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KATA PENGANTAR

Sebagai syarat mutlak untuk memperoleh hasil yang baik dalam pekerjaan-pekerjaan
ilmu kimia adalah bekerja dengan rajin, teliti, teratur dan bersih. Oleh karena hal-hal tersebut
diatas dapat menimbulkan kepercayaan dalam mengemukakan pendapat-pendapat yang dapat
menunjang kesimpulan yang akan dibuatnya kelak.

Petunjuk-petunjuk yang dibuat dalam diktat Petunjuk Praktikum Kimia Analitik III ini
demi kepentingan dan keselamatan bersama dan untuk mendidik para Mahasiswa agar menjadi
ahli yang baik.

Diktat ini disusun sesederhana mungkin dengan tujuan agar Mahasiswa berfikir aktif dan
lebih banyak membaca referensi lain (buku teks atau jurnal) sehingga diharapkan selain
menambah wawasan juga tidak hanya mengacu pada diktat ini saja.

Diktat ini berisi prinsip-prinsip metode analisis spektrofotometri dan turbidimetri
menggunakan instrumentasi antara lain : spektrofotometer /kolorimeter sinar tampak Spectronic-
20, spektrofotometer lembayung ultra - tampak (UV-VIS), spektrofotometer inframerah (IR),
spektrofotometer serapan atom (SSA) dan Turbidimeter. Masing-masing instrumen — instrumen
tersebut dijabarkan dalam pelaksanaan praktikum yang disesuaikan dengan tujuan
dilaksanakannya praktikum ini

Semoga diktat ini bermanfaat bagi praktikan baik sebelum, sedang dan sesudah
dilaksanakannya Praktikum Kimia Analitik 11 ini.

Malang, Agustus 2018

Penyusun



TATA TERTIB PRAKTIKUM KIMIA ANALITIK III

I. TATA TERTIB LABORATORIUM

Sebelum masuk Laboratorium

1.

2.

3.

Praktikan harus membawa Jurnal Praktikum sesuai dengan percobaan yang dilakukan
dan telah disetujui oleh asisten (*).

Praktikan harus mengenakan jas laboratorium dengan rapi sebelum masuk
laboratorium.

Praktikan tidak diperkenankan memakai sandal atau sepatu sandal.

Jika ketiga hal di atas tidak ditaati, maka praktikan tidak diperkenankan mengikuti
praktikum pada hari itu.

Praktikan diharapkan hadir 10 menit sebelum jadwal praktikum dimulai. 15 menit
sebelum jadwal praktikum pintu laboratorium sudah dibuka, praktikan diperkenankan
masuk dengan tertib. Jika terlambat 10 menit dari jadwal praktikum, praktikan
diperbolehkan masuk dan mengikuti pretes tahap kedua (hingga lulus) dengan nilai
maksimum 56.

Setelah masuk Laboratorium

1.
2.

Praktikan wajib mengisi daftar hadir yang telah disediakan dengan tertib.
Praktikan wajib mengikuti pretes. Bagi yang tidak lulus pretes, diberi kesempatan
mengikuti pretes tahap berikutnya (hingga lulus) dengan nilai maksimum 56.

Selama praktikum berlangsung

1.
2.
3.

4.
5.

Praktikan melakukan praktikum dengan tertib sesuai arahan dari asisten.

Praktikan menggunakan peralatan laboratorium sesuai dengan fungsinya.

Praktikan tidak diperkenankan keluar masuk laboratorium tanpa seijin Koordinator,
menerima tamu, makan atau minum dan membuat keributan.

Praktikan wajib menjaga keselamatan kerja, kebersihan dan kesopanan.

Bila terjadi kecelakaan (meskipun kecil) segera melapor ke Asisten dan diteruskan ke
Koordinator.

Setelah praktikum selesai

1.

2.

3.

4,

5.

Praktikan wajib membersihkan semua peralatan dan meja serta memasukkan kembali
semua peralatan ke dalam lemari masing-masing atau ke tempat semula.

Melengkapi jurnal praktikum yang telah dibuat sebagai laporan praktikum, dan
dikumpulkan ke asisten pada hari itu juga.

Asisten mengembalikan laporan ke praktikan paling lambat 2 hari setelah praktikum
berlangsung.

Sebelum meninggalkan laboratorium, praktikan wajib memeriksa kembali peralatan,
kebersihan meja dan lantai (tidak basah dan ada sampah yang tercecer).

Praktikan dilarang meninggalkan laboratorium kecuali laboratorium dalam keadaan
bersih.

*) Format jurnal/laporan praktikum dibuat sesuai petunjuk yang dilampirkan di buku
petunjuk.



II. KEHADIRAN

1.

2.

3.

Semua praktikan wajib mengikuti pengarahan praktikum, pengenalan penggunaan
peralatan, praktikum, dan ujian praktikum.
Pengarahan praktikum akan diakhiri dengan ujian masuk laboratorium. Nilai ujian
menjadi salah satu komponen penilaian praktikum.
Praktikan tidak diperkenankan mengikuti praktikum susulan, kecuali :

a. sakit (disertai surat keterangan dokter)

b. hal-hal lain yang bersifat darurat (disertai surat keterangan yang berwenang)
Praktikum susulan dilaksanakan di kelas paralel yang lain atas seijin Koordinator
Praktikum.

II1. PENILATAN

1.

Hal-hal yang termasuk dalam penilaian adalah sebagai berikut :

Nilai Ujian Masuk Laboratorium (UML) : 10%

2. Nilai Praktikum : 60 %
a. Jurnal :15%
b. pretes :20 %
c. ketrampilan dan kerapihan :30%
d. Laporan :25%
3. Nilai Ujian Akhir Praktikum (UAP) :30 %

IV. KERUSAKAN / PEMECAHAN ALAT

1.

2.

3.

Jika praktikan merusakkan/memecahkan alat, wajib dan segera melaporkan kepada
Koordinator Praktikum.

Praktikan yang merusakkan/memecahkan alat, wajib memperbaiki/mengganti sesuai
dengan jenis, merek dan ukuran yang sama.

Perbaikan/penggantian alat yang rusak/pecah, paling lambat 2 minggu setelah praktikum
berakhir.

Jika hingga akhir semester peralatan yang rusak/pecah belum diperbaiki/diganti, maka
nilai praktikum tidak dikeluarkan (K).

**Tata tertib ini dibuat untuk ditaati dan dilaksanakan**



FORMAT JURNAL/LAPORAN PRAKTIKUM

JUDUL PERCOBAAN
(P-...)
NAMA
NIM
KELOMPOK

1. Tujuan Percobaan
2. Tinjauan Pustaka,
a. Reaksi — reaksi kimia
b. Perhitungan
3. Prosedur kerja
a. alat dan bahan percobaan
b. skema kerja : diagram alir
4. Hasil dan Pembahasan
a. Hasil : data pengamatan dalam bentuk tabel dan grafik
b. Pembahasan : analisa prosedur (di rumah ) dan analisa hasil (di Laboratorium)
5. Kesimpulan
6. Daftar Pustaka (tidak boleh menggunakan buku petunjuk praktikum sebagai pustaka).

PENILAIAN JURNAL/LAPORAN PRAKTIKUM

1. Validitas data :30%

2. Perhitungan :30 %

3. Referensi yang digunakan 125 %

4. Tata bahasa dan sistematika penulisan :15%
Catatan :

** Pembahasan dalam laporan harus menggunakan tata bahasa penulisan sendiri (bersifat
individu bukan kelompok), didasarkan pada data yang diperoleh pada praktikum hari itu .



JADWAL PRAKTIKUM

Kelas
Jam
Koordinator
KELOMPOK
MINGGU KE- 1 | o | m | v | vV | VI VII
I Ujian Masuk Lab dan Briefing Praktikum
IT P-1 P-2 P-3 P-4 P-5 P-6 P-7
111 P-2 P-3 P-4 P-5 P-6 P-7 P-1
1Y P-3 P-4 P-5 P-6 P-7 P-1 P-2
\% P-4 P-5 P-6 P-7 P-1 P-2 P-3
VI P-5 P-6 P-7 P-1 P-2 P-3 P-4
VII P-6 P-7 P-1 P-2 P-3 P-4 P-5
VIl P-7 P-1 P-2 P-3 P-4 P-5 P-6
IX UJIAN PRAKTIKUM-PRAKTEK
X UJIAN PRAKTIKUM-TULIS
Materi Praktikum :
P-1 : Spektrofotometri sinar tampak/ kolorimetri
P-2 : Spektrofotometri sinar lembayung ultra -tampak
P-3 : Analisis dua komponen Spektrofotometri sinar lembayung ultra-tampak
P-4 : Turbidimetri
P-5 : Spektrofotometri IR
P-6 : Spektrofometri Serapan Atom (SAA)
P-7 : High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Catatan : Seluruh praktikan akan dibagi menjadi 6 kelompok dengan materi yang berbeda (lihat
tabel di atas). Setiap kelompok akan dibagi menjadi sub-kelompok dengan materi yang sama.



PERCOBAAN 1
SPEKTROFOTOMETRI SINAR TAMPAK

1.1 Pendahuluan

Spektrofotometri sinar tampak merupakan metode analisis kualitatif maupun kuantitatif
berdasarkan absorbsi radiasi elektromagnetik (REM) oleh senyawa pengabsorbsi, yang
melibatkan intensitas sinar atau kekuatan radiasi pada gelombang sinar tampak (400 - 600 nm).
Jika sinar dilewatkan melalui larutan pengabsorbsi dengan ketebalan b dan konsentrasi c, maka
seberkas radiasi monokromatik (panjang gelombang tunggal) berkekuatan radiasi P, yang
mengenai larutan sebagian akan diabsorbsi oleh larutan dan sebagian lagi akan ditransmisikan
dengan kekuatan radiasi sebesar P.
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Larutan
pengabsorbsi
berkonsentrasi C

Gambar 1. Interaksi sinar terhadap materi.

