BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekstraksi

2.1.1 Pengertiaan

Ekstraksi adalah pemisahan suatu zat dari campurannya dengan
pembagian sebuah zat terlarut antara dua pelarut yang tidak dapat tercampur
untuk mengambil zat terlarut tersebut dari satu pelarut ke pelarut yang lain.
Ekstraksi bertujuan untuk melarutkan senyawa-senyawa yang terdapat dalam

jaringan tanaman ke dalam pelarut yang dipakai untuk proses ekstraksi tersebut.

Hal-hal yang penting diperhatikan dalam melakukan ekstrasi yaitu
pemilihan pelarut yang sesuai dengan sifat-sifat polaritas senyawa yang
ingin diekstraksi ataupun sesuai dengan sifat kepolaran kandungan kimia yang
diduga dimiliki simplisia tersebut, hal lain yang perlu diperhatikan adalah ukuran
simplisia harus diperkecil dengan cara perajangan untuk memperluas sudut kontak
pelarut dan simplisia, tapi jangan terlalu halus karna dikhawatirkan menyumbat

pori-pori saringan menyebabkan sulit dan lamanya poses ekstraksi.

(Sudjadi,1988)

2.1.2 Tujuan Ekstraksi

Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik semua komponen kimia yang
terdapat dalam simplisia. Ekstraksi ini didasarkan pada perpindahan massa
komponen zat padat ke dalam pelarut dimana perpindahan mulai terjadi pada

lapisan antar muka, kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut.



2.1.3 Prinsip ekstraksi

Prinsip Maserasi

Penyarian zat aktif yang dilakukan dengan cara merendam serbuk
simplisia dalam cairan penyari yang sesuai selama tiga hari pada temperatur
kamar terlindung dari cahaya, cairan penyari akan masuk ke dalam sel melewati
dinding sel. Isi sel akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan
di dalam sel dengan di luar sel. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak
keluar dan diganti oleh cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi).
Peristiwa tersebut berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara
larutan di luar sel dan di dalam sel. Selama proses maserasi dilakukan
pengadukan dan penggantian cairan penyari setiap hari. Endapan yang diperoleh
dipisahkan dan filtratnya dipekatkan.
Prinsip Perkolasi

Penyarian zat aktif yang dilakukan dengan cara serbuk simplisia
dimaserasi selama 3 jam, kemudian simplisia dipindahkan ke dalam bejana
silinder yang bagian bawahnya diberi sekat berpori, cairan penyari dialirkan dari
atas ke bawah melalui simplisia tersebut, cairan penyari akan melarutkan zat aktif
dalam sel-sel simplisia yang dilalui sampai keadan jenuh. Gerakan ke bawah
disebabkan oleh karena gravitasi, kohesi, dan berat cairan di atas dikurangi gaya
kapiler yang menahan gerakan ke bawah. Perkolat yang diperoleh dikumpulkan,
lalu dipekatkan.
Prinsip Soxhletasi

Penarikan komponen kimia yang dilakukan dengan cara serbuk simplisia
ditempatkan dalam klonsong yang telah dilapisi kertas saring sedemikian rupa,

cairan penyari dipanaskan dalam labu alas bulat sehingga menguap dan



dikondensasikan oleh kondensor bola menjadi molekul-molekul cairan penyari
yang jatuh ke dalam klonsong menyari zat aktif di dalam simplisia dan jika cairan
penyari telah mencapai permukaan sifon, seluruh cairan akan turun kembali ke
labu alas bulat melalui pipa kapiler hingga terjadi sirkulasi. Ekstraksi sempurna
ditandai bila cairan di sifon tidak berwarna, tidak tampak noda jika di KLT, atau
sirkulasi telah mencapai 20-25 kali. Ekstrak yang diperoleh dikumpulkan dan
dipekatkan.
Prinsip Refluks

Penarikan komponen kimia yang dilakukan dengan cara sampel
dimasukkan ke dalam labu alas bulat bersama-sama dengan cairan penyari lalu
dipanaskan, uap-uap cairan penyari terkondensasi pada kondensor bola menjadi
molekul-molekul cairan penyari yang akan turun kembali menuju labu alas bulat,
akan menyari kembali sampel yang berada pada labu alas bulat, demikian
seterusnya berlangsung secara berkesinambungan sampai penyarian sempurna,
penggantian pelarut dilakukan sebanyak 3 kali setiap 3-4 jam. Filtrat yang
diperoleh dikumpulkan dan dipekatkan.
Prinsip Destilasi Uap Air

Penyarian minyak menguap dengan cara simplisia dan air ditempatkan
dalam labu berbeda. Air dipanaskan dan akan menguap, uap air akan masuk ke
dalam labu sampel sambil mengekstraksi minyak menguap yang terdapat dalam
simplisia, uap air dan minyak menguap yang telah terekstraksi menuju kondensor
dan akan terkondensasi, lalu akan melewati pipa alonga, campuran air dan minyak
menguap akan masuk ke dalam corong pisah, dan akan memisah antara air dan

minyak atsiri.



