (Said, 2010).  

2.1.4 Merkuri (Hg) 

Merkuri atau air raksa memiliki nomor atom 80, berat atom 200,59 g/mol, 

berat jenis 13,55 g/cm
3
, titik leleh -38,90 

o
C, titik didih 357,30

 o
C, tekanan uap 

163x10-3 Pa, kelarutan dalam air 60 μg/L pada suhu 20
 o

C, dan 250 μg/L pada 

suhu 50 
o
C dengan faktor konversi 1 mg/kg sama dengan 8,34 mg/m

3
 serta 1 

mg/m
3
 sama dengan 0,12 mg/kg. Merkuri adalah satu-satunya logam berbentuk 

cairan pada temperatur normal. Merkuri disebut sebagai quicksilver. Logam ini 

berwarna putuh keperakan, mengkilat dan mudah menguap pada suhu ruangan 

(SNI 7387, 2009). 

 Semua bentuk merkuri, baik dalam bentuk unsur, gas maupun dalam 

bentuk garam merkuri organik bersifat racun. Merkuri dapat terakumulasi di 

lingkungan dan dapat meracuni hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme. 

Keasaman permukaan air dapat mempengaruhi kandungan merkuri secara 

signifikan. Merkuri jika telah mencapai permukaan air atau tanah akan 

bersenyawa dengan karbon membentuk senyawa Hg organik oleh 
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mikroorganisme (bakteri) di air dan tanah. Senyawa Hg organik yang paling 

umum adalah metil merkuri (CH3Hg
+
 dan CH3-Hg-CH3), suatu zat yang dapat 

diserap oleh sebagian besar organisme dengan cepat dan diketahui berpotensi 

menyebabkan toksisitas terhadap sistem saraf pusat (Hadi, 2013). 

Keracunan merkuri dapat menyebabkan gejala parestesias dan mati rasa 

atau kebas di kaki dan tangan, kesulitan koordinasi dan penyempitan konsentris 

dari penglihatan serta gejala gangguan pendengaran dapat terjadi. Gejala lain dari 

keracunan merkuri organik adalah depresi, masalah ingatan, kejang, fatigue, sakit 

kepala dan rambut rontok. Dosis tinggi merkuri dapat menyebabkan kematian, 

biasanya 2 hingga 4 minggu setelah munculnya gejala (Jaishankar et al., 2014). 

2.1.5 Pakan Ikan 

Pertumbuhan dan kelangsungan hidup ikan ditopang oleh pakan (Kusnadi, 

2014). Berdasarkan Peraturan Menteri Kelautan dan Perikanan Nomor 55 Tahun 

2018 pakan ikan dibagi menjadi dua jenis yaitu pakan alami dan pakan buatan. 

Pakan ikan alami adalah organisme hidup atau mati baik tumbuhan maupun 

hewan yang dapat dikonsumsi oleh ikan, sedangkan pakan ikan buatan adalah 

pakan ikan yang terbuat dari kombinasi beberapa bahan baku pakan yang dibuat 

melalui proses sehingga dapat dikonsumsi oleh ikan. 

Menurut Sary (2019) secara umum terdapat empat kelompok bahan baku 

pakan ikan diantaranya adalah: 

a. Bahan baku hewani seperti tepung ikan, tepung bekicot, tepung rebon, tepung 

kepala udang, tepung tulang, tepung darah, dan sebagainya digunakan dalam 

produksi pakan. Selain merupakan sumber protein yang mudah dicerna, bahan 
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baku hewani ini mengandung asam amino yang lebih lengkap dibandingkan 

bahan baku nabati. 

b. Bahan baku nabati merupakan bahan baku pakan ikan yang diperoleh dan 

berasal dari tumbuhan, contohnya adalah tepung kedelai, tepung jagung, 

dedak, tepung terigu, dan lain-lain. Karbohidrat, protein, dan vitamin biasanya 

ditemukan dalam bahan nabati. 

c. Tepung darah, tepung kepala udang, bungkil kelapa, ampas tahu, dan dedak 

halus adalah contoh bahan baku yang berasal dari limbah pertanian, baik 

hewani maupun nabati. 

d. Aditif atau bahan tambahan adalah zat seperti vitamin, mineral, antioksidan, 

dan perekat yang ditambahkan ke dalam pakan untuk memenuhi kebutuhan 

nutrisi yang tidak dapat dipenuhi oleh bahan baku pakan. Aditif juga 

membantu meningkatkan metabolisme ikan dan proses pencernaan, 

merangsang nafsu makan atau memberikan aroma pakan, dan memperbaiki 

tekstur pakan. 

Pemilihan formulasi pakan ikan harus memenuhi persyaratan minimal 

yang dibutuhkan oleh ikan, karena dapat mempercepat pertumbuhan, 

memperpendek masa pemeliharaan, dan memperkecil resiko kematian (Yunaidi 

dkk., 2019). Adapun persyaratan minimal nutrisi yang diberikan pada beberapa 

jenis ikan air tawar adalah seperti terlihat pada tabel 2.1 

 

 



13 
 

 
 

Tabel 2.1 Kebutuhan nutrisi beberapa jenis ikan (Yunaidi dkk., 2019) 

No Jenis ikan 
Protein 

(%) 

Lemak 

(%) 

Karbohidrat 

(%) 

1 Lele 30-35 5-15 30-40 

2 Mas 25-27 5-15 30-40 

3 Nila 20-25 8-17 25-35 

4 Patin 20-25 8-17 25-35 

5 Gurame 25-27 4-12 20-30 

 

2.1.6 Validasi Metode 

Metode laboratorium kimia analitik harus dievaluasi dan diuji untuk 

memastikan kesesuaiannya dengan tugas yang dihadapi (Riyanto, 2014). Validasi 

metode analitik adalah proses mengevaluasi parameter tertentu berdasarkan 

eksperimen laboratorium untuk menunjukkan bahwa parameter tersebut 

memenuhi persyaratan untuk penggunaannya (Harmita, 2004). Berdasarkan SNI 

ISO/IEC 17025 (2017) disebutkan bahwa prosedur validasi adalah langkah 

penting yang harus diambil untuk memverifikasi melalui pengujian dan 

menunjukkan dengan data objektif. Hal ini untuk memberi tahu bahwa 

persyaratan untuk validasi telah dipenuhi. 

