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Haning Meilia Putri Pratama, 2006, Aplikasi Ekstraksi Tetes Mikro pada
Analisis Di-2-etilheksilftalat dalam Limbah Industri secara HPLC. Skripsi
dibawah bimbingan Dr.rer.nat Ganden Supriyanto, DipLEST,MSc dan
Dra Miratul Khasanah, MSi, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan llmu
Pengetahuan Alam, Universitas Airlangga, Surabaya.

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian aplikasi ekstraksi tetes mikro pada analisis di-2-
etilheksilftalat (DEHP) dalam air limbah industri dengan menggunakan instrumen
HPLC. Dalam penelitian ini, digunakan kondisi kromatografi sebagai berikut :
eluen yang digunakan adalah campuran asetonitril dan metanol 9:1 (v/v), laju alir
eluen 0,6 mL/menit dengan detektor UV Vis pada panjang gelombang 270 nm.
Dalam proses ekstraksi tetes mikro, pelarut organik sebagai pengekstrak
dimasukkan ke dalam mikro syring. Kemudian syring dimasukkan ke dalam fasa
air. Ujung syring ditekan sehingga drop yang berada dalam ujung syring dengan
ukuran 3 pL. dibiarkan menggantung dalam fasa air kemudian dilakukan ekstraksi
dengan laju pengadukan 1200 rpm. Setelah proses ekstraksi, drop pada ujung
syring ditarik masuk ke dalam syring dipindahkan ke dalam via/, dikeringkan dan
dilarutkan kembali dengan 100 pl. metanol kemudian dianahisis dengan
menggunakan HPLC. Hasil optimasi parameter analitik dalam ekstraksi tetes
mikro antara lain jenis pelarut organik n-heksan, waktu ekstraksi 12 menit dan pH
larutan 6. Dari hasil optimasi larutan standar DEHP dengan konsentrasi 1 hingga
5 ppm diperoleh validasi metode diantaranya linearitas dari larutan standar dengan
r = 0,9998, limit deteksi 0,120 ppm, akurasi sebesar 99,41%, presisi antara 6,20%
hingga 14,40% dan faktor pemekatan sebesar 198,83. Metode ekstraksi tetes
mikro yang telah dioptimasi im dapat digunakan untuk analisis DEHP dalam
sampel air limbah industri dengan akurasi sebesar 46,90%.

Kata Kunci : di-2-etilheksilftalat, ekstraksi tetes mikro, HPLC
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Haning Meilia Putri Pratama, 2006, Application of Single Drop Micro
Extraction for Analysis of Di-2-ethylhexylphthalate in Industrial Waste
Water Using HPLC. This study was guidance by Dr.rer.nat Ganden
Supriyanto, DipLEST,MSc and Dra Miratul Khasanah, Msi. Chemistry,
Department of Mathematics and Natural Science Faculty, Airlangga
University, Surabaya.

ABSTRACT

A simple method using single drop micro extraction (SDME) for analysis of di-2-
ethylhexylphthalate (DEHP) in industrial waste water has been studied using
HPLC. The chromatographic conditions employed in this work include the use of
acetonitrile and methanol 9:1 (v/v) as an eluen, flow rate 0.6 mL/min and UV Vis
detection at 270 nm. In the SDME process, organic phase was taken into the
syringe, the syringe was then immersed into the aqueous phase and the drop
hanging in the solution with volume of drop is 3 pL and rate of agitation 1200
rpm. DEHP was extracted, then it was moved into vial and reconstituted with 100
ul. methanol, then analyzed using HPLC. The result of optimized analytical
parameters were n-hexane as an organic solvent, extraction time 12 minutes and
adjustment of pH 6. The result of validation method for linearity a linier
calibration curve for DEHP standard solution 1 until 5 ppm with r = 0.9998, limit
of detection 0.120 ppm, accuracy 99.41%, relative standard deviation between
6.20% until 14.40% and enrichment factor 198.83. This method has been
optimized can be used to analyze DEHP in the waste water industry with accuracy
46.60%.