Prinsip Rotavapor

Proses pemisahan ekstrak dari cairan penyarinya dengan pemanasan
yang dipercepat oleh putaran dari labu alas bulat, cairan penyari dapat menguap
5-10° C di bawah titik didih pelarutnya disebabkan oleh karena adanya penurunan
tekanan. Dengan bantuan pompa vakum, uap larutan penyari akan menguap naik
ke kondensor dan mengalami kondensasi menjadi molekul-molekul cairan pelarut
murni yang ditampung dalam labu alas bulat penampung.

+» Prinsip Ekstraksi Cair-Cair

Ekstraksi cair-cair (corong pisah) merupakan pemisahan
komponen kimia di antara 2 fase pelarut yang tidak saling bercampur di
mana sebagian komponen larut pada fase pertama dan sebagian larut
pada fase kedua, lalu kedua fase yang mengandung zat terdispersi
dikocok, lalu didiamkan sampai terjadi pemisahan sempurna dan
terbentuk dua lapisan fase cair, dan komponen kimia akan terpisah ke
dalam kedua fase tersebut sesuai dengan tingkat kepolarannya dengan
perbandingan konsentrasi yang tetap.

Pada ekstraksi cair-cair, satu komponen bahan atau lebih dari
suatu campuran dipisahkan dengan bantuan pelarut. Proses ini
digunakan secara teknis dalam skala besar misalnya untuk memperoleh
vitamin, antibiotika, bahan-bahan penyedap, produk-produk minyak bumi
dan garam-garam. logam. Proses ini pun digunakan untuk membersihkan
air limbah dan larutan ekstrak hasil ekstraksi padat cair. Ekstraksi cair-
cair terutama digunakan, bila pemisahan campuran dengan cara destilasi
tidak mungkin dilakukan (misalnya karena pembentukan aseotrop atau

karena kepekaannya terhadap panas) atau tidak ekonomis. Seperti



halnya pada proses ekstraksi padat-cair, ekstraksi cair-cair selalu terdiri
atas sedikitnya dua tahap, yaitu pencampuran secara intensif bahan
ekstraksi dengan pelarut, dan pemisahan kedua fasa cair itu sesempurna
mungkin.

Pada saat pencampuran terjadi perpindahan massa, yaitu ekstrak
meninggalkan pelarut yang pertarna (media pembawa) dan masuk ke
dalam pelarut kedua (media ekstraksi). Sebagai syarat ekstraksi ini,
bahan ekstraksi dan pelarut tidak. saling melarut (atau hanyadalam
daerah yang sempit). Agar terjadi perpindahan masa yang baik yang
berarti p erformansi ekstraksi yang besar haruslah diusahakan agar
terjadi bidang kontak yang seluasmungkin di antara kedua cairan
tersebut. Untuk itu salah satu cairan distribusikan menjaditetes-tetes kecil
(misalnya dengan bantuan perkakas pengaduk). Tentu saja
pendistribusian initidak boleh terlalu jauh, karena akan menyebabkan
terbentuknya emulsi yang tidak dapat lagiatau sukar sekali dipisah.
Turbulensi pada saat mencampur tidak perlu terlalu besar. Yang penting
perbedaan konsentrasi sebagai gaya penggerak pada bidang batas tetap

ada.

(Sudjadi, 1988)

2.2 Minyak Atsiri

2.2.1 Pengertian Minyak Atsiri

Minyak atsiri adalah zat berbau yang terkandung dalam tanaman. Minyak
ini disebut juga minyak menguap, minyak eteris, minyak esensial karena pada

suhu kamar mudah menguap. Istilah esensial dipakai karena minyak atsiri



mewakili bau dari tanaman asalnya. Dalam keadaan segar dan murni, minyak atsiri
umumnya tidak berwarna. Namun, pada penyimpanan lama minyak atsiri dapat
teroksidasi. Untuk mencegahnya, minyak atsiri harus disimpan dalam bejana gelas
yang berwarna gelap, diisi penuh, ditutup rapat, serta disimpan di tempat yang
kering dan sejuk.

Proses produksi minyak atsiri dapat ditempuh melalui 3 cara, yaitu: (1)
pengempaan (pressing), (2) ekstraksi menggunakan pelarut (solvent extraction),
dan (3) penyulingan (distillation). Penyulingan merupakan metode yang paling
banyak digunakan untuk mendapatkan minyak atsiri. Penyulingan dilakukan
dengan mendidihkan bahan baku di dalam ketel suling sehingga terdapat uap yang
diperlukan untuk memisahkan minyak atsiri dengan cara mengalirkan uap jenuh
dari ketel pendidih air (boiler) ke dalam ketel penyulingan. (Naibaho, 2010)

2.2.2 Minyak Jahe

Minyak jahe adalah suatu campuran yang komplek dari komponen
terpenes dan non terpenoid. Menurut Koswara (1995) komponen utama minyak
atsiri jahe yang menyebabkan bau harum adalah zingiberen dan zingeberol.
Zingiberen merupakan seskuiterpen hidrokarbon dengan rumus CisHos,
sedangkan zingiberol merupakan seskuiterpen alkohol dengan rumus C15H260.
Jahe dan Komposisinya

Klasifikasi limiah
- Divisi : Spermatophyta.
- Sub-divisi : Angiospermae.
- Kelas : Monocotyledoneae.
- Ordo : Zingiberales.