1. Linearitas 

 Linearitas merupakan metode analisis uji untuk memastikan adanya 

hubungan yang linear antara konsentrasi analit dan sinyal atau respon detektor. 

Penentuan linearitas memerlukan sedikitnya lima konsentrasi standar yang 

berbeda-beda. Pengukuran linearitas ditunjukkan dari hasil grafik yang 

menghasilkan suatu persamaan garis linear yang menghubungkan antara sinyal 

dengan konsentrasi suatu standar yang menunjukkan koefisien korelasi (r) 

(Sasongko dkk., 2017).  
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 Penentuan linearitas ditentukan untuk mengetahui kemampuan suatu 

metode analisis dalam memperoleh hasil yang sesuai terhadap konsentrasi analit 

dalam sampel. Tujuan dilakukan pengukuran ini adalah untuk memperoleh 

persamaan garis regresi dari kurva kalibrasi yang dibuat (Trisnawati & Dewi, 

2021). Kurva kalibrasi merupakan parameter untuk menentukan hubungan linier 

antara konsentrasi analit dengan absorbansi (Rosita dkk., 2022). Koefisien 

korelasi (r) digunakan sebagai parameter adanya hubungan linier pada analisis 

regresi linier y = a + bx. Hubungan linier yang ideal dicapai jika nilai b = 0 dan r 

= +1 atau –1 bergantung pada arah garis, sedangkan nilai a menunjukkan 

kepekaan analisis terutama instrumen yang digunakan (Harmita, 2004). Menurut 

Association of Official Analytical Chemist (2012) syarat keberterimaan linearitas 

yaitu ditunjukan dengan nilai koefisien korelasi (R
2
) lebih besar dari 0,990 atau (r) 

lebih besar dari 0,995. 

2. Limit Deteksi dan Limit Kuantitasi 

 Kinerja instrumen atau suatu metode analisis dinilai dengan menentukan 

LoD (limit of detection) dan LoQ (limit of quantitation). Jumlah analit terkecil 

yang masih dapat dideteksi dalam sampel adalah limit deteksi. Jumlah terkecil 

analit yang dapat dikuantifikasi dengan tepat dalam sampel dikenal sebagai batas 

kuantitasi. Batas deteksi dan batas kuantitasi sebenarnya tidak berbeda secara 

signifikan, sehingga hanya satu metode yang digunakan untuk prosedur analisis. 

Kedua metode tersebut berbeda berdasarkan cara perhitungannya (Harmita, 2004). 

 Cara penentuan limit deteksi dan limit kuantitasi pada alat 

spektrofotometer serapan atom yang umum dilakukan adalah dengan 
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menggunakan blanko. Prinsip penentuan LoD dan LoQ dengan menggunakan 

blanko adalah larutan yang digunakan untuk analisis diukur nilai absorbansinya 

dengan menggunakan alat tertentu minimal 7 kali ulangan (Sumarno & 

Kusumaningtyas, 2018). Batas deteksi adalah konsentrasi rata-rata analit yang 

sama dengan nilai blanko sampel ditambah tiga standar deviasi seperti yang 

ditunjukan dalam persamaan 1 (Riyanto, 2014), sedangkan batas kuantitasi adalah 

konsentrasi rata-rata analit yang sama dengan nilai blanko ditambah sepuluh 

standar deviasi seperti yang ditunjukan dalam persamaan 2 (Association of 

Official Analytical Chemist, 2016). 

     x             (1) 

     x            (2) 

Keterangan: 

x   : konsentrasi rata-rata blanko  

SD : Standar deviasi 

 Kemampuan instrumen untuk mendeteksi analit yang dapat dianalisis 

dengan alat dievaluasi menggunakan uji LoD dan LoQ. Alat deteksi tersebut 

masih efektif dan mampu memberikan hasil analisis analit yang sesuai apabila 

hasil LoD dan LoQ yang dihasilkan bermagnitudo kecil. Ada hubungan yang 

sangat kuat antara batas deteksi dan batas kuantitasi, sehingga keduanya tidak 

dapat dipisahkan (Ratnawati dkk., 2019). 

3. Akurasi 

 Akurasi ialah nilai yang menunjukkan derajat kemiripan sebuah hasil 

analisis dibandingkan dengan keadaan kadar yang sebenarnya dari analit. Akurasi 
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juga dijelaskan sebagai % recovery (persen perolehan kembali) dari analit yang 

dilakukan penambahan di dalamnya (Anggraini dkk., 2018). Akurasi (ketepatan) 

adalah tingkatan kedekatan hasil uji yang didapatkan terhadap nilai sebenarnya. 

Akurasi dapat dilakukan dengan 3 cara, yaitu menggunakan CRM (Certified 

Reference Material), membandingkan dengan metode lain dan penambahan 

sejumlah standar (spiking) (Sukaryono dkk., 2017). 