Hubungan antara rasio kekuatan pancaran berkas sinar radiasi monokromatik (panjang
gelombang tunggal) yang datang P, dan yang ditransmisikan P dengan konsentrasi senyawa
pengabsorbsi c, ketebalan medium larutan sampel b dinyatakan dengan persamaan Lambert —
Beers sebagai :

P
log,, F"=abc=g bc  dan A=¢bc @

Oleh karena kekuatan pancaran terkuantisasi , maka P, dan P dinyatakan sebagai rasio
dan log (P,/P ) dinyatakan sebagai absorbansi A . Ketebalan larutan sampel b (cm) , konsentrasi
¢ (g/L) ; konstanta ¢ adalah absorptivitas molar (koefisien ekstingsi). Seringkali konsentrasi
larutan (C) dinyatakan dalam satuan konsentrasi molar dengan b dalam cm , maka € adalah
absorptivitas molar (ekstingsi molar) yang memiliki satuan Lmo.cm”. Dalam
spektrofotometer modern harga log (P,/P ) disebut juga dengan optical density (Op) dan P
digantikan dengan I . rasio (P/P, ) disebut sebagai transmitansi T dan sebagian instrumen-
instrumen dikaliberasi dalam % transmitansi sehingga %T = P/P, x 100 . Hubungan antara
transmitansi T dengan absorbansi A dinyatakan dengan persamaan :

A=-logT 2)
Dasar pengukuran spektrofometri sinar tampak adalah menggunakan komparator

(pembanding) visual, dengan intensitas warna lautan yang mengandung suatu senyawa dengan
konsentrasi tidak diketahui dibandingkan dengan intensitas warna larutan senyawa-senyawa



yang telah diketahui konsentrasinya. Konsentrasi senyawa berwarna proporsional dengan
intensitas warna larutannya.

Spektrometri absorbsi molekular dapat digunakan dalam analisis kualitatif untuk
menunjukkan informasi struktural seperti adanya gugus fungsionil tetentu dalam senyawa
pengabsorbsi. Informasi ini dapat diperoleh dengan mengukur jumlah radiasi yang diserap
senyawa pengabsorbsi pada panjang gelombang tertentu. Plot antara absorbansi (atau
transmitansi) terhadap panjang gelombang disebut sebagai spektrum absorbsi. Untuk analisis
kuantitatif kebanyakan panjang gelombang yang dipilih adalah yang memberikan absorbansi
maksimum (transmitansi minimum) dari larutan.

Absorptivitas a ( absorptivitas molar € ) adalah konstan untuk senyawa pengabsorbsi
tertentu pada suatu panjang gelombang tertentu, dan merupakan ukuran kekuatan cahaya yang di
absorbsi senyawa pada panjang gelombang tertentu. Oleh karena senyawa-senyawa menyerap
cahaya lebih kuat pada suatu panjang gelombang dibandingkan panjang gelombang lainnya,
maka absorptivtas bervariasi dengan panjang gelombang. Absorptivitas berharga maksimum
pada panjang gelombang yang memberikan absorbansi maksimum (transmitansi minimum).

Dalam pelaksanaan analisis kuantitatif digunakan prinsip spektrometri molekular
kuantitatif yang dinyatakan dalam persamaan Lambert-Beer ( 1). Jika dilakukan pengukuran
senyawa pengabsorbsi yang sama, pada panjang gelombang yang sama dalam wadah kuvet yang
sama, maka akan terlihat hubungan linier antara absorbansi A dan konsentrasi senyawa
pengabsorbsi ¢, karena € dan b adalah konstan.

Dalam pelaksanaan analisis kuantitatif langkah pertama analisis adalah menentukan
panjang gelombang maksimum (A yaks), dilakukan dengan membuat spektrum absorbsi , yang
menyatakan hubungan antara absorbansi A sebagai sumbu y dengan panjang gelombang A
sebagai sumbu x. Secara manual spektrum absorbsi suatu larutan berwarna dapat dibuat
dengan cara mengukur absorbansi larutan dengan konsentrasi tetap pada berbagai panjang
gelombang. Panjang gelombang pada absorbansi maksimum digunakan sebagai panjang
gelombang pengukuran kuantitatif.

Jika senyawa pengabsorbsi tidak mengikuti hukum Lambert-Beers pada kondisi anlisis,
maka absorbansi tidak proporsional dengan konsentrasi. Untuk mengetahui apakah senyawa
pengabsorbsi mengikuti hukum Lambert - Beer diperlukan plot kurva baku absorbansi terhadap
konsentrasi. Konsentrasi larutan yang diukur dapat dihitung (ditentukan) dengan mengukur
absorbansi atau transmitansi pada panjang gelombang tertentu (tetap) beberapa larutan yang
telah diketahui konsentrasinya (larutan baku) , kemudian dibuat plot (grafik) kurva baku antara
absorbansi A (sumbu y) terhadap konsentrasi (sumbu x). Konsentrasi larutan yang diukur
ditentukan dari grafik . Cara ini dapat menurunkan kesalahan dan meningkatkan akurasi analisis.
Sedangkan hubungan antara transmitansi T dengan konsentrasi tidak linier karena A = -log T.
Hukum Lambert - Beer hanya berlaku bila kurva baku adalah linier.

Seringkali larutan sampel yang akan dianalisis memiliki absorbansi lebih tinggi
dibandingkan semua larutan baku. Jika hukum Lambert - Beer tidak berlaku pada konsentrasi
tinggi maka dapat menghasilkan kesalahan analisis yang besar (akurasi rendah). Oleh karenanya
larutan harus diencerkan sampai menghasilkan absorbansi dalam rentang absorbansi larutan
baku.

1.1.1 Sumber kesalahan dalam spektrofotometri sinar tampak

Radiasi sesatan (nyasar) yang disebabkan oleh tercadinya cacat pada monokromator
sehingga fungsi monokromator untuk menghasilkan pita serapan sempit yang kemudian
mengenai kuvet sampel tidak terpenuhi, karena panjang gelombang yang dihasilkan
terkontaminasi oleh sejumlah kecil radiasi panjang gelombang lainnya. Sehingga sebagian
radiasi yang mencapai detektor berasal dari sumber lain selain monokromator.



Perubahan analit tidak menyerap menjadi turunannya yang menyerap REM. Hanya
sebagian kecil senyawa-senyawa yang memiliki absorptivitas cukup besar yang dapat ditentukan
secara spektrometri molekular. Sebagian besar senyawa-senyawa dapat dirubah ke dalam
turunannya yang memiliki absorptivitas jauh lebih tinggi.

Perubahan tingkat oksidasi, pembentukan senyawa kompleks dapat mengubah senyawa
analit yang tidak menyerap REM ke turunan yang menyerap REM. Contoh : Mn®" yang
berwarna violet sangat pucat dapat dioksidasi dengan periodat atau persulfat menghasilkan
permanganat MnQOy4 yang dapat ditentukan secara spektrometri sinar tampak. Bentuk kompleks
1,10-fenantrolin dengan Ion Fe** berwarna oranye-merah, sementara kedua ion Fe’" dan Co*"
membentuk kompleks berwarna denagn CNS'.

Reaksi umum :
analit tidak menyerap REM + pereaksi — senyawa turunan yang menyerap REM

Metoda ini memerlukan tiga persyaratan agar menghasilkan akurasi dan presisi yang tinggi

yakni :

1. Reaksi harus kuantitatif (mempunyai konstanta kesetimbangan yang besar), sehingga semua
analit diubah menjadi turunan yang menyerap REM.

2. Pereaksi yang digunakan harus tidak menyerap panjang gelombang dimana senyawa turunan
menyerap.

3. Senyawa turunan yang menyerap harus memenuhi hukum Lambert — Beer.

Sumber kesalahan yang disebabkan oleh alat spektrofotometer sinar tampak adalah :
1. Mengatur absorbansi nol (100% T)
2. Mengatur absorbansi tak terhingga (0% T)
3. Pembacaan harga absorbansi atau transmitansi

1.1.2 Pemilihan daerah pembacaan untuk absorbansi yang optimum

Analisis spektrofotometri memiliki keterbatasan dalam pemakaian. Untuk pengukuran
konsentrasi, kesalahannya = A c ini harus dibuat sekecil mungkin yakni kalau kesalahan mutlak
pengukuran spektrofotometri adalah pembacaan 1%T , maka daerah pembacaan terbatas pada T
= 15-65% atau A = 0,2-0,8. Peralatan spektrofotometer yang diperdagangkan pada umumnya
memberikan kesalahan pembacaan sebesar 0,2-1% (A= 0,1-0,9).

1.2 Menentukan Panjang Gelombang Maksimum

1.2.1 Tujuan Percobaan

1. Membuat spektrum hubungan antara nilai absorbansi terhadap berbagai panjang
gelombang.
2. Memilih panjang gelombang maksimum untuk setiap larutan yang dipelajari.

1.2.2 Alat

Spektronik 20 beserta kuvet (gelas maupun kuartz) dan seperangkat alat gelas yang lazim
di laboratorium kimia (pipet volume, labu takar dsb).

1.2.3 Bahan

(1) larutan KMnOy4 107 M ;
(2) Larutan K,Cr,0; 10° M



1.2.4 Prosedur Percobaan

1. Nyalakan alat spektronik 20 dan biarkan selama 30 mentit.

2. Putar tombol panjang gelombang (A) hingga menunjukkan pada 380 nm.

3. Atur persen transmitansi (%T7T) agar menunjukkan angka nol (tanpa ada kuvet).

4. Masukkan kuvet yang telah diisi akuades hingga batas yang ditentukan , kemudian diatur
%T hingga menunjukkan angka 100

5. Ambil kuvet yang berisi akuades, buang isinya dan ganti larutan KMnO4 10 M atau
KCr,07 10* M, kemudian catat harga %T larutan tersebut pada A 360 nm.