- Famili : Zingiberaceae.
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- Genus : Zingiber.
- Species : Zingiber officinale
Jahe atau zingiber officinale merupakan salah satu tanaman berupa
tumbuhan rumpun berbatang semu. Jahe adalah tanaman rimpang yang sangat
populer dikalangan masyarakat baik sebagai bahan rempah dapur ataupun bahan
obat.
Jahe dipekirakan berasal dari asia pasifik yang penyebarannya mulai dari
India hingga wilayah cina. Dari India, jahe mulai dijadikan sebagai bahan
rempah untuk diperjualbelikan yang jangkauan pemasarannya hingga
wilayah asia tenggara, Jepang, Tiongkok, hingga wilayah timur tengah
(Naibaho, 2010).
a. Morfologi tanaman jahe
Ciri morfologisnya bisa diurai sebagai tanaman obat yang dilengkapi
dengan bungan dan juga biji tunggal. Akar jahe dalam bentuk rimpang atau umbi.
Uniknya, meski digolongkan sebagai tumbuhan magnolophhyta, pada faktanya
jahe lebih banyak dikembangkan melalui rimpangnya ketimbang dengan bunga
dan bijinya. Bagian jahe yang dimafaatkan adalah rimpang. Hal ini wajar sebab
bagian tersebutlah yang memiliki kandungan senyawa kompleks seperti oleoresin
(gingerol, shogaol, paradol, zingireone dan lain-lain) serta minyak atsiri.

Batang jahe merupakan batang semu dengan tinggi 30 hingga 100 cm.
Akarnya berbentuk rimpang dengan daging akar berwarna kuning hingga
kemerahan dengan bau menyengat. Daun menyirip dengan panjang 15
hingga 23 mm dan panjang 8 hingga 15 mm. Tangkai daun berbulu halus.
Bunga jahe tumbuh dari dalam tanah berbentuk bulat telur dengan panjang

3,5 hingga 5 cm dan lebar 1,5 hingga 1,75 cm. Gagang bunga bersisik


http://tentangjahe.blogspot.com/2012/09/jahe-digolongkan-ke-dalam-suku-temu.html
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sebanyak 5 hingga 7 buah. Bunga berwarna hijau kekuningan. Bibir bunga

dan kepala putik ungu. Tangkai putik berjumlah dua. Habitat jahe tumbuh

subur diketinggian 0 hingga 1500 meter diatas permukaan laut, kecuali jenis

jahe gajah di ketinggian 500 hingga 950 meter (Naibaho, 2010).

b. Jenis Jahe
Jahe dibedakan menjadi tiga jenis berdasarkan ukuran, bentuk dan
rimpangnya.

1) Jahe putih atau jahe kuning besar yang disebut juga jahe gajah atau jahe badak.
2) Jahe putih atau kunig kecil yang disebut juga dengan jahe suntil atau jahe
emprit. Ruasnya kecil, agak rata sampai agak menggembung. jahe ini bisa
dipanane setalah berumur tua. 3) Jahe merah. Rimpangnya berwarna merah
dan lebih kecil daripada jahe putih kecil, jahe merah selalu dipanen setelah
berumur tua. Jahe ini memiliki kandungan minyak asiri paling tinggi
dibandingkan dengan 2 klon lainnnya, sehingga cocok untuk ramuan obat -
obatan. (Bangun, 2011)

c. Gambar Tanaman Jahe

Gambar 1. Jahe
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2.3 EDTA

Gambar 2. Struktur EDTA

Asam etilen diamin tetra asetat atau yang lebih dikenal dengan EDTA,
merupakan salah satu jenis asam amina polikarboksilat yang seringkali digunakan
sebagai titran dalam titrasi kompleksometri. EDTA sebenarnya adalah ligan
seksidentat yang dapat berkoordinasi dengan suatu ion logam lewat kedua
nitrogen dan keempat gugus karboksil-nya atau disebut ligan multidentat yang
mengandung lebih dari dua atom koordinasi per molekul, misalnya asam 1,2-
diaminoetanatetraasetat  (asametilenadiamina tetraasetat, EDTA) yang
mempunyai dua atom nitrogen — penyumbang dan empat atom oksigen
penyumbang dalam molekul (Rival, 1995).

Suatu EDTA dapat membentuk senyawa kompleks yang mantap dengan
sejumlah besar ion logam sehingga EDTA merupakan ligan yang tidak selektif.
Dalam larutan yang agak asam, dapat terjadi protonasi parsial EDTA tanpa
pematahan sempurna kompleks logam, yang menghasilkan spesies seperti CuHY"
. Ternyata bila beberapa ion logam yang ada dalam larutan tersebut maka titrasi
dengan EDTA akan menunjukkan jumlah semua ion logam yang ada dalam larutan
tersebut (Harjadi, 1993).

Selektivitas kompleks dapat diatur dengan pengendalian pH, misal Mg, Ca,

Cr, dan Ba dapat dititrasi pada pH = 11 EDTA. Sebagian besar titrasi
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kompleksometri mempergunakan indikator yang juga bertindak sebagai
pengompleks dan tentu saja kompleks logamnya mempunyai warna yang berbeda
dengan pengompleksnya sendiri. Indikator demikian disebut indikator
metalokromat. Indikator jenis ini contohnya adalah Eriochrome black T;
pyrocatechol violet; xylenol orange; calmagit; 1-(2-piridil-azonaftol), PAN, zincon,
asam salisilat, metafalein dan calcein blue (Khopkar, 2002).