 Akurasi metode masih dinilai baik jika persentase perolehan kembalinya 

masih memenuhi rentang yang dipersyaratkan. Konsentrasi yang ditambahkan 

mewakili kadar rendah, sedang, dan tinggi bertujuan untuk mengetahui ketepatan 

metode analisis pada kadar yang berbeda (Harmono, 2020). Tujuan akurasi ini 

adalah untuk memastikan seberapa dekat nilai yang diperoleh dan yang diterima 

sesuai satu sama lain. Persen perolehan kembali dapat ditentukan dengan 

menggunakan Persamaan berikut (Association of Official Analytical Chemist, 

2016):  

              
     

  
         (3)   

Keterangan :  

CF : kadar terukur logam dalam sampel setelah ditambah standar  

CU : kadar terukur logam dalam sampel sebelum ditambah standar  

CA : kadar teoritis larutan baku yang ditambahkan 

 Hasil akurasi metode yang baik sangat diperlukan sebagai bukti bahwa 

metode yang sedang dikembangkan memenuhi persyaratan validasi. Hal ini sangat 

tergantung pada seluruh tahapan dalam metode analisis antara lain kondisi 

laboratorium yang baik, ketelitian dalam preparasi sampel, pereaksi dan pelarut 
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yang baik, taat asas sesuai dengan prosedur, dan alat ukur yang terkalibrasi 

(Taufiq dkk., 2016). Menurut Association of Official Analytical Chemist (2016) 

nilai akurasi yang dapat diterima pada setiap konsentrasi ditunjukan dalam tabel 

2.2. 

Tabel 2.2 Akurasi yang diharapkan sebagai fungsi konsentrasi analit 

(AOAC, 2016) 

Analit % Fraksi massa (C) Satuan % Akurasi 

100 1 100% 
98-102 

10 10
-1

 10% 

1 10
-2

 1% 97-103 

0,1 10
-3

 0,1% 95-105 

0,01 10
-4

 100 ppm (mg/kg) 90-107 

0,001 10
-5

 10 ppm (mg/kg) 

80-110 0,0001 10
-6

 1 ppm (mg/kg) 

0,00001 10
-7

 100 ppb (µg/kg) 

0,000001 10
-8

 10 ppb (µg/kg) 60-115 

0,0000001 10
-9

 1 ppb (µg/kg) 40-120 

 

4. Presisi 

 Istilah presisi mengacu pada sejauh mana serangkaian pengukuran yang 

diambil dari beberapa sampel homogen dari sampel yang sama di bawah 

serangkaian kondisi tertentu sesuai satu sama lain (Riyanto, 2014). Presisi dapat 

dihitung dengan menggunakan rumus dibawah ini (Association of Official 

Analytical Chemist, 2016): 

       √
 ∑    ̅   

   
    (4) 

     
  

  
         (5) 

Keterangan : 

SD : Standar deviasi (simpangan baku) 

 ̅ : Rerata hasil pengukuran  
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 Presisi mempunyai 3 jenis, yaitu repeatability (keterulangan) yaitu 

ketepatan jika dilakukan oleh laboratorium, peralatan dan analis yang sama; intra 

reproducibility (ketertiruan) yaitu ketepatan jika dilakukan oleh laboratorium dan 

peralatan yang sama dengan analis yang berbeda; dan Inter reproducibility 

(ketertiruan) yaitu ketepatan jika dilakukan oleh laboratorium, peralatan dan 

analis yang berbeda (Sukaryono dkk., 2017). Presisi metode juga dapat dilakukan 

dengan intermediate precision (inter-day). Proses ini dilakukan pada sampel sama, 

menggunakan metode sama, analis sama dan instrumen yang sama, namun 

dilakukan pada hari yang berbeda (Taufiq dkk., 2016). 

 Presisi dapat dikatakan pula ukuran kedekatan hasil analisis yang 

diperoleh dari serangkaian pengukuran ulang dari ukuran yang sama. Hal ini dapat 

digunakan untuk mencerminkan kesalahan acak yang terjadi dalam suatu metode. 

Kesalahan acak yang dilakukan dalam laboratorium sangat susah untuk dihindari, 

hal ini dikarenakan banyak berhubungan dengan instrumen ukur, peralatan contoh 

yang diukur, prosedur, dan lingkungan sekitar (Trisnawati & Dewi, 2021). 

Menurut Association of Official Analytical Chemist (2016) nilai presisi yang 

dapat diterima pada setiap konsentrasi ditunjukan dalam tabel 2.3. 
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Tabel 2.3 Presisi yang diharapkan sebagai fungsi konsentrasi analit (AOAC, 

2016) 

Analit % Fraksi massa (C) Satuan % RSD 

100 1 100% 1,3 

10 10
-1

 10% 1,9 

1 10
-2

 1% 2,7 

0,1 10
-3

 0,1% 3,7 

0,01 10
-4

 100 ppm (mg/kg) 5,3 

0,001 10
-5

 10 ppm (mg/kg) 7,3 

0,0001 10
-6

 1 ppm (mg/kg) 11 

0,00001 10
-7

 100 ppb (µg/kg) 15 

0,000001 10
-8

 10 ppb (µg/kg) 21 

0,0000001 10
-9

 1 ppb (µg/kg) 30 

 

2.1.7 Estimasi Ketidakpastian 

 Ketidakpastian merupakan persyaratan yang diharuskan dalam sistem 

akreditasi berdasarkan SNI ISO/IEC 17025 (2017). Estimasi ketidakpastian 

merupakan indikator yang dapat digunakan untuk menentukan kehandalan atau 

kapabilitas suatu laboratorium pengujian atau kalibrasi. Ketidakpastian 

menunjukkan bahwa laboratorium tersebut sudah memperhitungkan faktor 

kesalahan dalam penentuan nilai true value (nilai benar). Ketidakpastian juga 

digunakan untuk mengevaluasi unjuk kerja laboratorium uji yang ikut dalam uji 

profisiensi (Rohani dkk., 2021). 