6. Ambil kuvet tersebut, dan putar tombol panjang gelombang hingga 400 nm.

7. Ulangi prosedur nomor 3 hingga 5.

8. Percobaan ini diulangi pada berbagai panjang gelombang hingga 620 nm, dengan kisaran
20 nm, kecuali pada sekitar panjang gelombang maksimum kisarannya 5 nm

9. Ubah %T kedalam nilai absorbansi A sesuai harga A =-log T

10. Gambar spektrum absorbansi menggunakan data yang diperoleh diatas untuk masing-
masing larutan

11. Bandingkan kedua spektrum yang diperoleh, dan bahaslah hasil yang diperoleh

1.3 Membuat kurva baku yang memenuhi hukum Lambert - Beer

1.3.1 Tujuan Percobaan
1. Membuat kurva standar antara absorbansi (sumbu y) terhadap konsentrasi (sumbu x)
2. Memilih konsentrasi yang memenuhi hukum Lambert-Beer( kurva linier)
3. Menghitung harga ekstingsi molar (¢) larutan yang diukur

1.3.2 Alat

Spektronik 20 beserta kuvet (gelas maupun kuartz) dan seperangkat alat gelas yang
lazim di laboratorium kimia (pipet volume, labu takar dsb).

1.3.3 Bahan

(1) larutan KMnOy4 107 M ;
(2) Larutan K,Cr,0; 10° M

1.3.4 Prosedur Percobaan

1. Buat sederetan larutan KMnO,4 dengan konsentrasi : 1x10™ ; 2x10™ ; 4x10™ ; 6X10-4;
6x10” serta 1x10° M menggunakan larutan induk yang tersedia dan pengencer
(pelarut) akuades.

2. Ukur %T masing-masing larutan pada A maksimum, hasil percobaan sebelumnya
(Tugas 1). Masing-masing pengukuran dilakukan triplo.

3. Ubah data %T menjadi harga absorbansinya (A).
4. Buat kurva kurva standar antara absorbansi (sumbu y) terhadap konsentrasi (sumbu x).
5. Bila dalam rentang konsentrasi pada 4 masih menunjukkan garis linier, maka

tambahkan dengan konsentrasi yang lebih besar, begitu seterusnya.
6. Ulangi prosedur nomor 1 hingga 5 untuk larutan K,Cr,O7.
Tentukan harga ekstingsi molar masing-masing larutan menggunakan persamaan 1.
8. Bahas hasil yang diperoleh.

~
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PERCOBAAN 11
SPEKTROFOTOMETRI SINAR LEMBAYUNG ULTRA

2.1. Pendahuluan

Radiasi cahaya UV-Vis pada molekul atau atom menyebabkan energi elektronik (energi
yang disebabkan oleh energi potensial & energi kinetik elektronnya). Penyerapan radiasi
elektromagnetik oleh molekul pada daerah sinar lembayung ultra — tampak (200-700 nm)
menyebabkan perpindahan elektron dari orbital tingkat dasar ke orbital tingkat energi lebih
tinggi (eksitasi). Karena molekul akan bersifat sangat selektif terhadap REM , sehingga eksitasi
So-S1 yang terjadi pada panjang gelombang 200-700 nm hanya diberikan oleh molekul-molekul
yang mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi dan mempunyai gugus kromofor yang terikat
dengan auksokrom.

Ada 4 macam transisi elektronik pada molekul atau atom yaitu :
o (bonding) ke o* (anti bonding)

7 (bonding) ke n* (anti bonding)

n (non bonding) ke ¢*(anti bonding)

n (non bonding) ke * (anti bonding)

halb o a e

Spektrofotometri UV-Vis sangat berguna bagi analisis senyawa organik maupun
anorganik untuk analisis kualitatif dan kuantitatif. Kebolehan terjadinya eksitasi elektron
dinyatakan dengan rumus :

e=k.P.a Q)

dengan € = ekstingsi molar ; k = adalah suatu tetapan ; P= probabilitas serta a = daerah cross-
section molekul = 10A*

Transisi elektronik yang diperbolehkan adalah untuk harga &> 10%atau P> 0,1-1.
Sedangkan untuk harga € < 10° atau P < 0,01 merupakan transisi terlarang . secara umum harga &
dapat diperinci sebagai :

(a)1-10 : sangat lemah ;
(b)10-10” : lemah ;

(c) 10%-10° : sedang ;
(d) 10>-10* :kuat ;

(e) 10°-10° : sangat kuat

Spektrum UV adalah :

(1) Suatu gambaran antara A atau frekuensi radiasi terhadap intensitas absrbsi ( Transmisi T
atau bsorbansi A).

(2) Tabel panjang gelombang terhadap absortifitas (E'”|., Amaks) atau absortifitas molar (&)
atau hasil logaritmanya.

Pelarut yang digunakan pada spektrofotometri UV-Vis harus memenuhi persyaratan
yakni tidak mengabsorpsi REM pada panjang gelombang pengukuran sampel. Oleh karenanya
harus memenuhi persyaratan :

(1) tidak mengandung sistem terkonjugasi pada struktur molekulnya (tidak berwarna)
(2) tidak berinteraksi dengan molekul senyawa yang diukur
(3) mempunyai kemurnian tinggi
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Kedudukan dan intensitas suatu pita serapan dapat bergeser jika spektrum tersebut dibuat
dengan menggunakan pelarut yang berbeda. Sifat kepolaran suatu pelarut dapat digunakan untuk
mempelajari pengaruh yang terjadi pada suatu transisi. Pelarut non polar merupakan pelarut yang
baik guna mengurangi adanya ikatan hidrogen yang terjadi.Tetapi tidak semua senyawa dapat
larut dengan baik dalam pelarut non polar.Penurunan panjang gelombang yang terjadi dari suatu
spektrum absorpsi suatu senyawa yang diakibatkan oleh adanya pengaruh pelarut disebabkan
oleh serapan kuat dari pelarut tersebut, sehingga menyebabkan hilangnya puncak absorpsi pada
daerah lembayung ultra.

Ada 4 kemungkinan perubahan pita serapan yang disebabkan oleh pelarut atau
auksokrom :

1. Pergeseran batokromik (pergeseran ke A lebih panjang atau frekuensi tinggi).
2. Pergeseran hipsokromik (pergeseran ke A lebih pendek atau frekuensi rendah).
3. Efek hiperkromik ( kenaikan intensitas).

4. Efek hipokromik (penurunan intensitas).

2.2. Mempelajari pengaruh pelarut terhadap spektrum absorpsi pada daerah spektrum
lembayung ultra

2.2.1. Tujuan Percobaan

Mempelajari pengaruh kepolaran pelarut terhadap spektrum absorpsi suatu senyawa pada
daerah lembayung ultra.

2.2.2. Alat

Spektrofotometer spektrofotometer UV-VIS Shimadzu Model 160A double beam beserta
kuvet (kuartz) dan seperangkat alat gelas yang lazim di laboratorium kimia (pipet volume, labu
takar dsb).

2.2.3. Bahan
Pelarut : air ; etanol dan aseton
Zat terlarut  : fenol

2.2.4. Prosedur Percobaan

- Buat larutan fenol dengan konsentrasi antara 10° dan 10* M masing-masing
menggunakan pelarut yang berbeda yakni : air, etanol dan aseton dan pelarut campuran
(air : etanol : aseton =3 :5:2)

- Buat spektrum absorpsi dari larutan fenol dengan berbagai macam pelarut menggunakan
spektrofotometer UV pada panjang gelombang 180-390 nm.

- Bandingkan semua hasil spektrum yang diperoleh, kemudian bahas.

Catatan: kelompok dibagi dalam 2 grup kecil. Masing-masing grup hanya mengukur satu
konsentrasi fenol. Data grup 1 dan grup 2 digabung.

12



PERCOBAAN III
SPEKTROFOTOMETRI SINAR LEMBAYUNG ULTRA - TAMPAK

3.1. Pendahuluan

Beberapa cara yang lazim digunakan dalam analisis kuantitatif campuran dua komponen
dengan metode spektrofotometri antara lain dengan cara : (1) serapan terpisah, (2) grafik, (3)
simultan, (4) perbandingan serapan , (5) panjang gelombang ganda, (6) differensial, (7)
pengamatan 3 panjang gelombang serta (8)derivatif

Untuk dua komponen zat kimia yang mempunyai spektrum saling tumpang-tindih atau
yang larutannya keruh, maka cara (7) dan (8) merupakan cara paling tepat.

Prinsip dasar analisis multikomponen secara spektrofotometri absorpsi molekular adalah
absorbansi suatu larutan yang diukur merupakan jumlah absorbansi masing-masing komponen.
Hal ini hanya berlaku jika masing-masing komponen tidak saling berinteraksi

Untuk menentukan kadar komponen dalam campuran dengan beberapa komponen
lainnya dalam larutan tidak selalu memerlukan proses pemisahan atau isolasi masing-masimg
komponen dalam larutan yang diukur. Dengan metode spektrofotometri dapat dicari suatu
metode penentuan suatu komponen dalam suatu campuran tanpa pemisahan. Sulit tidaknya
pengukuran yang dilakukan tergantung pada spektrum absorpsi dari masing-masing komponen
penyusunnya . Misal suatu larutan mengandung dua senyawa yang mampu melakukan
penyerapan, katakanlah X dan Y, maka ada beberapa kemungkinan yang dapat terjadi, antara
lain :

1.Kedua komponen tidak saling memotong

Karena kedua spektrum tidak saling berpotongan maka pengukuran pada Ax akan
memberikan nilai serapan Y. Dalam hal ini adanya zat lain tidak mempengaruhi pengukuran zat
yang bersangkutan pada panjang gelombang yang bersangkutan (nilai Ax pada Ax tidak
terpengaruh adanya Y, begitu pula sebaliknya.

A

A AX NG

> }\’

Gambar 2. Komponen X dan Y tidak saling mempengaruhi dalam pengukuran masing-masing komponen

Untuk analisis kuantitatif campuran zat X dan zat Y dilaksanankan pada Ax untuk zat X dan Ay
untuk zat Y.
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2. Salah satu spektrum memotong spektrum yang lain

Pada gambar dapat dilihat bahwa adanya X tidak mempengaruhi pengukuran serapan Y
pada Ay. Sebaliknya Y mempengaruhi pengukuran serapan X karena pada Ax Y juga
memberikan serapan.

A AX Ay

»

Gambar 3. Pengukuran senyawa Y mengganggu pengukuran senyawa X.