Satu-satunya ligan yang lazim dipakai pada masa lalu dalam pemeriksaan
kimia adala ion sianida, CN-, karena sifatnya yang dapat membentuk kompleks
yang mantap dengan ion perak dan ion nikel. Dengan ion perak, ion sianida
membentuk senyawa kompleks perak-sianida, sedagkan dengan ion nilkel
membentuk nikel-sianida. Kendala yang membatasi pemakaian-pemakaian ion
sianoida dalam titrimetri adalah bahwa ion ini membentuk kompleks secara
bertahap dengan ion logam lantaran ion ini merupakan ligan bergigi satu (Rival,
1995).

Kesulitan yang timbul dari kompleks yang lebih rendah dapat dihindari
dengan penggunaan bahan pengkelat sebagai titran. Bahan pengkelat yang
mengandung baik oksigen maupun nitrogen secara umum efektif dalam
membentuk kompleks-kompleks yang stabil dengan berbagai macam logam.
Keunggulan EDTA adalah mudah larut dalam air, dapat diperoleh dalam keadaan
murni, sehingga EDTA banyak dipakai dalam melakukan percobaan
kompleksometri. Namun, karena adanya sejumlah tidak tertentu air, sebaiknya
EDTA distandarisasikan dahulu misalnya dengan menggunakan larutan kadmium
(Harjadi, 1993).

Sifat sifat EDTA adalah :

1. Berwarna putih
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2. Spesific Gravity 0.77

3. Berat Mol : 416,23 gr/mol

4. Jika tidak berbentuk metalloprotein di dalam organisme atau dalam
keadaan bebas akan menghasilkan radikal bebas yang toksik kepada sel.

5. Memiliki kalor peleburan 13.81 kj / mL.

6. Memiliki kalor penguapan 340 kj / mL.

7. Massa jenis (sekitar suhu kamar) 7.86¢cm?.

8. Massa jenis cair pada titik lebur 6.98cm?.

2.4 Spektrofotometri

Spektrofotometer sesuai dengan namanya adalah alat yang terdiri dari
spektrometer dan fotometer. Spektrometer menghasilkan sinar dari spektrum
dengan panjang gelombang tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas
cahaya yang ditransmisikan atau yang diabsorpsi. Jadi spektrofotometer
digunakan untuk mengukur energi secara relatif jika energi tersebut
ditransmisikan, direfleksikan atau diemisikan sebagai fungsi dari panjang
gelombang. Kelebihan spektrometer adalah panjang gelombang dari sinar putih
dapat terseleksi dan ini diperoleh dengan alat pengurai seperti prisma,

grating ataupun celahoptis. (Khopkar,2002)

Panjang gelombang yang digunakan adalah panjang gelombang optimum
yakni panjang gelombang yang memberikan nilai absorbansi maksimum dan nilai
transmitansi minumum. Ada beberapa alasan mengapa harus menggunakan
panjang gelombang maksimal dikarenakan pada panajang gelombang maksimal
maka kepekaannya juga maksimal karena perubahan absorbansi untuk setiap
satuan konsentrasi adalah yang paling besar. Di sekitar panjang gelombang

maksimal, bentuk kurva absorbansi datar dan pada kondisi tersebut hukum
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lambert beer akan terpenuhi. Jika dilakukan pengukuran ulang maka kesalahan
yang disebabkan oleh pemasangan ulang panjang gelombang akan kecil sekali,

ketika digunakan panjang gelombang maksimum

2.4.1 Prinsip Kerja Metode Spektrofotometri

Bila cahaya (monokromatik maupun campuran) jatuh pada suatu
medium homogen, sebagian dari sinar masuk akan dipantulkan, sebagian diserap
dalam medium itu, dan sisanya diteruskan. Jika intensitas sinar masuk dinyatakan

olehlo=la+It+Ir

Dimana : lo= intensitas sinar masuk
la = intensitas sinar terserap
It= intensitas sinar terteruskan
Ir= intensitas sinar terpantulkan
2.4.2 Jenis Spektrofotometri dan Mekanisme Kerja
1. Spektrofotometri Visible
Pada spektrofotometri ini yang digunakan sebagai energi adalah sinar
cahaya tampak dengan A 380-750 nm. Cara kerja dari spektrofotometri ini
adalah sampel yang akan dianalisa harus memiliki warna. Oleh sebab itu,
untuk sampel yang tidak berwarna harus terlebih dahulu diberi warna
dengan reagen spesifik yang akan memberi warna pada senyawa.
2. Spektrofotometri UV
Spektrofotometri UV berdasarkan interaksi sampel dengan sinar UV
yang memiliki A 190-380 nm. Area sinar UV tidak bisa dideteksi oleh mata
kita maka senyawa yang dapat menyerap sinar ini terkadang merupakan

senyawa yang tidak memiliki warna, bening, dan transparan. Oleh sebab
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itu, maka sampel yang tidak berwana tidak perlu dibuat berwarna dengan
penambahan reagen tertentu. Namun perlu diingat bahwa sampel yang
keruh harus dibuat bening dulu dengan filtrasi atau centrifugasi.