 Sumber-sumber ketidakpastian antara lain adalah sampling, preparasi 

cuplikan, kalibrasi peralatan, instrumen, kesalahan random, kesalahan sistematik, 

dan personil. Kategori komponen ketidakpastian ada 2, yaitu tipe A (dari data 

primer) yang berdasarkan pekerjaan eksperimental dan dihitung dari rangkaian 

pengamatan berulang, dan tipe B (dari data sekunder) yang berdasarkan informasi 

yang dapat dipercaya, seperti dari pabrik, buku literatur, jurnal, internet, dan 

sebagainya (Supriyanto & Susana, 2010). 
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 Cara menghitung ketidakpastian baku (µ) adalah (Supriyanto & Susana, 

2010): 

          
 

 n
      (6) 

Keterangan: 

s  : simpangan baku 

n : jumlah pengamatan 

µ : ketidakpastian baku 

                     (7) 

- Distribusi normal tingkat kepercayaan 95% 

     
 

2
         (8) 

- Distribusi normal tingkat kepercayaan 99%  

     
 

 
         (9) 

- Distribusi rectangular  

     
 

  
         (10) 

- Distribusi triangular  

     
 

 6
         (11) 

 Cara menghitung ketidakpastian baku gabungan (µc) yaitu :  

   √ a         (untuk satuan yang sama)   (12) 

     √  a/a       /        (untuk satuan yang tidak sama) (13) 

  

 Secara umum urutan langkah-langkah yang harus diperhatikan agar lebih 

mudah menentukan ketidakpastian pengukuran adalah menyusun model langkah-
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langkah pemrosesan, menginventarisasi semua faktor yang dapat menyebabkan 

kesalahan pada hasil akhir dalam bentuk diagram sebab akibat, dan 

mengelompokkan faktor-faktor di atas ke dalam kategori komponen 

ketidakpastian, melakukan estimasi masing-masing komponen ketidakpastian, 

sehingga ekivalen dengan simpangan baku, menggabungkan komponen 

ketidakpastian baku untuk menghasilkan ketidakpastian baku gabungan, 

kemudian ketidakpastian yang diperoleh diperluas untuk memberikan suatu 

interval dimana nilai kuantitas yang diukur diperkirakan berada dan pada tingkat 

kepercayaan tertentu (Supriyanto & Susana, 2010). 

2.1.8 Destruksi 

 Preparasi sampel merupakan langkah yang penting dalam analisis unsur 

unsur mikro yang menggunakan pengukuran spektrofotometri serapan atom. 

Pemilihan metode preparasi sampel sangat mempengaruhi hasil yang akan 

didapatkan nantinya. Bahan-bahan organik yang ada dalam sampel harus di 

destruksi terlebih dahulu. Fungsi dari destruksi adalah untuk memutus ikatan 

antara senyawa organik dengan logam yang akan dianalisis (Dewi, 2012). 

Destruksi merupakan suatu perlakuan pemecahan senyawa menjadi unsur-

unsurnya sehingga dapat dianalisis. Istilah destruksi ini disebut juga perombakan, 

yaitu dari bentuk organik logam menjadi bentuk logam-logam anorganik. Pada 

dasarnya ada dua jenis destruksi yang dikenal dalam ilmu kimia yaitu destruksi 

basah (oksida basah) dan destruksi kering (oksida kering). Destruksi basah adalah 

perombakan sampel dengan asam-asam kuat baik tunggal maupun campuran, 

kemudian dioksidasi dengan menggunakan zat oksidator (Kristianingrum, 2012). 
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Metode destruksi basah dapat dilakukan secara terbuka maupun tertutup. 

Destruksi basah terbuka yaitu campuran antara contoh uji dengan reagen asam 

kuat dipanaskan secara terbuka di atas penangas listrik (Hot Plate Method), 

Sedangkan destruksi basah tertutup adalah reaksi pelarutan dan pemecahan 

dilakukan dalam wadah tertutup yang lebih aman terhadap penguapan dan 

pemuaian bahan (Rodiana dkk., 2013). 

 Destruksi kering merupakan perombakan organik logam di dalam sampel 

menjadi logam-logam anorganik dengan jalan pengabuan sampel dalam muffle 

furnace dan memerlukan suhu pemanasan tertentu. Pada umumnya dalam 

destruksi kering ini dibutuhkan suhu pemanasan antara 400-800 
o
C, tetapi suhu ini 

sangat tergantung pada jenis sampel yang akan dianalisis, untuk menentukan suhu 

pengabuan dengan sistem ini terlebih dahulu ditinjau jenis logam yang akan 

dianalisis, bila oksida-oksida logam yang terbentuk bersifat kurang stabil, maka 

perlakuan ini tidak memberikan hasil yang baik. Logam Fe, Cu, dan Zn oksidanya 

yang terbentuk adalah Fe2O3, FeO, CuO, dan ZnO. Semua oksida logam ini cukup 

stabil pada suhu pengabuan yang digunakan (Kristianingrum, 2012). Pelarut-

pelarut yang dapat digunakan untuk destruksi antara lain asam nitrat, asam sulfat, 

asam perklorat dan asam klorida, dari beberapa macam asam tersebut dapat 

digunakan secara tunggal maupun campuran (Asmorowati dkk., 2020). 

2.1.9 Spektrofotometri Serapan Atom 

Spektrofotometri serapan atom atau yang biasa dikenal dengan AAS (Atomic 

Absorption Spectrophotometry) merupakan suatu metode yang dipakai untuk 

memutuskan kandungan ion logam spesifik dengan jalur mengukur intensitas 
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serapan sinar pada jauh gelombang khusus oleh uap atom unsur yang ditimbulkan 

dari materi, misalnya dengan mengalirkan air zat kedalam cahaya api (Farrukh, 

2012). AAS merupakan teknik analisis unsur kimia yang menggunakan prinsip 

penyerapan energi (radiasi pada panjang gelombang tertentu) oleh atom sehingga 

menimbulkan keadaan energi elektronik tereksitasi (Isnaeni, 2021). Alat AAS 

dapat mendeteksi keberadaan logam pada suatu bahan sesuai dengan hukum 

Lambert-Beer. Hukum ini menjelaskan bahwa semua sinar yang telah diserap 

berbanding lurus dengan banyaknya kadar unsur zat pada logam berat, sehingga 

akan didapatkan konsentrasinya (Eika, 2019).  