Key words : di-2-etilheksilftalat, single drop micro extraction, HPLC
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Perkembangan ilmu kimia khususnya ilmu kimia analitik saat ini semakin
pesat selaras dengan dinamika ilmu pengetahuan dan teknologi yang semakin
maju. Dalam kimia analitik, tidak hanya metode analisisnya saja yang perlu
dikembangkan, tetapi prosedur pemisahan, penanganan dan interferensi pada
sampel yang biasanya dikenal dengan preparasi sampel juga perlu dikembangkan.

Teknik preparasi sampel yang biasanya digunakan untuk pemisahan secara
kuantitatif sampel cair adalah dengan ekstraksi cair-cair secara konvensional.
Ekstraksi cair-cair merupakan suatu metode pemisahan yang prinsip kerjanya
berdasarkan pada distribusi suatu analit dalam dua pelarut yang tidak saling
campur. Kelebihan dart ekstraksi cair-cair diantaranya adalah kapasitas sampel
yang digunakan besar, reprodusibilitas besar, sederhana dan mudah untuk
melaksanakannya.

Selain memiliki kelebihan, ekstraksi cair-cair konvensional memiliki
kelemahan diantaranya membutuhkan pelarut organik dalam jumlah yang banyak,
timbulnya emulsi, pemisahan fasanya lama dan menghasilkan limbah pelarut
organik dalam jumlah besar dan bersifat racun (Psillakis dan Kalogerakis, 2002).
Adanya kelemahan-kelemahan dari ekstraksi cair-cair konvensional tersebut

mendorong dikembangkannya teknik preparasi sampel baru yang memiliki
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kelebihan diantaranya cepat, mudah, sederhana, memerlukan sedikit sampel dan
pelarut organik.

Untuk mengatasi kebutuhan pelarut organik dalam jumlah sangat besar
dikembangkan teknik Solid Phase Micro Extraction (SPME). SPME memiliki
keunggulan yaitu konsumsi pelarut organik yang dibutuhkan berjumlah mikroliter
sehingga mereduksi jumlah sampel dan kebutuhan pelarut organik serta dapat
digunakan untuk pemisahan sampel cair, padat serta dan gas. Akan tetapi
kelemahan SPME diantaranya fiber yang digunakan mahal dan waktu pemakaian
fiber untuk analisis terbatas (Psillakis dan Kalogerakis, 2002).

Pada beberapa tahun terakhir usaha untuk mengembangkan teknik baru
dengan melakukan mimaturisasi teknik ekstraksi cair-cair konvensional yang
bertujuan untuk mereduksi konsumsi pelarut organik maupun sampel dikenal
dengan Single Drop Micro Extraction (SDME). Cantwell dan Jeannot pertama
kali memperkenalkan metode ekstraksi cair-cair dengan menggunakan tetes mikro
pelarut organik yang diletakkan pada wjung PTFE rod. Seperti SPME, SDME
merupakan metode preparasi sampel pengembangan dari ekstraksi cair-cair
konvensional (Buszewski dan Ligor, 2002). SDME menggunakan pelarut organik
sebagai fasa organik dalam jumlah mikroliter yang tidak larut dalam air (sampel),
sedangkan analit lebih larut dalam fasa organik daripada fasa air.

Pada proses ekstraksi ini pelarut organik yang berukuran mikroliter
dibiarkan menggantung pada ujung jarum syring dan diletakkan dalam larutan
sampel. Untuk mencapai keadaan kesetimbangan dan transfer massa senyawa

target ke pelarut organik berlangsung sempurna, maka diperlukan pengadukan

Skripsi Aplikasi ekstraksi tetes mikro... Haning Meilia Putri Pratama



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 3

dengan bantuan pengaduk magnetik pada larutan sampel (Liu dan Dasgupta,
1996). Dengan menggunakan teknik ini maka kesetimbangan distribusinya cepat
tercapai dan pemisahan fasanya sempurna. Hasil ekstraksi langsung dapat
dianalisis dengan menggunakan instrumentasi yang ada seperti High Performance
Liguid Chromatography (HPLC) maupun Gas Chromatography (GC).