3. Spektrofotometri UV/VIS

Merupakan gabungan antara spejtrofotometri visual dan V karena
menggunakan dua buah sumber cahaya yang berbeda. Sehingga dapat
digunakan baik untuk sampel berwarna maupun sampel tidak berwarna.

4. Spektrofotometri IR (Inframerah)

Cahaya inframerah terbagi menjadi inframerah dekat, pertengahan,
dan jauh. Inframerah pada spektrofotometri adalah inframerah jauh dan
inframerah pertengahan yang mempunyai panjang gelombang kira-kira
2,5-1000 ym. Umumnya pada spektrofotometri IR digunakan dalam
analisa kualitatif, biasanya digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi
pada suatu senyawa terutama senyawa organik. Hasil analisa biasanya
berupa signal kromatogram hubungan intensitas IR terhadap panjang
gelombang.

2.5 Spektrofotometri Visible

Spektrofotometri visible disebut juga spektrofotometri sinar tampak. Yang
dimaksud sinar tampak adalah sinar yang dapat dilihat oleh mata manusia.
Cahaya yang dapat dilihat oleh mata manusia adalah cahaya dengan panjang
gelombang 400-800 nm dan memiliki energi sebesar 299-149 kJ/mol. Elektron
pada keadaan normal atau berada pada kulit atom dengan energi terendah disebut
keadaan dasar (ground-state). Energi yang dimiliki sinar tampak mampu membuat
elektron tereksitasi dari keadaan dasar menuju kulit atom yang memiliki energi

lebih tinggi atau menuju keadaan tereksitasi. Cahaya atau sinar tampak adalah
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radiasi elektromagnetik yang terdiri dari gelombang. Seperti semua gelombang,

kecepatan cahaya, panjang gelombang dan frekuensi dapat didefinisikan sebagai:

C=V.A
Dimana:
C = Kecepatan cahaya
V = Frekuensi dalam gelombang per detik (Hertz)

A = Panjang gelombang dalam meter

Gelombang

i I fn
4+ paniang gelombang————m

Jargk ——»

Gambar 3. Radiasi Elektromagnetik dengan panjang gelombang A

Benda bercahaya seperti matahari atau bohlam listrik memancarkan
spectrum lebar yang tersusun dari panjang gelombang. Panjang gelombang yang
dikaitkan dengan cahaya tampak itu mampu mempengaruhi selaput pelangi
manusia yang mampu menimbulkan kesan subyektif akan ketampakan (visible).

(A.L.Underwood dan R.A.Day Jr, 1981)

Cahaya /sinar tampak terdiri dari suatu bagian sempit kisaran panjang
gelombang dari radiasi elektromagnetik dimana mata manusia sensitive. Radiasi

dari panjang gelombang yang berbeda ini dirasakan oleh mata kita sebagai warna
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berbeda, sedangkan campuran dari semua panajang gelombang tampak seperti

sinar putih. Sinar putih memiliki panjang gelombang mencakup 380-750 nm.

Panjang gelombang dari berbagai warna adalah sebagai berikut:

Tabel 1. Serapan Sinar dan Zat Warna

A (nm) Warna yang Diteruskan Warna yang Diserap
400-435 Ungu Hijau — Kekuningan
435-480 Biru Kuning

480-490 Biru-Kehijauan Jingga

490=500 Hijau-Kebiruan Merah

500-560 Hijau Ungu Kemerahan
560-580 Hijau-Kekuningan Ungu

580-595 Kuning Biru

595-610 Jingga Biru Kehijauan
610-750 Merah Hijau Kebiruan

(Sumber: Underwood, 2002)

2.6 Hukum Lambert — Beer

Menurut Hukum Lambert, serapan berbanding lurus terhadap ketebalan sel

(b) yang disinari, dengan bertambahnya sel, maka serapan akan bertambah.

Menurut Beer, yang berlaku untuk radiasi monokromatis dalam larutan yang

sangat encer, serapan berbanding lurus dengan konsentrasi.
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Jika konsentrasi bertambah, jumlah molekul yang dilalui berkas sinar akan
bertambah, sehingga serapan juga bertambah. Kedua persamaan ini digabungkan
dalam Hukum LambertBeer, maka diperoleh bahwa serapan berbanding lurus

dengan konsentrasi dan ketebalan sel yang dapat ditulis dengan persamaan:
A=k.cb

Umumnya digunakan dua satuan c¢ (konsentrasi zat yang menyerap) yang
berlainan, yaitu gram per liter atau mol per liter. Nilai tetapan (k) dalam hukum
Lambert-Beer tergantung pada sistem konsentrasi mana yang digunakan. Bila c
dalam gram per liter, tetapan disebut dengan absorptivitas (a) dan bila dalam mol

per liter, tetapan tersebut adalah absorptivitas molar(g).