1. Spektrofotometri Serapan Atom Nyala 

Teknik spektrofotometri serapan atom nyala atau FAAS (Flame Atomic 

Absorption Spectrophotometry) umumnya menggunakan udara/asetilena sebagai 

sumber nyala. Pelarut diuapkan dan chopper akan memecah sampel menjadi butir-

butir kabut kemudian membentuk aerosol, setelah proses pengkabutan, campuran 

gas menuju burner (nyala) untuk proses pengatoman. Cahaya dari lampu katoda 

berongga (dipilih berdasarkan elemen yang akan ditentukan) melewati awan atom, 

atom menyerap sinar dari lampu, kemudian diukur dengan detektor, yang 

sebanding dengan kadar zat (Isnaeni, 2021). 
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Gambar 2.1 Ilustrasi teknik FAAS (Isnaeni, 2021) 

2. Spektrofotometri Serapan Atom Tungku Grafit 

 Teknik spektrofotometri serapan atom tungku grafit atau GF-AAS 

(Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry), atomisasi dilakukan 

tanpa nyala yaitu melalui energi listrik pada batang karbon yang berbentuk tabung 

grafit yang dipanaskan pada suhu hingga 3000 °C untuk menghasilkan awan 

atom. Kerapatan atom yang lebih tinggi dan waktu tinggal lebih lama 

meningkatkan batas deteksi AAS tanpa nyala hingga 1000x dibandingkan dengan 

AAS nyala yaitu hingga kisaran sub-ppb (Isnaeni, 2021). 

 

 

Gambar 2.2 Ilustrasi teknik GF-AAS (Isnaeni, 2021) 
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Metode GF-AAS terdiri dari beberapa tahapan atomisasi diantaranya 

adalah (Filho et al., 2012): 

a. Tahap pengeringan, dimana sampel (5 hingga 50 μL) dimasukkan oleh 

injektor otomatis, dan pemrograman analitik dimulai. Tahap ini bertujuan 

untuk menguapkan sampel dan zat-zat volatil untuk menghindari percikan 

sampel yang mengakibatkan presisi analitik yang buruk. Suhu tungku secara 

perlahan dinaikkan hingga suhu pelarut menguap yaitu 100-120 
o
C kurang 

dari 1 menit. Waktu yang berlalu pada setiap fase analitik sangat penting, 

karena hilangnya analit oleh penguapan dapat terjadi, atau proses fisikokimia 

sampel mungkin tidak lengkap, terutama pada fase pengeringan ini, dimana 

jumlah konstituen volatil yang ada dalam sampel lebih besar.  

b. Tahap pengabuan, suhu dinaikkan secara bertahap hingga mencapai nilai 

pirolisis (Ash). Tahap ini bertujuan untuk menguapkan komponen matriks 

anorganik dan organik secara selektif dari sampel, meninggalkan elemen 

dalam matriks yang kurang kompleks untuk dianalisis.  

c. Tahap pendinginan pra atomisasi untuk memaksimalkan laju pemanasan dan 

memperluas zona isotermal di dalam tabung setelah pemanasan.  

d. Tahap atomisasi, tahap ini bertujuan untuk menghasilkan uap atom dari 

elemen analit, sehingga memungkinkan penyerapan atom dapat diukur. 

Berbeda dari yang tahap lain pada tahap ini, gas inert, biasanya argon, terputus 

sehingga interaksi maksimum awan atom dengan lampu elektromagnetik 

dapat terjadi yang membantu memaksimalkan waktu tinggal sampel di dalam 

tabung dan meningkatkan sinyal absorbansi pengukuran. 



26 
 

 
 

e. Tahap pembersihan dan pendinginan, pada tahapan ini menggunakan suhu 

yang lebih tinggi untuk membakar residu sampel yang mungkin tersisa di 

tanur dan memastikan tidak ada sisa-sisa yang menyebabkan efek memori, 

yang mengganggu atomisasi. Tahap terakhir yaitu pendinginan sistem (Cool 

Down), selain membantu mendinginkan sistem dan tidak mengganggu sifat 

kimia sampel di dalam tabung selama fase analisis, gas inert digunakan untuk 

meminimalkan oksidasi grafit pada tabung.  

 Signal pada proses pengukuran menggunakan GF-AAS dapat berubah 

dengan cepat dan kemungkinan terjadinya gangguan saat pengukuran lebih 

banyak dari tipe AAS lainnya. Signal pengukuran yang cepat berubah 

mengakibatkan hasil keterulangan (presisi) yang kurang baik, karena hasil 

pengukuran yang diulang belum tentu menghasilkan absorbansi yang sama atau 

mendekati hasil yang sebelumnya (Filho et al., 2012). Secara umum, gangguan 

kimia dalam analisis menggunakan GF-AAS dapat diatasi dengan penggunaan 

chemical modifier. Chemical modifier adalah suatu senyawa yang ditambahkan 

baik ke dalam sampel maupun standard untuk mengurangi gangguan atau 

mengisolasi analit ke dalam bentuk tertentu yang memungkinkan terjadinya 

pemisahan penyerapan atom antara analit dengan matriks atau senyawa 

pengganggunya (Ketrin, 2015). 