Dalam kasus ini maka untuk mengetahui konsentrasi Y dapat diukur pada Ay dan
ditentukan berdasarkan kurva kalibrasi larutan baku (seperti pada cara pengukuran biasa).
Kemudian serapan Y pada Ax dihitung berdasarkan konsentrasi Y (untuk dihitung dari data Ay)
Dan data absorptivitas molar Y pada Ax dapat diketahui dengan menggunakan larutan baku Y.
Besarnya serapan Y pada Ax dikurangi dari serapan total larutan campuran dan hasil ini
merupakan serapan senyawa X, sehingga konsentrasi X dapat dihitung seperti biasa.

3. Kedua spektrum saling berpotongan

Jika tidak mungkin mendapatkan panjang gelombang pengukuran dimana harga X atau Y saja
yang menyerap, maka cara yang dapat digunakan untuk mencari konsentrasi X dan Y adalah
dengan menggunakan dua buah persamaan sebagai berikut:

A Ay =gqbeytebey
A A2 = szbCX + Syszy (4)

v

AX Ay A

Gambar 4. Pengukuran komponen X dan Y saling mempengaruhi.
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Dengan : A; : serapan larutan campuran pada Ax
A, :serapan larutan campuran pada Ay
ex1 : absorptifitas molar X pada Ax
ex2 : absorptifitas molar X pada Ly
gy1 : absorptifitas molar Y pada Ax
gy» : absorptifitas molar Y pada Ay
cx : konsentrasi X (Molar)
¢y .konsentrasi Y (Molar)

b : panjang lintasan sinar dalam larutan

Cx dan C, merupakan faktor-faktor yang belum diketahui, sedangkan nilai & dan g, dapat
dihitung mengunakan larutan baku X dan Y.

Persamaan di atas berlaku bila serapan bersifat aditif. Persyaratan lain yang perlu
diperhatikan adalah bahwa komponen-komponen tidak saling berinteraksi, sehingga nilai € suatu
komponen sama besar baik pada larutan tunggal maupun dalam larutan campuran dengan zat lain

Untuk menentukan kadar komponen dalam campuran dengan beberapa komponen
lainnya dalam larutan tidak selalu memerlukan proses pemisahan atau isolasi masing-masimg
komponen dalam larutan yang diukur.

3.2. Analisis dua komponen tanpa pemisahan

3.2.1. Tujuan Percobaan

Menentuan kadar dua komponen dalam suatu larutan secara spektrofotometri UV-Vis tanpa
pemisahan.

3.2.2. Alat

Spektrofotometer spektrofotometer UV-VIS Shimadzu Model 160A double beam beserta
kuvet (kuartz) dan seperangkat alat gelas yang lazim di laboratorium kimia (pipet volume, labu
takar dsb)

3.2.3. Bahan

Larutan Ni (II) nitrat 0,2 M
Larutan Co (II) nitrat 0,2 M

3.2.4. Prosedur Percobaan

1. Nyalakan alat spektrofotometer UV-Vis dan lakukan penentuan base line.

2. Atur pengamatan pada daerah panjang gelombang 350-600 nm menggunakan aquades
sebagai larutan blanko.

3. Buat spektrum serapan dari larutan (a) Ni (II) nitrat 0,2M dan (b) Co(Il) nitrat 0,2M
masing-masing dibuat dengan garis awal (base line) yang sama pada panjang gelombang
350-600 nm.

4. Tentukan harga Amaksimum Spektrum tunggal dari : Ni(I) nitrat nitrat (A;) dan Co(Il) nitrat
(A2).

5. Ukur kembali absorbansi larutan Ni (IT) nitrat 0,2 M pada A; dan A, serta larutan Co (II)
nitrat 0,2 M pada A dan A, yang diperoleh dari prosedur 4.
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6. Hitung nilai absorpsivitas molar edari : eNi;; €Coy; eNip dan £Co”" berdasarkan nilai
serapan masing-masing komponen pada kedua panjang gelombang maksimum dengan
menggunakan persamaan : A = gbc atau € =A/bc.

7. Tentukan absorbansi larutan campuran Ni dan Co pada A; dan A,

s. Hitung konsentrasi Ni(II) dan Co(II) dalam sampel menggunakan persamaan 1.

9. Hitung besar % kesalahan pengukuran yang terjadi menggunakan data konsentrasi Ni dan
Co seharusnya dalam sampel dengan yang diperoleh dari pengukuran (perhitungan)

10. Bahas data yang diperoleh.
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PERCOBAAN IV
TURBIDIMETRI

4.1. Pendahuluan

Apabila seberkas sinar dilewatkan melaui suatu larutan jernih yang mengandung partikel
suspensi (endapan yang terdispersi dalam larutan), maka sebagian dari sinar tersebut akan
dihamburka ke segala arah menyebabkan larutan nampak keruh.

Apabila seberkas sinar dilewatkan melaui suatu larutan suspensi, maka sebagain sinar
akan diserap, sebagian dipantulkan ,sebagian dibiaskan dan sisanya diteruskan oleh partikel-
partikel suspensi tersebut.

Prinsip dasar analisis secara turbidimetri adalah menentukan konsentrasi fasa dispersi
berdasarkan pengukuran intensitas cahaya yang diteruskan oleh fasa dispersi tersebut. Hubungan
antara intensitas cahaya dengan konsentrasi suspensi dinyatakan dengan persamaan:

P
log?": A =kbc 5)

k= 2303 t/c ; t= koefisien kekeruhan b= tebal medium sampel ; ¢ = konsentrasi sampel ; Po =intensitas sinar
yang datang ; P = intensitas sinar yang diteruskan

4.2. Penentuan kadar sulfat dalam air

4.2.1. Tujuan Percobaan

Menentukan konsentrasi ion sulfat dalam sampel yang mengandung endapan BaSO, secara
turbidimetri berdasarkan kurva baku.

4.2.2. Alat

Turbidimeter kuvet (kuartz) dan seperangkat alat gelas yang lazim di laboratorium kimia
(pipet volume, labu takar dsb)

4.2.3. Bahan Larutan K;SO, 1 0> M

Larutan HC1 2 M
Larutan Gliserol-alkohol (1:2)
Larutan BaCl, 0,1%

4.2.4. Prosedur Percobaan

1. Nyalakan turbidimeter dan biarkan selama + 10 menit

2. Siapkan 5 buah labu takar 50 mL, labu takar pertama diisi dengan akuades, sedang labu
takar ILIILIV dan V kmasing-masing diisi dengan 0,5 ; 1,0 ; 1,5 dan 2,0 mL larutan
K,S04 107 M.

3. Ke dalam masing-masing labu, ditambahkan dengan 5 mL HCI 2N dan 10 mL larutan
gliserol-alkohol (1:2).

4. Tambahkan 2,0 mL larutan BaCl, 1% ke dalam masing-masing labu takar. Kocok hingga
homogen. Selanjutnya diencerkan dengan akuades hingga batas.

5. Ukur OD (optical density) masing-masing larutan tersebut dengan alat turbidimeter dan
hasil yang diperoleh dibuat kurva baku .

6. Ukur OD sampel dengan memipet 1,0 mL larutan sampel kemudian dikerjakan seperti
tahap 3 sampai 4. Data yang diperoleh ditentukan kadar sulfatnya menggunakan kurva
baku yang telah dibuat.
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7. Hasil yang diperoleh diubah ke dalam satuan konsentrasi ppm dan %.
8. Bahas hasil yang diperoleh.
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PERCOBAAN YV
SPEKTROFOTOMETRI INFRAMERAH

5.1. Pendahuluan

Radiasi cahaya inframerah (IR) dengan bilangan gelombang v < 100 cm™ diserap dan
diubah oleh molekul organik menjadi energi rotasi molekuler yang terkuantisasi dan nampak
sebagai spektrum garis (diskrit). Jika v =10.000 -100 cm™  diserap dan diubah oleh molekul
organik menjadi energi vibrasi molekuler yang terkuantisasi akan muncul sebagai pita-pita
serapan (bukan garis) karena disertai dengan perubahan sejumlah energi rotasi. Bilangan
gelombang (sering disebut frekuensi ) kurang tepat karena: v =1/A ; v =frekuensi =c/ A ;c=
kec. cahaya = 3x10'" cm/detik.

Serapan IR dipengaruhi oleh : massa atom, konstanta kuat ikatan dan geometri atom-
atom. Kedudukan puncak serapan IR dinyatakan sebagai bilangan gelombang v (cm™).
Intensitas serapan dinyatakan sebagai transmitansi T atau absorbansi A. Transmitansi T adalah
rasio enrgi radiasi yang ditransmisikan oleh sampel dengan energi radiasi yang dikenakan
sampel , sedangkan A = log (1/T). Intensitas puncak dalam IR sering dinyatakan semikuantitatif
sebagai S = strong (kuat), m = medium (sedang) dan w = weak (lemah).

Macam vibrasi molekul dalam IR dikenal : 1. stretching (rentangan/uluran) dan 2.
bending (bengkokan). Stretching adalah gerakan teratur sepanjang sumbu ikatan sedemikian rupa
hingga jarak antar atom dalam molekul bertambah atau berkurang. Bending adalah perubahan
sudut ikatan atau gerakan gugus-gugus atom tertentu di dalam molekul tanpa disertai gerakan
gugus-gugus atom lain dari molekul ybs. Hanya vibrasi yang menghasilkan perubahan secara
teratur terhadap momen dipole molekul yang akan terdeteksi oleh IR (IR aktif).

Dalam analisis secara spektrofotometri inframerah harus diusahakan untuk memperoleh
suatu spektrum yang sebaik-baiknya. Spektrum seperti itu dapat dicapai bila menggunakan
faktor pengukuran yang sesuai.

Faktor-faktor yang mempengaruhi pengukuran secara spektrofotometri inframerah antara
lain adalah :

1. Kelebaran celah (slit)

2. Tingkat penguatan (gain)

3. Kecepatan pemayaran (scanning)
4. Periode pemayaran

Kelebaran celah (slit)

Suatu spektrofotometer IR memiliki daya pisah tertentu. Suatu absorpsi cahaya
inframerah dipengaruhi oleh lebar celah. Makin sempit suatu celah, maka semakin
besar daya pisahnya.