Jadi dalam sistem dikombinasikan, hukum Lambert-Beer dapat dinyatakan dalam

rumus berikut:

A= a.b.c (g/liter) atau A= €. b. ¢ (mol/liter)

Dimana:
A = serapan
a = absorptivitas
b = ketebalan sel
¢ = konsentrasi

€ = absorptivitas molar

Hukum Lambert-Beer menjadi dasar aspek kuantitatif spektrofotometri
dimana konsentrasi dapat dihitung berdasarkan rumus di atas. Absorptivitas (a)
merupakan konstanta yang tidak tergantung pada konsentrasi, tebal kuvet dan

intensitas radiasi yang mengenai larutan sampel. Absorptivitas tergantung pada
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suhu, pelarut, struktur molekul, dan panjang gelombang radiasi (Day and

Underwood, 1999)

Menurut Roth dan Blaschke (1981), absorptivitas spesifik juga sering
digunakan untuk menggantikan absorptivitas. Harga ini, memberikan serapan
larutan 1 % (b/v) dengan ketebalan sel 1 cm, sehingga dapat diperoleh

persamaan:

A=A"Y b.c
Dimana:
A'4 = absorptivitas spesifik
b = ketebalan sel
¢ = konsentrasi senyawa terlarut (g/100ml larutan)

2.7 Proses Absorbsi Cahaya pada Spektrofotometri

Ketika cahaya dengan panjang berbagai panjang gelombang (cahaya
polikromatis) mengenai suatu zat, maka cahaya dengan panjang gelombang
tertentu saja yang akan diserap. Di dalam suatu molekul yang memegang peranan
penting adalah elektron valensi dari setiap atom yang ada hingga terbentuk suatu
materi. Elektron-elektron yang dimiliki oleh suatu molekul dapat berpindah

(eksitasi), berputar (rotasi) dan bergetar (vibrasi) jika dikenai suatu energi.

Jika zat menyerap cahaya tampak dan ultraviolet maka akan terjadi
perpindahan elektron dari keadaan dasar menuju ke keadaan tereksitasi.
Perpindahan elektron ini disebut transisi elektronik. Apabila cahaya yang diserap
adalah cahaya inframerah maka elektron yang ada dalam atom atau elektron

ikatan pada suatu molekul dapat hanya akan bergetar (vibrasi). Sedangkan
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gerakan berputar elektron terjadi pada energi yang lebih rendah lagi misalnya pada

gelombang radio.

Atas dasar inilah spektrofotometri dirancang untuk mengukur konsentrasi
yang ada dalam suatu sampel. Dimana zat yang ada dalam sel sampel disinari
dengan cahaya yang memiliki panjang gelombang tertentu. Ketika cahaya
mengenai sampel sebagian akan diserap, sebagian akan dihamburkan dan

sebagian lagi akan diteruskan.

Pada spektrofotometri, cahaya datang atau cahaya masuk atau cahaya
yang mengenai permukaan zat dan cahaya setelah melewati zat tidak dapat
diukur, yang dapat diukur adalah Iy/lo atau lo/l; (perbandingan cahaya datang

dengan cahaya setelah melewati materi (sampel)).

Proses penyerapan cahaya oleh suatu zat dapat digambarkan sebagai

berikut:

=

pu—
Ill
H
/

Gambar 4. Proses Penyerapan Cahaya

Gambar Proses penyerapan cahaya oleh zat dalam sel sampel. dari

gambar 2 terlihat bahwa zat sebelum melewati sel sampel lebih terang atau lebih



22

banyak di banding cahaya setelah melewati sel sampel. Cahaya yang diserap
diukur sebagai absorbansi (A) sedangkan cahaya yang hamburkan diukur sebagai
transmitansi (T), dinyatakan dengan hukum lambert-beer atau Hukum Beer,
berbunyi: “jumlah radiasi cahaya tampak (ultraviolet, inframerah dan sebagainya)
yang diserap atau ditransmisikan oleh suatu larutan merupakan suatu fungsi

eksponen dari konsentrasi zat dan tebal larutan”.

Berdasarkan hukum Lambert-Beer, rumus yang digunakan untuk

menghitung banyaknya cahaya yang dihamburkan:

T =1l atau % T = (l/lo) x 100 %
Dan absorbansi dinyatakan dengan rumus:
A=-logT=T=-log l/lo
Dimana :
lo merupakan intensitas cahaya datang

I atau |1 adalah intensitas cahaya setelah melewati sampel

Spektrofotometer modern dikalibrasi secara langsung dalam satuan
absorbansi. (Dalam beberapa buku lama log lo/I disebut densitas optik dan |
digunakan sebagai ganti simbol P). Perbandingan I/lo disebut transmitans(T), dan
beberapa instrumen disajikan dalam % transmitans, (l/lo)) x 100. Sehingga

hubungan absorbansi dan transmitans dapat ditulis sebagai:

A=-logT

Dengan menggunakan beberapa instrumen, hasil pengukuran tercatat
sebagai 56 transmitansi dan absorbansi dihitung dengan menggunakan rumus
tersebut.Dari pembahasan di atas dapat dikatakan bahwa konsentrasi dari suatu

unsur berwarna harus sebanding dengan intensitas warna larutan.Ini adalah dasar
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pengukuran yang menggunakan pembanding visual di mana intensitas warna dari
suatu larutan dari suatu unsur yang konsentrasinya tidak diketahui dibandingkan
dengan intensitas warna dari sejumlah larutan yang diketahui konsentrasinya.

(Kusnanto Mukti, 2012)

Secara eksperimen hukum Lambert-beer akan terpenuhi apabila peralatan

yang digunakan memenuhi kriteria-kriteria berikut:

1. Sinar yang masuk atau sinar yang mengenai sel sampel berupa sinar
dengan dengan panjang gelombang tunggal (monokromatis).