3.  Spektrofotometri Serapan Atom Merkuri Uap Dingin 

Teknik spektrofotometri serapan atom merkuri uap dingin atau CV-AAS 

(Cold Vapor Atomic Absorption Spectrophotometry) adalah teknik yang biasa 

digunakan untuk analisis merkuri. Teknik ini dikenal merkuri uap dingin karena 
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atomisasi dilakukan tanpa adanya pemanasan. Teknik ini bergantung pada 

penambahan jumlah zat pereduksi yang sesuai, karena merkuri ditemukan di 

larutan dalam bentuk ion Hg(II) dan perlu direduksi menjadi unsur gas Hg 

(Vicentino et al., 2015). Teknik ini hanya digunakan untuk menentukan merkuri 

karena karakteristik kimianya yang direduksi menjadi keadaan atom melalui 

reaksi sampel dengan zat pereduksi kuat seperti timah klorida atau natrium 

borohidrida dalam sistem reaksi tertutup. Serupa dengan sistem sebelumnya, raksa 

bebas yang mudah menguap kemudian didorong dari labu reaksi dengan 

gelembung udara atau argon melalui larutan, dibawa dalam jalur cahaya 

spektrometer serapan atom. Semua merkuri dalam larutan sampel yang 

ditempatkan dalam labu reaksi diatomisasi secara kimiawi dan diangkut ke sel 

sampel untuk mengukur absorbansi. Keuntungan dari teknik ini adalah sensibilitas 

dapat ditingkatkan hanya dengan penambahan jumlah sampel. Batas deteksi 

merkuri dengan teknik ini adalah sekitar 0,02 μg/L (Filho et al., 2012). Reduktor 

yang biasa digunakan untuk mereduksi Hg
2+

 ion menjadi Hg
o 

adalah SnCl2, dan 

untuk menjaga asam media cukup untuk mempromosikan evolusi uap Hg yang 

sesuai, ditambahkan larutan HCl (Panggabean dkk., 2018). 

Dibandingkan dengan inductively coupled plasma (ICP), metode ini secara 

signifikan lebih murah dan memiliki tingkat reproduktifitas yang lebih tinggi 

daripada GF-AAS. Volume sampel yang diperlukan kira-kira 10 mL, dan batas 

deteksi (LoD) biasanya dalam rentang ppb. Akibatnya, risiko kontaminasi 

berkurang dengan kemampuan menganalisis ukuran sampel kecil. Ventilasi dan 
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penggunaan alat pelindung diri (APD) yang sesuai semakin mengurangi 

kemungkinan terpapar merkuri pada saat pengukuran (Kristian dkk., 2015). 

2.2 Kerangka Pemikiran 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Kerangka pemikiran 

 

Pakan ikan merupakan faktor utama yang membantu ikan tumbuh dan 

bertahan hidup. 

Pakan ikan dapat terkontaminasi logam berat karena bahan bakunya yang 

tercemar oleh logam berat maupun selama proses produksi (kontaminasi 

dari mesin/alat). 

 

Pakan ikan yang mengandung logam berat seperti timbal (Pb), kadmium 

(Cd), dan merkuri (Hg) yang melebihi batas maksimum yang telah 

ditetapkan dapat berdampak negatif bagi kesehatan ikan dan manusia 

yang mengkonsumsinya. 

 

Penting untuk memastikan bahwa pakan ikan aman dan bebas dari 

kontaminasi logam berat. Salah satu metode yang umum digunakan untuk 

mendeteksi logam berat adalah spektrofotometri serapan atom.  

Validasi metode untuk analisis logam berat pada pakan ikan perlu 

dilakukan untuk memastikan bahwa metode tersebut dapat menghasilkan 

data yang akurat dan andal.  
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2.3 Hipotesis 

1. Hasil validasi metode dalam analisis logam berat timbal (Pb), kadmium 

(Cd), dan merkuri (Hg) pada sampel pakan ikan dengan metode 

spektrofotometri serapan atom menunjukan hasil yang valid dan sesuai 

dengan parameter validasi metode, yaitu linearitas, akurasi, presisi, dan 

batas deteksi metode yang telah ditentukan. 

2. Hasil estimasi ketidakpastian pengukuran memiliki nilai yang kecil. 

2.4 Penelitian Relevan 

Tabel 2.4 Penelitian relevan 

Peneliti & 

Tahun 
Judul Hasil Publikasi 

Magdalena 

dkk (2020) 

Validasi metode 

penentuan kadmium 

(Cd) pada pupuk 

organik padat 

menggunakan 

spektrofotometer 

serapan atom (SSA) 

di PT. Global 

Environment 

Laboratory 

nilai koefisien korelasi 

(r) sebesar 0,9997 

dengan ketertiruan nilai 

% RSD sebesar 0,028% 

. Nilai akurasi dengan 

rentang 105,05% 

sampai 116,86%. Nilai 

limit deteksi (LoD) 

sebesar 0,38 mg/kg dan 

nilai limit kuantisasi 

(LoQ) sebesar 0,43 

mg/kg. Nilai limit 

instrumen (IDL) sebesar 

0,022 ppm dan nilai 

limit metode (MDL) 

sebesar 0,0194 ppm 

Prosiding 

Seminar 

Nasional Kimia 

Berwawasan 

Lingkungan 

2020 

Habibi 

(2020) 

 

Validasi metode 

destruksi basah dan 

destruksi kering pada 

penentuan logam 

timbal (Pb) dan 

kadmium (Cd) dalam 

tanaman rumput 

Validitas ditunjukkan 

dengan nilai kadar 

logam yang optimal, 

nilai korelasi standar di 

atas 0,995, % RPD 

dibawah 10%, dan % R 

dalam rentang 85% - 

115 %. 

Integrated Lab 

Journal. 1(1): 

25-23 

 

 

 

 

 

 

Harmono 

(2020) 

Validasi Metode 

Analisis Logam 

nilai koefisien korelasi 

(r) > 0,9992 dan 

Indonesian 

Journal of 
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Merkuri (Hg) Terlarut 

pada Air Permukaan 

dengan Automatic 

Mercury Analyzer 

koefisien determinasi 

(r²) > 0,9984. Nilai 

batas deteksi (LoD) 

dalam sampel 0,07 

µg/L. Nilai batas 

kuantitasi (LoQ) dalam 

sampel 0,24 µg/L. 