Tingkat penguatan (gain)

Sinyal yang sampai pada termokopel akan diperkuat oleh amplifier. Bila digunakan celah
yang lebar, maka diperlukan adanya penguat yang kecil. Sebaliknya dengan celah yang kecil
diperlukan adanya penguat yang besar. Dalam penggunaan penguat yang besar maka bukan
hanya sinyal yang diperbesar, tetapi juga memperbesar noise (gangguan)

Kecepatan Pemayaran (Scanning)
Pemayaran (scanning) adalah pengamatan spektrum dari frekuensi satu ke frekuensi
berikutnya secara kontinyu dalam satu selang waktu tertentu.
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Periode adalah waktu yang diperlukan oleh pencatat untuk bergerak dari tepi kertas satu ke tepi
yang lainnya dan bergerak kembali bila memperoleh sinyal.

5.2. Optimasi Spektrofotometri inframerah

5.2.1. Tujuan Percobaan
Mempelajari faktor-faktor yang berpengaruh terhadap spektrum absorpsi infra merah (IR).

5.2.2. Alat
Spektrofotometer inframerah beserta sel tempat sampel

5.2.3. Bahan
polistiren

5.2.4. Prosedur Percobaan

5.2.4.1.Preparasi sampel

1. Sampel cair
(1) Sampel cair harus bebas air
(2) Oleskan sampel pada NaCl window, tekan kedua NaCl window sehingga tidak ada
gelembung udara diantara keduanya
(3) Untuk analisis secara kuantitatif masukkan sampel ke dalam Demountable Cell
(4) Sampel siap dianalisis

2. Sampel padat (pil KBr)
(1) Geruslah sampel hingga halus dengan mortar
(2) Campurkan serbuk sampel dengan serbuk KBr . Serbuk KBr harus lebih halus dari 200
mesh.

Perbandingan antara jumlah KBr dengan sampel dapat dilihat pada tabel 1 di bawah ini.

Tabel 1. Perbandingan jumlah KBr dan jumlah sampel.

Diameter pil Jumlah KBr Jumlah P (ton) Vakum
(mm) (mg) cuplikan (mg) (mmHg)

20 700 3,00 10,0 2

10 150 1,00 7,0 2

5 20 0,15 1,3 2

3 10 0,06 0,7 2

2 5 0,03 0,4 2

(3) Untuk menghomogenkan campuran sampel dan KBr digunakan alat Vibrating Mill (jika
ada) seperti pada Gambar 5.

(4) Campuran yang sudah homogen dimasukkan diantara 2 pil baja tahan karat yang
prmukaannya licin. Untuk memasukkan campuran dapat menggunakan kertas kalkir atau
spatula kecil dan dimasukkan ke alat pembuat pellet (pellet die) atau cetakan pil seperti
pada Gambar 6.

(5) Hubungkan alat pembuat pellet dengan pompa vakum menggunakan selang karet dan
pemvakuman dimulai dengan pompa hidrolik selama 10-15 menit. Selama penekanan
pemvakuman berjalan terus.Gambar pompa vakum dapat dilihat pada Gambar 7.
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1.Alat Utama

2. Kapsul stainless steel
3. Pengatur waktu

4. Penutup

5. tombol/Switch

Gambar 5 Vibrating Mill untuk tablet KBr

Qf ——
5

-_"‘-n__

Gambar 6 Alat pencetak pil KBr Merk Shimadzu.

Gambar 7 Pompa hidrolik Merk Shimadzu
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Gambar 8 Alat untuk mengeluarkan pil KBr Merk Shimadzu

(6) Matikan pompa vakum, lepaskan selang karet penghubung. Tekanan dikurangi hingga
alat pembuat pellet (pellet die) dapat dikeluarkan dari pompa hidrolik.

(7) Gunakan alat lain untuk mengeluarkan pil KBr yang dibuat, seperti pada Gambar 8.

(8) Tekan keluar pellet KBr dalam silinder secara pelan-pelan melaui tongkat tekan dengan
pompa hidrolik. Usahakan pellet KBr yang keluar dari silinder tidak tertindih plat baja
untuk menghindari pecahnya pellet yang dibuat.

(9) Jepit pellet menggunkan pellet holder dan masukkan ke ruangan sampel (sample
compartment) seperti pada Gambar 9.

Polystyrene film
JoASSETTE

Gambar 9 Ruang sampel (FTIR 8000 Shimadzu)

5.2.4.2 .Prosedur Pemakaian FTIR -8000 PC SHIMADZU

I. Menghidupkan Spektrofotometer

1. Nyalakan komputer.

2. Hidupkan Power pada Control Box [FTCOM-1]
3. Masuk ke program window
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4. Pilih [Shimadzu] untuk membuka program Window kemudian pilih [HYPER-IR]

Klik [OK] pada sudut kanan bawah untuk menampilkan HYPER-IR Window seperti terlihat
pada Gambar 10

6. Pilih [Instrumen] pada menu utama HYPER-IR Window

Pilih [FTIR-8000] untuk menghidupkan komunikasi antara software dan Instrument.

W

~

Icon <Online : FTIR 8000> akan ditampilkan di layar jika hubungan ini berhasil

e Edn Quant  Feanch

Temt Husie lielp

CIET BT E e 5 15 o = (8] 4 6

Wimdww Opilom  nairement Graph  Cple  ExtCale

~(1) Title bar

\® Menu bar
\’@ Tool bar

@ Status bar

| Sois Pt

Gambar 10 HYPER-IR Main Window

II. Memulai Pengukuran

1. Untuk membuka Window pengukuran, klik (2x) < Online : FTIR 8000> atau pilih [FTIR
8000] dari menu utama [Instrument]

g i Sl et Shimadzu FTIR ‘uuuﬁ__;._ BoE T Tk A5 Aole palie sl =
J_!‘;_r.rln Option Sampler... llelp
Mrsasw o mmisle M ks dicen Haigpe Do psluy
IrG i g I-u on (TS p— [}_ |
e - -~ R—
= 1 | e [4|]|! |
WL 1 Rl iwral = s
ans il Higana; |50
= MNearn
|| Apowtizwion L] Dedemcior
; = = hidrerpal
1 Happ I?l E E' wrvelma - ]—!:I [ More 33 calernel
Fil= o
| I_Srlr.ﬂ l Harnie : [i‘r'folrh irm i T il ’
Tral: ih-‘h:m.'.4.u||-.1,-|.rlm T = 2 ‘
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Plr s ajjr
Ho mstoiened an dowicn

Gambar 11 <FTIR 8000> Window

2. Atur parameter pengukuran meliputi < Measuring mode>, <Resolution>, <Range>,
<Nscans>, <Name> dan <Text>

3. Kosongkan sample compartement atau ruangan sampel

4. Pilih <BKG Start> untuk pengukuran background
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Eile Edit ‘YWindow Qplion [astrument Graph Calc ExtCele Quant Sea
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Gambar 12 Spektra background

5. Klik (2x) pada <Online: FTIR8000> untuk menampilkan Window pengukuran kembali
6. Masukkan sampel ke ruangan sampel kemudian pilih <sampleStart>

fll: Ldi  ‘Yindow Qpilea  |estvement  Graph Enlt Fa.“'lll' l.IIIJm': Search
Text Duslc Felp

i L]JJL‘ [ 0w W T O '_1“£14'$_-"._|I_}LD_IE] i B

| TEREe - e

1 A {2:-.-'|:un -I' I"'l'l:1 'II‘I\"\?I I\.F‘ﬁ e

Gambar 13 Spektra hasil pengukuran sampel

Kecepatan pemayaran (scanning)
(1) Buat spektrum IR dari polistiren pada daerah 5000-330 cm’' dengan perbedaan scanning
4,8,16,32
(2) Buat keempat spektrum pada kertas yang sama tetapi menggunakan tinta yang berbeda
(3) Bandingkan keempat spektrum tersebut

Penguatan (gain)
(1) Atur kedudukan monokromator pada 3200 cm™
(2) Buat spektrum garis dasar antara 3200-2700 cm™ dengan perbedaan gain 1,3,5
(3) Bandingkan ketiga spektrum tersebut
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III. Pengolahan Data

Peak Analysis

Pilih [Calc] pada menu utama

Pilih <Full> pada Window <Peak Selection>

b=

< Peak Seleclion’;
1 MYPS.IRS
POLYSTYRENE Tikm

Poak Belect
e Set | sieat ]
oG

et oo |

[ goime | [ conen |

Klik dalam spektra IR untuk mengaktitkan Window spektra. Title bar menjadi berwarna
Pilih [Peak Table] dari menu [Calc] maka akan ditampilkan Window <Peak Selection>

Pilih <Yes> untuk menyimpan data puncak pada spektra atau <No> jika tidak

L [T
g gicliznl

Seluclied

Hoise Level ; [@

Text Hasic Help
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Gambar 15 Spektra Setelah Pengolahan Data dengan Peak Analysis

6.
dengan menekan tombol kanan mouse

*

Pilih <Full> Tampilan baru akan muncul
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Jika ingin merubah banyaknya data puncak maka kembali ke Window <Peak Selection>

Banyaknya data puncak diubah dengan mengatur <Threshold> dan/atau <Noise Level>
Pilih <Calculate>, maka pada <Tabel> akan menampilkan data puncak baru



Range Spektra
1. Pilih [Graph Menu] dari menu utama, kemudian pilih [Range List]

2. Atur <Max X>, <Min X>, <Max Y>, <Min Y>
3. Pilih <Use> maka tampilan baru akan muncul

IV. Print Out

1. Spektra dalam keadaan terbuka dan Window dalam keadaan aktif

2. Pilih [File] dari menu utama, kemudian pilih [Print]

3. Hapus isi <Print Sets> dengan memilih <AIl> kemudian <Delete>

4. Pilih <Curve> pada <Data Types>

5. Tentukan letak kurva pada kertas dengan memilih letak pada daftar print set, misalnya
ambil < D: Upper half/ /2 >

6. Pilih nama file dari <Data Sets> kemudian pilih [<< Add]

7. Untuk menampilkan tabel puncak, pilih <Peak Tabel> dari <Data Types>
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Gambar 16 [Print Selection]

