3.1,

BABR ITI
METODCLOGI PENELITIAN

Alat-alat,

. — Spektrofotometer Serapan Atom (AAS) wmodel PERKIN

ELMER

- sentrifuse (klinis) merk Fisher Scientific (sentri-
fic Model 228)

- PH meter model 420 A dibuat oleh Orion Taiwan

- corong pemissh

- pipet ﬁetes

~ pipet ukur

- labu takar

~ injektor

~ neraca model EKERN 570

-~ gelss kimia

- gelas uvkur

-~ dJerigen

Bahan-bahan
- kristsl magnesium nitret
- kristal timbal nitrat

- larutan kromat

- asam nitrat p.a.

-~ akuades

- Akuabides
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- Kristal Ammoniumpirolidinditiokarbamat (APDC)
4% p.a. |

-~ Metilisobutilketon (MIBK) p.a.

- kertas pH

~ sampel darah burung dara vang +telah disuntik
dengan larutan garam timbal nitrat (40 prm sebanvak

5 mL

3. 3. Cara Kerja

2.3.1, Pembuatan Larutan Stok

a.

Pembuatan larutan stok timbal nitrat 1000 ppm
Menimbang sebanyak 2,159 gram kristal Pb(NCg)z.SHiO
dilarutkan dengan akuades'di dalam labu ukur 1000 mL

gampal tanda batas.

. Pembuatan larutan stok magnesium nitrat 1000 ppm

Menimbang sebanyak 10,1746 gram kristal Ma( NQ, ), .5H,0
dilarutkan dengan akuades di dalam labu ukur 1000 mL
sampail tanda batas.

Pembuatan larutan Q0,1 M HNQ,

Mengambil eebanysk 4,50 ml asam nitrat pekat p.a.
dilarutkan dengan akuadez di dalam labu qkur 1000 mL
pampsai ianda batas.

Pembuatan larutan &ﬁmoniumpirolidinditiokarbamat

{APDC) 4% ‘

Menimbang gebanyak 4 gram APDC p.a. dilarutkan dengan

shuades di dalam l1sbu ukur 100 nl sampai tanda batas.
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3.3. 2. Pembuatan Kurva Larutan Standar
a. Pembuatan grafik larutan standar timbal nitrat
Bari larutan stok timbal nitrat 1000 Prm dibuat seri
larutan stendar berkonsentrasi 5, 12, 15 Pr  dengan cara
mengambil 10 mL laruten stok +timbal nitrat 1000 ppm
kemudian dimasukkan ke dalam labu  takar 100 mi lalu
diencerkan sampai tanda batas, lsrutan inl adalah larutan
Timbal nitrat 100 ppm. Dari larutan +imbal nitrat ini
dibuat satu seri larutan atan@ar sebagal berikut :
- membuat larutan standar timbal nitrat 5 Tom
mengembil 5 wl larutan timbal nitrat 100 ppm
kemudian dimasukkan ke dalam labu taksr 100 ;11 P
diencerkan sampal tandsa batas.
~ mewbuat larutan standar timbal nitrat 12 Pom
mengambll 12 ml larutan timbel nitrat 100 pom, kemu-
dian dimasukkan ke délam labu takar 100 wL, diencer—
kan sampai taﬁda batse.
~ membuatan larutan standar timbal nitrat 15 vpm
mengambil 15 mL larutan timbal nitrat 100 ppm,
kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 100wk,
diencgrkan sampal tanda batas.
b. Pembuatan larutan standar 0,2 mg/mt magnesiom nitrat
Dari laruten stok meagnesiom nitrat 1000 ppm diambil
20 mL kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL lalu
diencerkan sampsi tanda batas, . larutan ini adalah larutan

200 ppm magnesium nitrat atau 0,2 mg/mL magnesium nitrat.




]
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3.3.3. Penent !;ran Tiwmbal Dal am Sampel Daraly Pengan
Penambahan ¢,1 M Asam Nitrat dan o, = mg~ml.
Magnesium Nitrat,

Mengambil sebanyak 2 ml s:anpel darah  dimssukksan ke-
daiﬁm tabung reskesi (tabung sentrifuse), kemudian dilaku-~
kan penambahaﬁ 0,1 M asam ﬁitrat dan 6,2 mg/mL magnesaivm
niteat (dengan variasi vor g 1,2,8,4), masing-masing per-—
bandingan volume sawa. Campuran ini kemudian disentrifuse
pada kecepstan 3400 r?m selama 10 menit. Filtrat (bagian
yvang bening) diambil dan diukur absorbansinva dengan alat
spektrofotometar serapan atou (AAS) pads panjang gelombang

217,00 nm.