Simpangan baku relatif 

(RSD) yang diperoleh 

untuk keterulangan 

sebesar 3,17 % dan 

presisi antara sebesar 

6,75 % 

Laboratory. 2(3): 

11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trisnawati 

& Dewi 

(2021) 

 

Validasi metode uji 

merkuri 

menggunakan 

inductively coupled 

plasma emission 

spectrometry (ICPE) 

9000 

nilai r sebesar 0,9969, 

nilai LoD dan LoQ 

sebesar 0,1 mg/L dan 

0,3 mg/L, akurasi sudah 

masuk dalam rentang 

yang ditetapkan yakni 

90 - 110%, hasil 

analisis uji presisi 

memiliki nilai % RSD < 

2/3 CV Horwitz. 

Cakra Kimia. 9: 

24-28 

Tuslinah 

dkk (2022) 

 

Validasi metode 

analisis logam timbal 

(Pb) dalam rumput 

laut 

Menggunakan metode 

spektrofotometri uv-

vis 

nilai r yaitu  0,9979; 

batas deteksi (BD) 

0,459 ppm; batas 

kuantisasi (BK) 1,53 

ppm. Akurasi yang 

diperoleh pada 

konsentrasi 2 ppm 

(80%) , 2,5 ppm 

(100%), dan 3 ppm 

(120%) berturut-turut 

107,6531%, 90,1088% 

dan 102,4376%. Presisi 

dari hasil pengukuran 

pada konsentrasi 1 ppm 

sampai 6 ppm tidak 

melebihi 15%. 

Jurnal Kesehatan 

Bakti Tunas 

Husada : Jurnal 

Ilmu 

Keperawatan, 

Analis 

Kesehatan dan 

Farmasi. 22(1): 

23-28 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilakuan pada bulan November 2022 sampai April 2023. 

Tempat penelitian dilaksanakan di Balai Pengujian Kesehatan Ikan dan 

Lingkungan (BPKIL) Serang. 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik, 

spatula, mikropipet (Eppendorf), pipet tetes, blender, refrigerator, labu takar 

(Iwaki), tabung sampel (vessel), rak tabung microwave, penampung vessel, 

microwave digestion (Ethos UP), seperangkat alat spektrofotometri serapan atom 

(Atomic Absorption Spectrophotometer) graphite furnace dan flame yang 

dilengkapi cold vapor (Agilent), corong gelas, beaker gelas (Iwaki), dan botol 

semprot. 

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah pakan ikan, 

asam nitrat (HNO3) p.a 65% (Merck), standar Pb 1000 mg/L (Merck), standar Cd 

1000 mg/L (Merck), standar Hg 1000 mg/L (Merck), hidrogen peroksida (H2O2) 

30% (Merck), timah (II) klorida dihidrat (SnCl2) (Merck) , asam fosfat (H3PO4) 

85% (Merck), asam klorida (HCl) 37% (Merck),  dan akuades. 
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3.3 Prosedur Kerja (SNI 2354-5, 2011 dan SNI 2354-6, 2016) 

3.3.1 Preparasi Sampel 

Sampel pakan ikan dihaluskan menggunakan blender hingga menjadi partikel 

kecil. Tempatkan sampel dalam wadah polystyrene yang bersih dan tertutup. Jika 

sampel tidak langsung dianalisis, simpan sampel dalam refrigerator. 

3.3.2 Destruksi Basah Menggunakan Microwave Digestion 

 Sampel ditimbang sebanyak 0,3 g ke dalam tabung sampel (vessel), 

kemudian dicatat beratnya. Masing-masing sampel ditambahkan larutan standar 

Pb, Cd, dan Hg sebesar 0,5; 1; dan 1,5 MRL (maksimum residu limit) untuk 

spiked sampel sedangkan untuk blanko sampel tidak ditambahkan dengan larutan 

standar, kemudian tambahkan secara berurutan 5 mL asam nitrat pekat (HNO3) 

65% dan 1 mL hidrogen peroksida (H2O2) 30%. Lakukan destruksi dengan 

mengatur program microwave. Pindahkan hasil destruksi ke labu takar 50 mL lalu 

tambahkan akuades sampai tanda batas. 

3.3.3 Pembacaan Kurva Kalibrasi dan Sampel pada AAS 

 Alat AAS diatur dan dioptimalkan untuk analisis sesuai dengan petunjuk 

penggunaan alat. Siapkan larutan H3PO4 1000 ppm sebagai matrik modifier untuk 

pengujian Pb dan Cd, larutan SnCl2 20% dalam HCl 20% sebagai reduktor 

pengujian Hg, dan larutan standar kerja dengan titik kadar 0; 7,5; 15; 22,5; 37,5 

dan 60 ppb (Pb), 0; 0,25; 0,5; 1; 2 dan 4 ppb (Cd) dan 0; 2; 4; 8; 16 dan 30 ppb 

(Hg). Larutan standar kerja, sampel dan spike dibaca menggunakan GF-AAS 

(Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry) untuk pengujian Pb 

dan Cd dan CV-AAS (Cold Vapor Atomic Absorption Spectrophotometry) untuk 
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pengujian Hg pada panjang gelombang 283,3 nm (Pb), 228,8 nm (Cd) dan 253,7 

nm (Hg). Tentukan kadar sampel berdasarkan kurva kalibrasi.  

3.4 Prosedur Validasi (AOAC, 2016) 

3.4.1 Linearitas 

 Siapkan larutan standar kerja pada konsentrasi  0; 7,5; 15; 22,5; 37,5 dan 

60 ppb (Pb), 0; 0,25; 0,5; 1; 2 dan 4 ppb (Cd) dan 0; 2; 4; 8; 16 dan 30 ppb (Hg). 

Lakukan pengujian sesuai prosedur kerja. Buat kurva kalibrasi standar dengan 

memplotkan konsentrasi standar (sumbu x) terhadap absorbansi setiap standar 

(sumbu y) pada kurva linear. Buat kurva kalibrasi hubungan antara x dan y dengan 

persamaan garis  y = bx + a. 