Salah satu senyawa ester dialkil ftalat adalah senyawa di-2-etilheksilftalat
(DEHP), merupakan senyawa golongan ftalat yang mendapatkan perhatian besar
karena bioakumulasinya dalam jaringan tubuh dan dalam rantai makanan.
Senyawa golongan ftalat sulit mengalami biodegradasi dan sangat potensial
bersifat toksik. Efek toksik jangka pendek akan mengakibatkan alergi dan asma
sedangkan jangka panjang akan mengakibatkan kerusakan sistem saraf, kerusakan
sistem endokrin, peningkatan resiko kanker dan lain-lain (Sablayrolles, et al.,
2005).

Lebih dari 2 juta ton DEHP diproduksi tiap tahun di seluruh dunia (Koch, et
al., 2003). Menurut DiBartolomeis (1997), setidaknya 40 % dalam polivinil
klorida (PVC) menggunakan DEHP sebagai plasticizer dan sedikitnya 95 % dari
DEHP yang diproduksi digunakan untuk PVC. Selain digunakan sebagai bahan
penyusun plastik, DEHP juga digunakan sebagai pelarut, pelembut plastik,
sebagai komponen dalam produk pembungkus makanan, bahan untuk peralatan
medis, kosmetik, pelumas dan pipa (Koch, ef a/., 2003 ; Niino, et al., 2002).

DEHP merupakan kontaminan yang tersebar luas di lingkungan melalui
udara, air maupun terakumulasi dalam sedimen (DiBartolomeis, 1997). DEHP

mudah terlepas ke lingkungan dari material PVC karena ikatan antara PVC dan
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DEHP bukan merupakan ikatan kovalen akan tetapi terdispersi secara fisika
(Koch, et al., 2003). Sehingga dimungkinkan senyawa tersebut terlepas ke
lingkungan terutama perairan sekitar kawasan industri yang di dalamnya terdapat
industri yang memproduksi bahan plastik yang diduga menghasilkan limbah
berupa senyawa DEHP dalam jumlah yang sangat besar karena tidak adanya
proses pengolahan atau perlakuan yang proporsional.

Penentuan DEHP menjadi sangat rumit karena keberadaannya di lingkungan
dalam matrik yang komplek dan kadarnya dalam kisaran part per billion (ppb)
(DiBartolomeis, 1997), sehingga metode ekstraksi cair-cair konvensional yang
biasanya digunakan kurang selektif dalam memisahkan DEHP dari matriknya.
Battle dan Nerin (2004) telah menggunakan ekstraksi tetes mikro dalam analisis
DEHP dalam makanan. Ekstraksi tetesan mikro sangat efektif digunakan untuk
pemisahan dan pemekatan senyawa-senyawa organik (Supriyanto, 2005). Derajat
pemekatannya dapat diatur berdasarkan perbandingan antara volume sampel dan
volume pelarut organik. Beberapa parameter analitik yang mempengaruhi
keberhasilan ekstraksi secara SDME diantaranya adalah jenis dan volume tetesan
pelarut organik, penambahan garam, pH, kecepatan pengadukan, waktu ekstraksi
dan adanya matrik.

Dalam penelitian ini, dilakukan optimasi beberapa parameter meliputi jenis
pelarut organik, pengaruh waktu ekstraksi dan kondisi pH larutan. Hasil optimasi
parameter tersebut digunakan untuk menentukan DEHP dalam sampel limbah
industri. Selanjutnya analisis DEHP dalam sampel menggunakan HPLC dengan

detektor UV Vis. HPLC lebih dipilih sebagai instrumen untuk analisis DEHP
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dalam sampel bila dibandingkan dengan GC karena pada HPLC tidak dipengaruhi

oleh volatilitas sampel.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah tersebut diatas, maka dapat dirumuskan
permasalahan sebagai berikut :
1. bagaimanakah kondisi optimum meliputi jenis pelarut organik, waktu
ekstraksi dan pH pada analisis DEHP melalui ekstraksi tetes mikro?
2. apakah metode ekstraksi tetes mikro yang telah dioptimasi dapat

digunakan untuk analisis DEHP dalam sampel limbah industri ?