3.3, 4. Ekstraksi APDC-MIBK Pada Sampel Darah Dengan
Yariazi pH. ‘

Mengambil sehanyvak .5 ml. sampel daral, dimasukkan
kedalam labu takar 100 wl dan diencerkan hingga tanda
batas, dipindahkan kedalam gelas kimia., Jditambahkan asam
nitrat 0,1 M diukur pHnya dengan variasi pH 2,4; 2,6;
2,8:3,0 dan dimasukkan kedalam corong vyemisah 250 b,
ditambahkan 2 ml, larutan APDT 4%  dilakukan pengocokan,
penambatian 15 ol MIBK p.a. dikocok selama 15 menit dan
larutan dibiarken asgar teriadi pemisshan fasa air dan fassa
corganik. Diambil fase organiknya dan dicuci dengan 10 kL
akusbides dan dibuang fase airhya. Kedalam fase organiknva
ditambahkan 0,5 ml agsam nitrat pekat p.a., larutan dikocok
dan dibisrkan selama 20 menit. Ditambshkan 10 mi akuabides

dan dikocok beberapra menit, dismbil fasa airnyva dan
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larutan siap diuvkur absdrbansinva pada  pandang gelowbang

217.0 umm.

3.3.5. Penentuan Timbal Berdasarkan Waktu Injeksi Larutan
Timbal Nitrat Terhadap Hewan Percobaan.

Melakukan indekei terhadap hewan bpercobaan dengan
variasi waktu 12, 24, 36 jam dengan larutan timbal nitrat.
Kemudian diambil darahnya, 2 ml dimasukkan kedalam ~tabung
sentrifuse ditambshkan 4 mL asam nitrat 0,1 M dan 4 ul
larutan magnesium nitrat 0,2 mg/ml, diszentrifuse pada
kecepatan 3400 rpm aélama 10 menit,lfiltrat (baglan vang
bening) diambil dan diukur sbsorbansinva rada paniang
gelombang 217.0 nm.

Disamping itu'diamﬁil 5 mL saméel darah dimasukkan
kedslam labu takarlloo ml. dan diencerkan sampali tanda
batas, dipindahkan kedalam gelas kimia, ditambahkan asam
nitrat 0,1 M sampai pH T 2,5, kemudian dimasukkan 'kedalaﬁ
corong pemissh 250 mbl dan ditambahkan 2 ml larutan APDC 4%
dilakukan pengocokan, penambahan 15 mL MIBK p.a. dikoecok
selama 15 menit dan larutan dibiarksn agar terjadi pemi-
sahan fasa air dan fasa orgsnik. Diambil fasa organiknya
dan dicuci -dengan 10 ml akuades dan dibuang fasa sirnya.
fedalam fasa organilinya ditambah 0,5 mL asgasm nitrat pekat,
larutan dikocok dan dibiarken selams 20 menit. Ditembahken
10 wmL skuabides dan dikocok heberapa menit, diambil fasa
airnya, larutsn siap diuvkur absorbansinys peda panjang

gelombang 217,0 nm.
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3.32.6. ‘Pe-nentuan Timbal Didasarkan Pada Berat Hewan
Percobaan.

Setiap hewaﬁ percobaan ditimbang berat badannya
menggunakan timbangan (dengan skals terkecil pada gram)
sebelum dilakukan indeksi dengen larutan timbal nitrat.
Setelah 24 Jam indeksi, darah dismbil dan dilakvkan
prosedur~prosedur :

- perlskuan pendahuluan dengan penambahan asam nitrat
dan magnesium nitrat.

Mengambil 2 wl gampel darah dimasukkan kedalam tabung
sentrifuse, kemudian ditambahkan 4 mL ssam nitrat 0,1 M
dan 4 ml magnesium nitrat 0,2 wg/ml, campuran disentrifuse
dengan kecepatan 3400 rpm selama 10 menit. Filtrat (bagian
yvang bening) diambil dan siap diukur absorbansinya dengan
alat apektrofotometer‘ sérapan atom (AAS) pada panjang
gelombang 217,00 nm. o
~ ekstraksi menggunakan pengomplek APDC dan pelaruﬁ MIBK.

Mengambil 5 ml sampel darsh dimasukkan kedslam labu
takar 100 mlL dan diencerkan sampai tanda batas, Jdipindah-
kan kedsalam gelas kimia‘ ditambahkan asam nitrat ©6,1 M
sampai pH * 2,95, kemudian dimasukkan kedalam corong pemi-
sah 250 mL ditewbzhkan 2 ml larutan APDC 4% dilakukan
pengocokan, penambahan 15 mL MIBK'p.a. dikoeok seléma 15
menit dan larutan dibiarkan agar terjadi vpemisshan fasa
air dan fasa organiknya dan dicuci dengan 10 mlL akubides
dan dibuang fase sirnya. Kedaiam fase organiknva ditam—

bahkan 0,5 mL asam nitrat pekat, larvtan dikocok dan
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dibiarkan selama 20 menit. Ditambahkan 10 ml akusbides dan
dikocok beberapa menit, dismhil fass alrnya. larutan siap

divkur absorbansinva pads pandang gelombang 217,.0 nm..