3.4.2 Akurasi dan Presisi 

 Sampel pakan ditimbang ke dalam tabung sampel (vessel), kemudian 

dicatat beratnya. Tambahkan sampel dengan analit pada konsentrasi Pb, Cd, dan 

Hg 0,5; 1; dan 1,5 MRL (maksimum residu limit) masing-masing sebanyak 7 kali 

ulangan (keterulangan/repeatability). Lakukan pengujian pada 3 hari berbeda 

untuk intermediate precision (presisi antara). Lakukan pengujian sesuai prosedur 

kerja. penentuan persen akurasi dapat dihitung berdasarkan persamaan 3, 

sedangkan presisi dihitung berdasarkan persamaan 5. 

3.4.3 Limit Deteksi (LoD) dan Limit Kuantitasi (LoQ) 

Penentuan batas deteksi dan kuantitasi dilakukan dengan menyiapkan 20 

sampel blanko yang telah ditimbang ke dalam tabung sampel (vessel), kemudian 

catat beratnya. Lakukan pengujian sesuai prosedur kerja. LoD dihitung 

berdasarkan persamaan 1, sedangkan LoQ dihitung berdasarkan persamaan 2, 
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kemudian lakukan penetapan dengan cara menambahkan menyiapkan sampel 

untuk 7 kali ulangan yang mengandung analit sebesar nilai LoD dan LoQ yang 

diperoleh. Lakukan analisis sesuai prosedur kerja dan amati ke tujuh nilai yang 

dihasilkan.  

3.5 Diagram Alir Penelitian 

3.5.1 Preparasi Sampel 

 

 

- Dihaluskan dengan blender 

- Tempatkan dalam wadah polystyrene yang 

bersih dan tertutup 

- Simpan dalam refrigerator jika tidak langsung 

dianalisis 
 

 

 

Gambar 3.1 Diagram alir preparasi sampel 

 

3.5.2 Destruksi Sampel 

-  
 

-  Timbang 0,3 g dalam tabung sampel (vessel) 

- Tambahkan masing-masing standar Pb, Cd dan 

Hg 0,5; 1; dan 1,5 MRL untuk spiked sampel, 

sedangkan blanko sampel tidak ditambahkan 

larutan standar 

- Tambahkan  secara berurutan 5 mL HNO3 

pekat dan 1 mL H2O2 

- Lakukan destruksi dengan mengatur program 

microwave digestion 

- Pindahkan hasil destruksi ke labu takar 50 mL 

- Tambahkan akuades sampai tanda batas 

 

-  

 

Gambar 3.2 Diagram alir destruksi sampel 

 

Pakan Ikan 

Sampel 

Sampel 

Larutan siap uji 
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3.5.3 Pembacaan Kurva Kalibrasi dan Sampel pada AAS 

 

 

 

- Siapkan larutan H3PO4 1000 ppm (Pb dan Cd), 

SnCl2 20% dalam HCl 20% (Hg), dan larutan kerja 

0; 7,5; 15; 22,5; 37,5 dan 60 ppb (Pb), 0; 0,25; 0,5; 

1; 2 dan 4 ppb (Cd) dan 0; 2; 4; 8; 16 dan 30 ppb 

(Hg). 

- Larutan kerja dan larutan siap uji (sampel dan 

spiked) dibaca menggunakan GF-AAS (Pb dan Cd) 

dan CV-AAS (Hg) pada panjang gelombang 283, 3 

nm (Pb); 228,8 (Cd) dan 253,7 (Hg) 

- Tentukan kadar sampel sampel berdasarkan kurva 

kalibrasi 

 

 

 

Gambar 3.3 Diagram alir pembacaan kurva kalibrasi dan sampel pada AAS 

 

3.5.4 Linearitas  

 

 

- Larutan kerja pada titik kadar 0; 7,5; 15; 22,5; 

37,5 dan 60 ppb (Pb), 0; 0,25; 0,5; 1; 2 dan 4 ppb 

(Cd) dan 0; 2; 4; 8; 16 dan 30 ppb (Hg).   

- Lakukan pengujian sesuai prosedur kerja 

- Buat kurva kalibrasi hubungan antara x dan y 

dengan persamaan garis y = bx +a 

 

 

Gambar 3.4 Diagram alir linearitas 

 

 

 

Siapkan larutan kerja 

Alat SSA diatur dan dioptimalkam  

Hasil 

Hasil  
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3.5.5 Akurasi dan Presisi  

 

 

 

- Timbang dalam tabung sampel (vessel) 

- Tambahkan analit pada konsentrasi Pb, Cd, dan 

Hg 0,5; 1; dan 1,5 MRL masing-masing sebanyak 

7 kali ulangan  

- Lakukan pengujian pada 3 hari berbeda  

- Lakukan pengujian sesuai prosedur kerja 

- Akurasi dihiting berdasarkan persamaan 3, 

sedangkan presisi dihitung berdasarkan persamaan 

4 

 
 

 

Gambar 3.5 Diagram alir akurasi dan presisi 

 

3.5.6 Limit Deteksi (LoD) dan Limit Kuantitasi (LoQ) 

 

 

- Timbang dalam 20 tabung sampel (vessel)  

- Lakukan pengujian sesuai prosedur kerja 

- LoD dihiting berdasarkan persamaan 1, sedangkan 

LoQ dihitung berdasarkan persamaan 2 

- Lakukan penetapan dengan menyiapkan sampel 

untuk 7 kali ulangan yang mengandung analit 

sebesar nilai LoD dan LoQ yang diperoleh 

- Lakukan pengujian sesuai prosedur kerja 

- Amati ketujuh nilai yang dihasilkan 

 
 

 

Gambar 3.6 Diagram alir Limit Deteksi (LoD) dan Limit Kuantitasi (LoQ) 

 

 

 

 

Sampel   

Hasil  

Hasil  

Sampel   
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