2. Penyerapan sinar oleh suatu molekul yang ada di dalam larutan tidak
dipengaruhi oleh molekul yang lain yang ada bersama dalam satu larutan.

3. Penyerapan terjadi di dalam volume larutan yang luas penampang (tebal
kuvet) yang sama.

4. Penyerapan tidak menghasilkan pemancaran sinar pendafluor. Artinya
larutan yang diukur harus benar-benar jernih agar tidak terjadi hamburan
cahaya oleh partikelpartikel koloid atau suspensi yang ada di dalam
larutan.

5. Konsentrasi analit rendah. Karena apabila konsentrasi tinggi akan
menggangu kelinearan grafik absorbansi versus konsentrasi.

2.8 Peralatan untuk Spektrofotometri

Dalam analisis spektrofotometri digunakan suatu sumber radiasi yang
masuk ke dalam daerah spektrum ultraviolet itu. Dari spektrum ini, dipilih panjang-
panjang gelombang tertentu dengan lebar pita kurang dari 1 nm. Proses ini
menggunakan instrumen yang disebut spektrofotometer. Alat ini terdiri dari

spektrometer yang menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang
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tertentu dan fotometer sebagai alat pengukur intensitas cahaya yang

ditransmisikan atau yang diabsorpsi.

Unsur -unsur terpenting suatu spektrofotometer adalah sebagai berikut:

1. Sumber-sumber lampu: lampu deuterium digunakan untuk daerah UV
pada panjang gelombang dari 190-350 nm, sementara lampu halogen
kuarsa atau lampu tungsten digunakan untuk daerah visibel pada panjang
gelombang antara 350- 900 nm.

2. Monokromotor: digunakan untuk memperoleh sumber sinar yang
monokromatis. Alatnya dapat berupa prisma maupun grating. Untuk
mengarahkan sinar monokromatis yang diinginkan dari hasil penguraian.

3. Kuvet (sel): digunakan sebagai wadah sampel untuk menaruh cairan ke
dalam berkas cahaya spektrofotometer. Kuvet itu haruslah meneruskan
energi radiasi dalam daerah spektrum yang diinginkan. Pada pengukuran
di daerah tampak, kuvet kaca atau kuvet kaca corex dapat digunakan,
tetapi untuk pengukuran pada daerah ultraviolet harus menggunakan sel
kuarsa karena gelas tidak tembus cahaya pada daerah ini. Kuvet tampak
dan ultraviolet yang khas mempunyai ketebalan 1 cm, namun tersedia
kuvet dengan ketebalan yang sangat beraneka, mulai dari ketebalan
kurang dari 1 mm sampai 10 cm bahkan lebih.

4. Detektor: berperanan untuk memberikan respon terhadap cahaya pada
berbagai panjang gelombang.

5. Suatu amplifier (penguat) dan rangkaian yang berkaitan yang membuat
isyarat listrik itu dapat dibaca. 6. Sistem pembacaan yang memperlihatkan

besarnya isyarat listrik (Day and Underwood, 1981).



25

2.9 Validasi Metode Analisis

Validasi metode adalah suatu proses yang menunjukkan bahwa prosedur
analitik telah sesuai dengan penggunaan yang dikehendaki. Validasi metode
analisis ditujukan untuk menjamin bahwa metode analisis memenuhi spesifikasi
yang dapat diterima sesuai dengan tujuan yang diharapkan. Hal ini perlu dilakukan
untuk menjamin bahwa setiap pengukuran serupa yang dilakukan di masa yang
akan datang akan menghasilkan nilai terhitung (calculated value) yang cukup
dekat atau sama dengan nilai sebenarnya dari jumlah analit yang terdapat dalam
sampel. Adapun karakteristik dalam validasi yaitu akurasi’kecermatan,
presisi/lkeseksamaan, spesifisitas, batas deteksi, batas kuantitasi, linieritas,

rentang, kekasaran dan ketahanan (robutness) (Gandjar dan Rohman, 2012).

Akurasi (Kecermatan)

Akurasi adalah kedekatan antara nilai hasil uji yang diperoleh melalui
metode analitik dengan nilai sebenarnya. Untuk pengujian senyawa obat akurasi
diperoleh dengan membandingkan hasil pengukuran dengan bahan rujukan
standar (stadar reference material, SRM). Akurasi dinyatakan dalam persen

perolehan kembali (% recovery).

Akurasi dapat ditentukan dengan tiga cara yaitu:

v" membandingkan hasil analisis dengan CRM (certified reference material)
dari organisasi standar internasional
v’ spiked — placebo recovery

v' standard addition method

(Gandjar dan Rohman, 2012).
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Placebo recovery atau metode simulasi, analit murni ditambahkan
(spiked) ke dalam campuran bahan pembawa sediaan farmasi, lalu campuran
tersebut dianalisis dan jumlah analit hasil analisis dibandingkan dengan jumlah
analit teoritis yang diharapkan. Jika plasebo tidak memungkinkan untuk disiapkan,
maka sejumlah analit yang telah diketahui konsentrasinya dapat ditambahkan
langsung ke dalam sediaan farmasi. Metode ini dinamakan standard addition

method atau metode penambahan baku.