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk :
1. mengetahui kondisi optimum yang meliputi jenis pelarut organik,
waktu ekstraksi dan pH pada ekstraksi tetes mikro dalam analisis
DEHP
2. mengaplikasikan metode ekstraksi tetes mikro pada analisis DEHP

dalam sampel limbah industri

1.4 Manfaat
Memberikan informasi dan mengaplikasikan metode ekstraksi sampel yang
lebih sederhana, cepat, selektif, sensitif dan ramah lingkungan untuk analisis di-2-

etilheksilftalat dalam sampel limbah industri.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Di-2-etilheksilftalat (DEHP)

DEHP memiliki rumus molekul C4H3304 dan massa molekul relatifnya
390,54 g/mol. Secara umum sifat fisika kimia senyawa DEHP antara lain
mempunyai tekanan uap 1,32 mmHg pada suhu 200°C, mempunyai titik didih
230°C pada 500 mmHg dan titik lelehnya -50°C. Nilai Log K, 4,89, specific
gravity 0,9861 g/cm’® pada 20°C dan kelarutannya dalam air pada suhu 24°C
sebesar 0,285 mg/L dan sangat larut dalam minyak dan heksana (Bodzek, et al.,

2003 dan DiBartolomeis, 1997). Struktur kimia DEHP :

Gambar 1. Struktur molekul DEHP

DEHP digunakan sebagai bahan plasticizer dalam PVC yang ditambahkan
dalam sintesis polimer (Sablayrolles, ef al., 2005). Fungsi penambahan DEHP
adalah memberikan kelenturan dan kemuluran pada suatu bahan. Tanpa
penambahan plasticizer, kebanyakan plastik berupa padatan yang keras dan rapuh.
Penambahan plasticizer akan menghasilkan penurunan suhu peralihan gelas
sampai di bawah suhu ruang (Connel dan Miller, 1983).

DEHP yang telah ditambahkan pada pembuatan PVC digunakan oleh

beberapa pabrik untuk menghasilkan produk yang bernilai komersial. Adapun

6
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produk yang dihasilkan antara lain : mainan anak, jas hujan, sol sepatu, sarung
tangan, peralatan medis seperti selang infus dan kantong darah, serta produk-
produk lainnya (DiBartolomeis, 1997).

Keberadaan DEHP di lingkungan dalam konsentrasi yang relatif rendah.
DEHP dapat berada di udara, tanah dan air. Dalam udara ambien penguapan
DEHP rendah. Hal 1ni diketahui dari beberapa studi pengamatan udara yang telah
mendeteksi adanya DEHP dalam udara ambien. Kandungan DEHP pada udara di
daerah perairan rata-rata sebesar 1 ng/m’ sedangkan kandungan rata-rata DEHP
pada udara daerah perkotaan dan kawasan industri sebesar 29 ng/m’ bahkan lebih
bila berada di kawasan industri plastik (DiBartolomeis, 1997).

Beberapa senyawa DEHP berada dalam fasa uap dan biasanya bergabung
dengan partikel lain di udara. DEHP dapat berpindah dari udara ke tanah,
permukaan air dan tanaman melalui perpindahan partikel atau pembersihan
partikel dengan pengendapan. Kelarutan DEHP dalam air rendah, memiliki
kemampuan untuk mengabsorpsi partikel yang kuat pada sedimen dalam
lingkungan air (DiBartolomeis, 1997).