8. Tentukan letak tabel dengan memilih letak pada daftar print set, misalnya ambil <E :
Lower Halt/ /2>

9. Ambil nama file dari <Data sets> kemudian pilih [<< Add]

10. Jika ingin melihat tampilan print out, pilih <Preview>

11. Pilih <Print>

V. Menyimpan Data dan Membuka File
1. Pilih [File] dari menu utama, kemudian pilih [Save As] jika file belum diberi nama atau
[Save] jika file telah diberi nama
2. Untuk membuka data pilih [File] dari menu untama, kemudian [Open] dan ambil nama
file yang dikehendaki

VL. Keluar FTIR-8000
1. Tutp semua spektra yang terbuka, HYPER-IR dar program Window kemudian matikan
FTCOM-1
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PERCOBAAN VI
SPEKTROFOTOMETRI SERAPAN ATOM (SSA)

5.1. Pendahuluan

Spektrum serapan dan pancaran atom ditunjukkan secara khas oleh garis yang sangat
sempit dan bukan oleh pita-pita yang sangat lebar yang diamati dalam spektrum molekul.
Pancaran atom adalah proses dimana suatu atom yang tereksitasi kehilangan energi radiasi
elektromagnetik REM) dan kembali ke tingkat energi paling rendah (ground state ) dengan
memancarkan spektrum khas. Contoh : garam dari logam akan memberikan warna pada api
karena energi dari api mengeksitasi atom-atom logam yang kemudian memancarkan spektrum
yang khas.Sedangkan serapan atom adalah proses dimana atom-atom dalam tingkat energi paling
rendah (ground state ) menyerap radiasi elektromagnetik menjadi tereksitasi.

Energi yang diserap oleh atom disebabkan oleh adanya interaksi antara satu elektron
dalam atom dan vektor elektris dari radiasi elektromagnetik yang terlibat .Dalam menyerap REM
elektron akan akan mengalami transisi dari satu tingkat energi ke tingkat energi lainnya , misal
dari orbital 2° ke 2°. Atom-atom dikatakan mengalami eksitasi (pada tingkat energi tinggi) dapat
kembali ke keadaan dasar (tingkat energi paling rendah) dengan memancarkan foton pada energi
yang sama. Atom-atom dapat menyerap atau memancarkan energi sebagai foton-foton cahaya
hanya jika energi foton (hv) tepat sama dengan perbedaan antara dua tingkat energi yang terlibat
dalam transisi energi.

Dalam pelaksanaan SSA larutan yang mengandung unsur logam dibakar dengan api
(udara- asetilen) maka akan terjadi hal-hal yang dapat digambarkan seperti dalam Gambar 17.

. . penguapan
M X H% MX <—= MX
Larutan mist padat

g

g

=

2y

&

Eksitasi

termal dissosiasi

M s < Mgas) + X(@s) == MX

M (gas)
Gambar 17. Proses dalam SSA.

Dalam spektrofotometri serapan atom (SSA) seperti halnya pada spektrofotometri
serapan lainnya berlaku pula hukum Lambert-Beer yang dituliskan dalam persamaan sebagai:

I=1To e™* atau log Io/I = abc atau A = abc 6)
Dengan : 1 = intensitas cahaya setelah mengalami serapan

Io = intensitas sebelum serapan
a = koefisien serapan
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b =tebal lapisan yang menyerap
¢ = kadar atom dalam lapisan yang menyerap (larutan yang diukur)
A = absorbansi larutan

Penentuan kadar suatu larutan sampel pada SSA dapat dilakukan dengan cara :

a. kurva baku
b. penambahan standar (adisi standar)

5.2.0ptimasi alat SSA

5.2.1.

Tujuan

Mengoperasikan alat SSA secara optimal

5.2.2.

5.2.3.

5.24.

0

el e A Il

12.

13.
14.

Alat
Spektrofotometer Serapan Atom Varian Terchtron, Philip atau Shimadzu.

Bahan
Larutan Cu ** 30 ppm ; Larutan Ca 30 ppm ; larutan Fe** 60 ppm.

Prosedur percobaan :

. Hubungkan sumber arus dengan alat dan pilihlah %T, A atau E (emisi) sesuai dengan

keperluan

Pilihlah lampu sesuai dengan zat yang akan dianalisis dan letakkan pada alat (dalam hal
ini pilihlah lampu Cu)

Aturlah arus lampu pada harga yang sesuai (tergantung pada lampunya)

Cek apakah kedudukan lampu tepat lurus ditengah-tengah celah

Pilihlah lebar celah yang sesuai dengan lampu yang dipakai

Aturlah kedudukan lampu agar memperoleh absorbansi yang tinggi

Aturlah panjang gelombang sesuai lampu katodanya

Secara teliti aturlah monokromator untuk mendapatkan harga yang tinggi

Luruskan letak lampu untuk mendapatkan harga yang maksimum

. Pilihlah pembakar yang dipergunakan untuk api udara-asetilen
. Lihatlah api pembakar, api larutan sampel (dalam hal ini digunakan larutan Cu®" 3 ppm)

dan aturlah kedudukan pembakar untuk mendapatkan absorbansi yang maksimum
Aturlah kondisi api misal dengan mengatur perbandingan gas dan oksidan untuk
mendapatkan absorbansi maksimum (bila perlu ulangilah langkah 11 setelah 12)
Gunakan air destilasi dan aturlah 100 % transmisi

Gunakan larutan Cu®" 3 ppm , jika alat ini telah dioptimasi dengan baik maka akan
memberikan absorbansi 0,2 atau 60% Transmisi.

Catatan :
Bila mematikan nyala, selalu yang dimatikan dahulu adalah gasnya (asetilen, propan, gas alam)
diikuti oleh udara dan biarkan selama 30 atau 40 detik baru dimatikan.
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5.3.Memilih panjang gelombang

5.3.1. Tujuan Percobaan

Memilih panjang gelombang yang menghasilkan sinsitivitas pengukuran yang
maksimum.

Spektrum pancaran (emisi) yang dihasilkan oleh lampu katoda terdiri dari garis-garis
yang diakibatkan karena adanya gas pengisi (biasanya neon), beberapa logam yang berada di
dalam lampu katoda dan juga logam yang dianalisis. Lampu yang digunakan adalah lampu Cu,
maka semua spektrum emisi Cu harus ada. Meskipun demikian hanya garis spektrum yang
disebabkan oleh transisi yang melibatkan keadaan dasar saja yang diserap dalam SSA. Karena
atom-atom yang ada dalam api hampir semuanya berada dalam keadaan dasar. Garis spektrum
yang dapat diserap ini akan memberikan sensitivitas yang berbeda-beda.

Tabel 2 Hubungan antara panjang gelombang , sensitivitas relatif dan sensitivitas penentuan Cu

Panjang gelombang Sensitivitas relatif ~ Sensitivitas

( nm) mg/L

3247 0,04 1
327,5 0,14 3,5
217,9 0,33 8,3
218,2 0,44 11
222.5 1,50 38
249,2 4,90 120
2442 11,20 280

Hal ini sangat menguntungkan, sebagai contoh : suatu larutan sampel dengan konsentrasi
tinggi dapat dianalisis pada panjang gelombang yang berbeda untuk menghindari pengenceran.
Tabel 2 menunjukkan panjang gelombang dan sensitivitas relatif yang dapat digunakan untuk
penentuan Cu.

5.3.2. Prosedur Percobaan

1. Hitunglah absorbansi larutan Cu 3 ppm pada panjang gelombang 324,7 ; 327,5 ; 296,0
dan 217,9 nm

2. Catatlah perbedan absorbansi yang ditunjukkan dan pada kenyataannya pada panjang
gelombang 296,0 nm tidak ada absorbansi

3. Bahas, hasil yang diperoleh

5.4.Membuat kurva baku

5.4.1. Tujuan Percobaan :

1. Membuat kurva standar antara absorbansi (sumbu y) terhadap konsentrasi (sumbu x).
2. Memilih konsentrasi yang memenuhi hukum Lambert-Beer( kurva linier).

5.4.2. Pendahuluan

Dasar pemilihan konsentrasi larutan baku adalah sensitivitas analisis larutan Cu.
Sensitivitas analisis dalam SSA adalah konsentrasi analit (dalam ppm) yang menghasilkan 99%
transmisi yang sama dengan absorbansi A 0,004. Sensitivitas analisis larutan Cu adalah 0,04
mg/L. Sehingga pada panjang gelombang 324,7 nm larutan Cu 4,0 mg/L (4 ppm) memberikan
absorbansi + 0,4 (tanyakan pada asisten cara perhitungannya). Suatu larutan yang mempunyai
konsentrasi 100 kali sensitivitas analisis harus menunjukkan absorbansi sebesar 0,4 (kira-kira
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sama dengan 40%T yang sesuai dengan hukum Lambert-Beer). Larutan ini ideal untuk optimasi
alat.

5.4.3. Prosedur percobaan :

1. Buatlah larutan baku Cu * dengan konsentrasi : 0 (blanko berisi akuades) ;0,4 ; 1,0 ;2,5
;5,0 ;10 ; 20 ; dan 30 ppm

2. Masing-masing larutan diukur %transmisinya atau absorbansinya

3. Buat grafik antara absorbansi terhadap konsentrasi Cu dan tandailah harga yang
menunjukkan garis lurus

4. Babhas hasil yang diperoleh

5.5.Pengaruh Tipe Api

5.5.1. Tujuan Percobaan

Mempelajari pengaruh tipe api udara —asetilen yang digunakan terhadap absorbansi
larutan Cu dan Ca.

5.5.2. Prosedur Percobaan

- Buatlah larutan yang masing-masing mengandung 10 ppm Cu dan 10 ppm Ca.
- Ukur %T menggunakan api udara-asetilen.
- Bahas hasilnya.