Presisi (Keseksamaan)

Presisi dari suatu metode analisis adalah derajat kesesuaian di antara
masing-masing hasil uji, jikka prosedur analisis diterapkan berulang kali pada
sejumlah cuplikan yang diambil dari satu sampel homogen. Presisi dinyatakan
sebagai deviasi standar atau deviasi standar relatif (koefisien variasi). Presisi
dapat diartikan pula sebagai derajat keterulangan dari prosedur analisis pada

kondisi kerja normal (Satiadarma, dkk., 2004).

Presisi ditentukan dengan menggunakan sejumlah alikot secukupnya
dari satu sampel homogen, agar dapat dihitung secara statistik perkiraan deviasi
stadar atau deviasi standar yang sahih. Pada uji tersebut setiap cuplikan
mendapatkan perlakuan analisis yang sama, lengkap dan mandiri, mulai dari

persiapannya sampai dengan didapatkan hasil akhirnya (Satiadarma, dkk., 2004).
Sesuai dengan ICH, presisi dilakukan pada 3 tingkatan yang berbeda
yaitu:

» keterulangan (repeatibility),
» presisi antara (intermediate precision), dan

» ketertiruan (reproducibility).
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Keterulangan yakni presisi pada kondisi percobaan yang sama
(berulang) baik orangnya, peralatannya, tempatnya maupun waktunya. Presisi

seringkali diekspresikan dengan SD atau standar deviasi relatif (RSD) dari

serangkaian data. Nilai RSD dirumuskan dengan: X yang mana

merupakan rata — rata data, dan SD adalah standar deviasi serangkaian data.

Sementara nilai SD dihitung dengan rumus: o yang
mana X adalah nilai dari masing — masing pengukuran; X adalah rata — rata dari
pengukuran; N adalah banyaknya data. Biasanya replikasi dilakukan 6-15 kali
dilakukan pada sampel tunggal untuk tiap konsentrasi (Gandjar dan Rohman,

2012).
Spesifisitas

Spesifisitas adalah kemampuan untuk mengukur analit yang dituju
secara tepat dan spesifik dengan adanya komponen lain dalam matriks sampel
seperti ketidakmurnian, produk degradatif dan komponen matriks. Secara umum,
spesifisitas dapat ditunjukkan oleh pendekatan secara langsung maupun tidak
langsung. Pendekatan langsung dapat ditunjukkan oleh minimalnya gangguan
oleh senyawa lain terhadap hasil analisis misalnya mendapatkan hasil yang sama
dengan atau tanpa senyawa pengganggu, resolusi kromatografik yang bagus dan
kemurnian puncak (peak purity). Pendekatan tidak langsung adalah lewat
pengamatan karakteristik akurasi dari metode tersebut. Bila akurasi metode telah
dapat diterima (acceptable) dan valid, maka metode tersebut otomatis telah masuk

kriteria sebagai metode yang spesifik (Ermer dan McB Miller, 2005).
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2.5.4 Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi

Limit deteksi dari suatu metode analisis adalah nilai parameter uji batas
yaitu konsentrasi analit terendah yang masih dapat dideteksi. Limit kuantitasi
adalah konsentrasi analit terendah dalam sampel yang dapat ditentukan dengan
presisi dan akurasi yang dapat diterima pada kondisi eksperimen yang ditentukan.

LOD dan LOQ dapat dihitung dengan rumus:

v' LOD= 3,3(SD/ S)

v LOQ= 10( SD/S)

Dimana: SD : standard deviasi S : kemiringan (slope) (Gandjar dan Rohman,

2012).

Linearitas

Linieritas adalah kemampuan suatu metode untuk memperoleh hasil uji
yang secara langsung proposional dengan konsentrasi analit pada kisaran yang
diberikan. Linieritas dapat ditentukan secara langsung dengan pengukuran sampel
(analit) yang ditambahkan baku pada sekurang-kurangnya lima titik konsentrasi

yang mencakup seluruh rentang konsentrasi kerja (Ermer dan McB Miller, 2005).

Linearitas paling baik dievaluasi dengan pengamatan visual terhadap
suatu plot yang menyatakan hubungan antara fungsi konsentrasi analit dengan
signal yang diukur (absorbansi, luas puncak, tinggi puncak, area di bawah kurva
dsb). Pada uji linearitas, paling tidak 6 konsentrasi yang berbeda digunakan pada
uji. Pada keadaan normal, linearitas diperoleh ketika nilai koefisien determinasi
(r2) 2 0,997 dan yang kurang diterima ketika r2 < 0,997 (Gandjar dan Rohman,

2012).
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Rentang

Rentang adalah konsentrasi terendah dan tertinggi yang mana suatu
metode analitik menunjukkan akurasi, presisi dan linieritas yang mencukupi.
Rentang suatu prosedur dapat divalidasi lewat pembuktian bahwa prosedur.
analitik tersebut mampu memberikan presisi, akurasi dan linieritas yang dapat
diterima ketika digunakan untuk menganalisis sampel (Gandjar dan Rohman,

2012).
Kekuatan (Ketahanan)

Kekuatan merupakan kapasitas metode untuk tetap tidak terpengaruh
oleh adanya variasi parameter metode yang kecil. Ketahanan dievaluasi dengan
melakukan variasi parameter — parameter metode seperti: persentase pelarut

organik, PH, kekuatan ionik, suhu dan sebagainya (Gandjar dan Rohman, 2012).