DEHP memasuki tanah dan sedimen melalui perairan. Perairan
mengandung bahan material di sekitar sedimen. Lumpur yang mengandung DEHP
kemudian menyebar pada tanah. DEHP mengikat kuat partikel padatan. Dalam
tanah terjadi ikatan antara mineral dan senyawa organik. Williams (1995) telah
mengukur besarnya nilai normalisasi koefisien partisi (Ko) pada sampel untuk

DEHP sebesar 4.8 x 10°.
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Metabolisme ftalat memiliki efek karsinogen, teratogen dan merupakan
senyawa pengganggu endokrin. Kini sifat genotoksisitas DEHP telah diketahui
berada dalam sel limfe dan sel mukosa (Koch, ef al., 2003). Manusia dapat
terpapar ftalat melalui beberapa jalan. Salah satu contohnya melalui perpindahan
ftalat dari pembungkus plastik makanan, melalui kulit yang menyerap bahan
kosmetik atau melalui penghirupan udara yang mengandung ftalat. Anak kecil
dapat juga terpapar oleh DEHP melalui mainan plastik yang dimasukkan ke dalam
mulut atau gigi anak (Koch, ef a/., 2002). Selain melalui makanan, perpindahan
DEHP dapat melalui peralatan medis misalnya melalui selang infus, kantong

darah serta peralatan medis lain yang terbuat dan plastik (DiBartolomeis, 1997).

2.2  Larutan Buffer

Larutan buffer ialah larutan yang dengan penambahan sedikit ion H;O"
atau ion OH tidak memberikan perubahan pH yang berarti. Dengan kata lain
larutan buffer adalah larutan yang dapat menahan perubahan pH. Oleh karena itu
larutan buffer juga disebut larutan penahan atau larutan penyangga. Campuran zat
yang dapat menahan perubahan pH disebut sistem buffer atau buffer (Day dan
Underwood, 1998 dan Pikir, 1989).

Sistem buffer biasanya merupakan campuran asam lemah dengan basa
konjugatnya atau campuran basa lemah dengan asam konjugatnya. Secara umum
pH untuk buffer asam lemah dengan basa konjugat dapat ditulis dengan
persamaan (Pikir, 1989):

pH = pKa+ Log [basakonjugat]
T asam]
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Bagi sistem buffer yang terdiri dari campuran basa lemah dengan asam

konjugatnya, maka persamaan (1) diatas menjadi (Pikir, 1989) :

pH = pKw - pKb+ Log [ba{z]—— ........................................... (2)
[asamkonjugat]
. [asamkonjugaz]
H = pKb+ Log 35— e, 3
pOH = pKb + Log [basa] (3)

Campuran buffer tidak hanya terbatas pada campuran antara asam lemah
dengan basa konjugatnya, melainkan juga untuk campuran asam — basa konjugat
dari asam — basa polibasis. Kapasitas buffer adalah kemampuan larutan buffer
untuk menahan perubahan pH dipengaruhi oleh besarnya konsentrasi dan
perbandingan konsentrasi asam atau basa konjugat yang membentuk sistem buffer

(Pikir, 1989).

2.3 Preparasi Sampel

Instrumentasi yang dipergunakan untuk menganalisis sampel seperti
kromatografi, spektroskopi dan mikroskopi yang dilengkapi tingkat sensitivitas
yang tinggi telah dikembangkan untuk menganalisis senyawa target dalam matrik
dengan limit deteksi yang rendah. Meskipun demikian tahapan preparasi sampel
mutlak dilakukan sebelum melakukan analisis senyawa (Supriyanto,2005).

Preparasi sampel merupakan salah satu tahapan yang biasanya meliputi
proses homogenisasi, ekstraksi dan derivatisasi yang keseluruhannya dilakukan
dengan tujuan untuk mengisolasi senyawa yang diinginkan dari matriks kemudian
memekatkannya. Langkah-langkah proses analisis sampel seperti dalam gambar

berikut (Supriyanto, 2005).
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Pemekatan Reduksi Derivatisasi
I |

Gambar 2. Langkah-langkah proses analisis sampel
2.4  Ekstraksi

Proses ekstraksi merupakan bagian dalam langkah preparasi sampel. Hasil
dari proses ekstraksi adalah isolasi dan pemisahan keterikatan komponen sampel
dari matrik. Proses ekstraksi sangat bervariasi dalam tingkatan keselektivitasan,
kecepatan dan tidak hanya bergantung pada pendekatan serta kondisi yang
digunakan tetapi bergantung pada konfigurasi fasa yang digunakan dalam proses
ekstraksi (Supriyanto, 2005).

Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen dari campurannya dengan
menggunakan pelarut yang sesuai. Tujuan dari ekstraksi adalah untuk
memisahkan komponen utama dari zat pengotor sehingga diperoleh larutan yang
lebih murni. Terjadinya pemisahan antara suatu zat dengan zat yang lain pada
proses ekstraksi berdasar pada perbedaan kelarutan zat dalam suatu pelarut.
Semakin besar perbedaan kelarutan suatu zat maka akan semakin sempurna proses
pemisahannya. Berdasarkan bentuk campuran yang akan diekstraksi, ekstraksi
dapat dibedakan menjadi dua yaitu ekstraksi padat — cair dan ekstraksi cair — cair

(Supriyanto, 2005).
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2.4.1 Ekstraksi cair-cair

Ekstraksi cair-cair adalah salah satu teknik ekstraksi konvensional,
sederhana dan digunakan secara luas pada preparasi sampel untuk analisis
kualitatif dan kuantitatif. Teknik ekstraksi im mehbatkan distribusi komponen
dalam sampel diantara dua fasa cair yang tidak saling campur. Solut dapat larut di
dalam kedua macam pelarut yang tidak saling campur dan terbagi ke dalam kedua
pelarut tersebut sampai dicapai suatu keadaan setimbang. Kemampuan suatu
ekstraksi dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya pH, pelarut yang
digunakan, perbandingan distribusi, jumlah volume pelarut yang digunakan dan
jumlah ekstraksi yang dilakukan.

Ekstraksi cair-cair konvensional biasanya dilakukan dengan menggunakan
corong pemisah (separatory funnel). Corong pemisah yang berisi sampel dan
pelarut organik dikocok untuk mencampurkan pelarut dengan sampel sehingga
terpisah menjadi dua lapisan yaitu fasa organik dan fasa air. Ekstraksi cair-cair
konvensional mempunyai tujuan untuk mendapatkan selektivitas yang tinggi pada
tiap komponen analit. Tingginya perbandingan distribusi menyebabkan komponen
analit dapat diekstraksi dari volume sampel besar menjadi ekstraktan dengan
volume kecil.

Metode ini mempunyai beberapa kelemahan, diantaranya adalah
kemungkinan timbulnya emulsi, banyaknya jumlah pelarut organik yang
digunakan, menghasilkan limbah pelarut organik dalam jumlah yang besar, proses
ekstraksinya membutuhkan waktu yang lama. Oleh karena itu, pengembangan

teknik ekstraksi cair-cair masih perlu dilakukan yang bertujuan terutama untuk
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meminimalkan penggunaan pelarut organik. Salah satu hasil pengembangannya
adalah dengan ditemukannya metode ekstraksi tetes mikro.
2.42 Ekstraksi tetes mikro

Ekstraksi tetes mikro adalah teknik ekstraksi cair-cair yang merupakan
pengembangan dari ekstraksi cair-cair konvensional. Pada tahun 1996 Cantwell
dan Jeannot mulai menggunakan metode ekstraksi cair-cair dengan menggunakan
tetesan mikro pelarut organik yang ditempatkan pada bagian akhir PTFE rod.
Sistem ini memiliki dua bagian sistem pengeluaran yaitu untuk ekstraksi dan
injeksi (He dan Lee, 1997). Liu dan Dasgupta (1996) menggunakan sistem
ekstraksi cair tetes mikro untuk menyelidiki sejumlah analit yang kemudian
diidentifikasi secara in sifu dengan detektor UV-VIS. He dan Lee (1997)
memperkenalkan cara sederhana untuk ekstraksi tetes mikro dengan membiarkan
tetesan pelarut organik menggantung pada ujung jarum syring.