5.6.Pengaruh Lebar Celah

5.6.1. Tujuan Percobaan

Mempelajari pengaruh lebar celah pada sensitivitas dan kurva kalibrasi (baku) larutan Cu
dan Fe.

5.6.2. Pendahuluan

Lebar celah pada pengukuran konsentrasi kebanyakan atom (unsur) adalah sangat sempit.
Beberapa unsur meskipun mempunyai garis emisi, sama sekali menutupi garis resonansi analitik
yang menyebabkan tidak diserapnya atau terserap sedikit sekali oleh atom-atom pada keadaan
dasar di dalam api. Kemampuan celah adalah mengisolasi garis resonansi sehingga menjadi
minim. Disini akan dipelajari pengaruh lebar celah terhadap sensitivitas dan kurva baku dari
larutan Cu®* dan Fe**

5.6.3. Prosedur Percobaan Pengaruh lebar celah pada sensitivitas

1. Atur lebar celah pada posisi maksimum, kemudian atur 100% transmisi menggunakan air

destilasi (akuades)

Ukur %T larutan Cu 3 ppm

Kurangi lebar celah dan ukur %T larutan Cu 3 ppm

Buat grafik antara absorbansi terhadap lebar celah

Lakukan pula untuk larutan Fe dengan mula-mula mengganti lampu Cu dengan lampu Fe

Atur kondisi alat (panjang gelombang, arus, lebar celah) seperti yang disebutkan dalam

tabel.

7. Lakukan langkah-langkah seperti tugas 1 menggunakan larutan Fe’* 10 ppm untuk
mengoptimasikan alat SSA dan larutan ini harus memberikan absorbansi 0,3 atau 50% T

SNk
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8. Dengan menggunakan larutan 10 ppm Fe lakukan pengaruh lebar celah terhadap
absorbansi Fe seperti pada Cu

9. Hitung %age penurunan absorbansi yang diamati pada larutan Cu dan Fe pada lebar celah
minimum dan maksimum serta berikan komentar

10. Bahas hasil yang diperoleh

5.6.4. Prosedur percobaan Pengaruh lebar celah pada kurva baku
1.Siapkan larutan baku 100 ml dengan konsentrasi Fe 1,5 ; 10; 20; 40 dan 60 ppm dalam labu

takar

2.Siapkan larutan baku Cu 100 mL dengan konsentrasi 0,4 ;; 1,0 ; 2,5 ;5,0 dan 10 ppm dalam
labu takar

3.Ukur absorbansi atau %T larutan-larutan tersebut (Fe dan Cu) dan buatlah 4 kurva baku
dari :

i. 0-60 ppm Fe pada lebar celah minimum
ii. 0—60 ppm Fe pada lebar celah maksimum
iii. 0-10 ppm Cu pada lebar celah minimum
iv. 0—10 ppm Cu pada lebar celah maksimum
4.Plot keempat kurva baku tersebut pada kertas grafik yang sama dan berilah komentar pada
masing-masing kurva yang diperoleh
5.Terangkan pula apa pengaruh lebar celah terhadap presisi pengukuran absorbansi larutan
yang mengandung 10 ppm atau 40 ppm Fe.
6.Bahas hasil yang diperoleh.

5.7.Pengaruh Arus Lampu Katoda

5.7.1. Tujuan Percobaan

Mempelajari pengaruh besar arus lampu katoda pada sensitivitas dan kurva kalibrasi (baku)
larutan Cu dan Fe.

5.7.2. Pendahuluan

Arus listrik lampu katoda adalah suatu parameter istimewa yang utama untuk logam-
logam yang lebih mudah menguap seperti Zn, Cu. Pada tugas ini ingin melihat pengaruh arus
lampu katoda pada sensitivitas dan kurva baku menggunakan lampu Cu dan Fe

5.7.3. Prosedur percobaan Pengaruh arus lampu katoda pada sensitivitas

1. Buat larutan baku Fe 10 ppm dan Cu 3 ppm

2. Dengan menggunakan lampu Fe ukurlah %T dari larutan Fe 10 ppm
menggunakan arus 2 ; 5 dan 10 mA

3. Gunakan lampu Cu dan optimasi alat menggunakan larutan 3 ppm Cu

4. Ukurlah %T larutan Cu ini pada arus 2 ; 5 dan 10 mA

5. Gambar grafik antara absorbansi terhadap arus untuk Fe dan Cu pada kertas
grafik yang sama.

Catatan :
Jangan mengoperasikan lampu katoda pada arus yang tinggi dalam waktu lebih lama
dibandingkan harga absolut yang diperlukan
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5.7.4. Prosedur percobaan Pengaruh arus lampu katoda pada kurva baku

1. Siapkan larutan baku Cu : 0, 0,4 ;; 1,0 ; 2,5 ;5,0 dan 10 ppm dalam labu takar

2. Dengan menggunakan lebar celah seperti sebelumnya (tugas 4) buatlah 2 kurva baku,
satu pada arus optimum (1 mA) dan satunya pada arus 10 mA

3. Berilah komentar untuk kurva yang diperoleh

4. Bahas hasilnya

5.8.Pengaruh Pengganggu Fosfat pada Pengukuran Ca

5.8.1. Tujuan Percobaan

Mempelajari pengaruh senyawa pengganggu fosfat dan senyawa pengompleks EDTA
gterhadap sensitivitas pengukuran Ca

5.8.2. Prosedur percobaan :
1. Siapkan 3 set larutan seperti tabel 3 dibawah ini.

Tabel 3 Variasi konsentrasi sampel Ca, asam fosfat dan EDTA

Konsentrasi Ca Konsentrasi Konsentrasi
(ppm) H;PO, (ppm) EDTA (ppm)
Set 1 0 0 0
10 0 0
20 0 0
Set 2 0 12 0
10 12 0
20 12 0
Set 3 0 12 0,01
10 12 0,01
20 12 0,01

Menggunakan larutan yang disediakan : 100 ppm Ca ; 400 ppm H3PO4 dan 0,1 ppm EDTA
Pasanglah lampu katoda Ca, optimasikan alat seperti pada tugas 1

Ukurlah %T masing-masing larutan

Buatlah kurva baku untuk tipe api : udara-asetilen ; udara gas alam (propan) dan N,O —
asetilen

Nk wN

5.9.Pengaruh Garam Terlarut

5.9.1. Tujuan Percobaan

1. Buatlah larutan 3 ppm Cu yang mengandung 0 ; 1000 ; 5000 ; 10.000 ; 50.000 dan
100.000 ppm NaCl.

2. Dengan menggunakan udara-asetilen ukurlah %T masing-masing larutan

3. Buat grafik antara absorbansi terhadap konsentrasi padatan yang dilarutkan

4. Bahas hasil yang diperoleh
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5.10. Penentuan Pb dalam campuran dengan Zn cara kurva baku

5.10.1. Tujuan percobaan :

1. Menentukan kadar Pb dalam larutan sampel yang mengandung Zn menggunakan cara
kurva baku.
2. Mempelajari pengaruh cara kurva baku terhadap akurasi dan presisi pengukuran Pb.

5.10.2. Pendahuluan

Sensitivitas analisis Zn = 0,03 ppm ; sensitivitas analisis Pb = 0,3 ppm. Karena Zn 10 kali
lebih sensitif dibandingkan Pb maka akan memerlukan dua macam larutan sampel, yang satu
berkonsentrasi 10 kali konsentrasi lainnya. Karena pada konsentrasi ini kedua larutan Zn dan Pb
adalah sama.

5.10.3. Prosedur percobaan

1. Buatlah 500 mL larutan yang menghasilkan 40%T (A =0,4) untuk Pb (kira-kira 30 ppm
Pb)

2. Gunakan larutan ini untuk analisa Pb, yang jika diencerkan 10 x nya dapat digunakan
untuk menganalisa Zn (kira-kira 3 ppm Zn)

3. Timbang garam Pb yang diperlukan untuk membuat 500 mL larutan sampel yang
mengandung 30 ppm Pb dan 30 pm Zn

4. Masukkan erlenmyer 100 mL, tambahkan 10 mL HNO; pekat, 10 mL akuades dan 10mg
asam sitrat

5. Panaskan sampai larut, dinginkan dan pindahkan ke labu takar 500 mL serta encerkan
dengan akuades sampai tepat tanda

6. Pipet 10,0 mL larutan ini dan encerkan dengan akuades sampai tepat 100 mL, larutan ini
digunakan untuk menganalisis Zn

7. Siapkan larutan baku Pb (10 ; 20 ; 30 ; 40 dan 50 ppm) dan larutan baku Zn (1 ;2 ;3 ;4
dan 5 ppm)

8. Buat kurva baku untuk masing-masing logam

9. Dengan menggunakan dua larutan yang telah dipersiapkan ( larutan 500 mL dan 100 mL)
tentukan kadar (%) Pb dan Zn dalam sampel menggunakan cara kurva baku

10. Periksa kesalahan masing-masing hasil jika kesalahan pembacaan dperkirakan 1%.

5.11. Penentuan Pb Dalam Sampel Menggunakan Cara Adisi Standar

5.11.1. Tujuan percobaan

1. Menentukan kadar Pb dalam larutan sampel yang mengandung Zn menggunakan cara
kurva baku.

2. Mempelajari pengaruh cara adisi standar terhadap akurasi dan presisi
pengukuran Pb.

5.11.2. Pendahuluan

Cara adisi standar pada umumnya digunakan untuk mengatasi kesalahan yang mirip
seperti yang ditimbulkan oleh penambahan garam pada larutan baku, yaitu. bila komposisi
sampel berbeda dengan komposisi larutan baku. Cara adisi standar dilakukan bila jumlah garam
dalam larutan sampel tidak diketahui maka larutan baku ditambahkan langsung pada sampel,
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kemudian dibuat kurva absorbansi terhadap konsentrasi analit yang ditambahkan. Konsentrasi
analit yang ditentukan diperoleh dari ektrapolasikan garis regresi ke absorbansi dan memotong
pada sumbu konsentrasi . Jarak antara titik potong ke konsentrasi dengan sumbu absorbansi ini
merupakan harga konsentrasi analit yang diukur.

5.11.3. Prosedur percobaan

1. Dengan menggunakan larutan sampel pada tugas 9, masing-masing dipipet 25,0 mL dan
masukkan kedalam labu takar 50 mL 4 buah.

2. Masing-masing ditambah dengan 100 ppm Pb dengan volume sebagai berikut :

- Labu 1 ditambah dengan 0,0 mL larutan Pb 100 ppm

- Labu 2 ditambah dengan 5,0 mL larutan Pb 100 ppm

- Labu 3 ditambah dengan 10,0 mL larutan Pb 100 ppm

- Labu 4 ditambah dengan 15,0 mL larutan Pb 100 ppm

Encerkan dengan akuades sampai volume 50 mL.

4. Ukur %T masing-masing larutan dan buat grafik antara absorbansi terhadap konsentrasi
Pb yang ditambahkan

5. Ekstrapolasikan ke sumbu absorbansi untuk memperoleh konsentrasi Pb dalam sampel.

(98]
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PERCOBAAN VI
Analisis Natrium Benzoat dan Vitamin C Menggunakan

Teknik High Perfomance Liquid Chromatography

7.1. Pendahuluan

Kromatografi merupakan salah satu metode pemisahan komponen-komponen campuran
yang berdasarkan distribusi diferensial dari komponen-komponen sampel diantara dua fasa, yaitu
fasa gerak dan fasa diam. HPLC atau didalam bahasa Indonesia disebut KCKT (Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi) merupakan kromatografi cair (fasa gerak berupa cairan) dengan fasa diam
berpartikel yang sangat kecil (3-10 um) sehingga memerlukan tekanan tinggi (70-400 atm) untuk
mendapatkan kecepatan alir yang memadai (0,5-5mL/min). Campuran senyawa dipisahkan
dengan cara menginjeksikannya melalui injektor untuk dipisahkan di dalam kolom. Senyawa
yang berbeda dalam campuran akan melewati kolom dengan kecepatan yang berbeda karena
perbedaan derajad interaksinya terhadap fasa gerak (mobile phase) dan fasa diam (stationary
phase).

Teknik HPLC dapat digunakan baik untuk keperluan pemisahan (analisis kualitatif)
maupun analisis kuantitatif. Analisis kualitatif dengan teknik HPLC didasarkan pada pengukuran
luas area standar. Pada prakteknya, metode pembandingan area standar dan sampel kurang
menghasilkan data yang akurat bila hanya melibatkan suatu konsentrasi standar. Oleh karena itu,

dilakukan dengan menggunakan teknik kurva kalibrasi.

Prinsip kerja analisis menggunakan instumentasi HPLC

Prinsip kerja HPLC dalam pemisahan natrium benzoate dan vitamin C dalam sampel
berdasarkan pada perbedaan kepolarannya. Fasa diam yang digunakan (pada kolom) HPLC
adalah jenis fasa terbalik (fasa diam non-polar) C-18. Sementara fasa geraknya berupa larutan
yang diatur komposisinya (gradien elusi), yaitu: air (mengandung KH,PQO,):asetonitril, hal ini
bergantung pada kepolaran analit yang akan dipisahkan. Campuran analit akan terpisah
berdasarkan kepolarannya, dan waktu retensinya akan berbeda, hal ini akan teramati pada
spektrum yang punsak-puncaknya terpisah.

Prinsip kerja alat HPLC adalah pertama fasa gerak dialirkan melalui kolom kedetektor

dengan bantuan pompa. Kemudian cuplikan dimasukan ke dalam aliran fasa gerak dengan cara



penyuntikan. Didalam kolom terjadi pemisahan komponen-komponen campuran Kkarena
perbedan kekuatan interaksi antara solut-solut terhadap fasa diam dan fasa gerak. Solut-solut
yang kurang kuat interaksinya dengan fasa diam akan keluar dari kolom terlebih dahulu.
Sebaliknya solut-solut yang interaksinya kuat dengan fasa diam akan keluar dari kolom lebih
lama. Setiap komponen yang campuran yang keluar kolom dideteksi oleh detektor kemudian

direkam dalam bentuk kromatogram.

7.2. Penentuan Kadar Natrium Benzoat dan Vitamin C Menggunakan Instrumen HPLC
7.2.1. Tujuan Percobaan
1. Memahami cara kerja instrumen HPLC untuk analisis kuantitatif.
2. Dapat melakukan preparasi dengan tepat dan akurat, serta dapat mengikuti manual
pengoperasian HPLC.
3. Dapat menentukan/menghitung kadar zat aditif dalam sampel minuman.

7.2.2. Alat

Instrumentasi HPLC, dengan kolom C-18 dan detector UV-Vis spectrophotometer
detector, seperangkat alat gelas yang lazim digunakan di laboratorium kimia, Ultrasoic vibrator
(sonicator), neraca analitik, kertas saring Whatman, Membran PTFE dan selulusa nitrat, corong

buchner.

7.2.3. Bahan
Natrium benzoat p.a (2,5 mg), Vitamin C standar (1 mg), Metanol for HPLC secukupnya,
Sampel minuman yang mengandung vit.C 5 mL, Kalium dihidrogenfosfat (0,68 g), Aquadem,

Asetonitril.

7.2.4 Prosedur Kerja

1. Pembuatan fasa gerak (pelarut)

Dihitung dan ditimbang jumlah KH,PO, yang diperlukan untuk membuat larutan KH,PO,
0,01 M sebanyak 500 mL dalam aquades. Kemudian pH larutan diatur hingga 2,65 dengan
asam fosfat. Dilakukan penyaringan untuk larutan KH,PO, menggunakan membrane
selulosa nitrat. Dilakukan penyaringan pula untuk asetonitril dengan PTFE. Dihilangkan

gelembung pada larutan dengan ultrasonic vibrator selama 15 menit. Dibuat campuran



larutan fasa gerak KH,PO, dan asetonitril (60:40) untuk keperluan larutan standar dan

larutan sampel, sesuai kebutuhan.
Pembuatan larutan induk natrium benzoat, dan vitamin C

Ditimbang zat standar natrium benzoat 2,5 mg, vitamin ¢ 1 mg, dan kafein 5 mag.
Dicampurkan ketiga zat standar dengan melarutkan dalam 50 mL fasa gerak secara
kuantitatif pada labu ukur. Dihomogenkan selama 5 menit menggunakan ultrasonic

vibrator.
Pembuatan deret larutan standar benzoat, dan vitamin C

Dipipet larutan induk masing-masing 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL, dan 5 mL, diencerkan
dengan fasa gerak dalam labu ukur 10 mL. Dihomogenkan larutannya, kemudian disaring
semua larutan standar tersebut dengan menggunakan membrane PTFE. Ditempatkan hasil
saringan ke dalam vial bertutup yang telah diberi label. Dilakukan degassing selama 5

menit. Larutan standar siap diinjeksikan.
Pembuatan larutan sampel

Dipipet 5 mL larutan sampel , dilarutkan dengan fasa gerak hingga 10 mL secara
kuantitatif pada labu ukur. Dilakukan penyaringan dengan PTFE, ditampung dalam botol
vial bertutup. Dihilangkan gelembung pada larutan sampel dengan menggunakan

ultrasonic vibrator selama 5 menit.
Penyiapan instrumen HPLC
Instruksi kerja menjalankan instrument HPLC

1. Pastikan kabel instrumen HPLC dan perangkat komputer telah terpasang pada sumber
listrik

2. Nyalakan perangkat komputer

3. Tekan tombol power pada bagian — bagian perangkat HPLC yang dibutuhkan saja
(seperti : pompa, detektor, oven, autosampler; jika yang dibutuhkan hanya pompa dan
detektor maka oven dan autosampler tidak perlu dinyalakan tombol powernya)

4. Setelah beberapa bagian perangkat HPLC yang dibutuhkan telah dinyalakan baru
tekan tombol power bagian HPLC yang tertulis “CBM” (perangkat HPLC paling

kanan atas)



8.

Selanjutnya jika komputer telah menyala, sambungkan komputer dengan perangkat
HPLC dengan meng-klik software pada desktop dengan nama software “LC
Solution”.

Lalu pilih gambar HPLC yang menyala.

Setelah gambar tersebut diklik maka jika perangkat HPLC dengan komputer telah
tersambung akan terlihat ada pesan pada bagian kiri atas software tersebut tulisan
“CONNECTED”

Perangkat HPLC siap digunakan untuk kebutuhan pemisahan dan analisa.

Instruksi kerja mematikan instrument HPLC

1.
2.
3.

5.
6.

Setelah menggunakan instrumen HPLC dan perangkat komputer

Klik tombol close pada software

Tekan tombol power pada perangkat HPLC yang tertulis “CBM” baru mematikan
power perangkat HPLC lainnya

Matikan bagian bagian perangkat HPLC yang telah digunakan dengan menekan
tombol power (untuk pompa: off kan pompa dengan menekan tombol “pump”
sebelum menekan power)

Pastikan kabel semua perangkat terlepas dari sumber listrik

Tutup semua perangkat yang telah digunakan dengan plastik agar terhindar dari debu.

Sementara melakukan preparasi sampel dan standar, dihidupkan peralatan HPLC.

Dikondisikan instrumen HPLC dengan kondisi: Kolom: C-18 (12,5 cm); Panjang

gelombang: 254 nm; Laju alir: 0,75 mL/menit; Volume injeks: 20 pL dan fasa gerak

sistem elusi gradien dengan komposisi dan waktu sebagai berikut:

Waktu (menit) | % Asetonitril | % KH,PO,
0 60 40
4 40 60
6 30 70
8 20 80
9 40 60
10 60 40

Sampel diinjeksikan ke HPLC, kromatogram yang diperoleh dianalisis dan digunakan

untuk menjawab tujuan

Perhitungan hasil analisis



Dari hasil operasi instrumen akan diperoleh kurva kalibrasi. Bila kurva kalibrasi diperoleh
dengan koefisien regresi > 0,997, maka boleh melanjutkan perhitungan kadar zat aditif dalam

sampel. Dihitung kadar natrium benzoate dan vitamin C dalam satuan % w/w.
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