Ekstraksi tetes mikro adalah teknik ekstraksi cair-cair modern dengan
menggunakan pelarut organik dalam jumlah mikro. Pada proses ekstraksi ini,
pelarut organik yang berukuran mikroliter dibiarkan menggantung pada ujung
jarum syring dan diletakkan dalam larutan sampel. Untuk mencapai keadaan
kesetimbangan transfer massa senyawa target ke pelarut organik berlangsung
sempurna, diperlukan pengadukan dengan bantuan pengaduk magnetik pada
larutan sampel (Liu dan Dasgupta, 1996). Keadaan keseimbangan ini dapat ditulis
dalam bentuk persamaan (Buszewski dan Ligor, 2002) :

AN(AQG) = AN(OFZ) oo (4)
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dengan aq dan org menunjukkan fasa air dan fasa organik. Besamya rasio

aktivitas analit dalam pelarut dituliskan dalam persamaan :

Dalam ekstraksi cair-cair, besarnya konsentrasi analit pada keadaan
kesetimbangan dalam fasa organik ditunjukkan dalam persamaan :

C KC KCouy (6
i = K o =g g e )

dengan K adalah koefisien distribusi, C,q adalah konsentrasi analit mula-mula
dalam fasa air, C,qeq dan C,q adalah konsentrasi pada titik ekivalen dalam fasa

air (aq) dan fasa organik (0), V, dan V,q adalah volume fasa organik dan fasa air.

Swviring

Sampel

Pelarut organik

Pengaduk magnetik
Gambar 3. Skema ekstraksi tetes mikro

Ekstraksi senyawa target dengan teknik ini dapat dilakukan dengan dua
cara yaitu sistem barch dan sistem kontinyu. Dalam sistem batch sejumlah volume
pelarut organik di ujung syring dimasukkan ke dalam sejumiah volume sampel.
Kemudian larutan sampel diaduk terus-menerus dengan menggunakan pengaduk
magnetik. Setelah proses ekstraksi maka pelarut organik ditarik kembali ke dalam
syring dan diinjeksikan langsung ke instrumen analisis. Sedangkan dalam sistem

kontinyu, pelarut organik di ujung syring diletakkan dalam suatu mikro reaktor
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yang dialiri sampel sehingga proses ekstraksi terjadi secara kontinyu. Dengan cara
yang sama pelarut organiknya ditarik kembali ke dalam syring dan diinjeksikan
langsung ke instrumen analisis (HPLC atau GC).

Pemekatan senyawa target akan terjadi karena volume pelarut organik jauh
lebih kecil jika dibandingkan dengan volume sampel. Derajat pemekatan teoritis
didefinisikan sebagai perbandingan antara volume sampel dan volume pelarut
organik. Transfer massa senyawa target dari larutan sampel ke pelarut organk
dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya adalah volume sampel, jenis dan
volume pelarut organik, kecepatan pengadukan, pH larutan sampel, dan kecepatan
laju alir sampel (untuk sistem kontinyu).

Teknik ekstraksi tetesan mikro ini dapat digunakan untuk ekstraksi
senyawa dialkilftalat, nitroaromatik, polisiklik aromatik hidrokarbon, senyawa
organoklorin, friazine herbicides, kokain, endosulfans (Li, et.al., 2005). Beberapa
penelitian yang telah menggunakan metode ekstraksi tetesan mikro ini diantaranya
adalah aplikasi ekstraksi tetesan mikro dalam analisis dialkil ftalat ester dalam
food simultans dengan GC-FID (Battle dan Nerin, 2004) , penentuan aseton,
heksanal dan heptanal dalam sampel darah dengan pentafluorobenzyl

hydroxylamine dengan Aeadspace (HS) SDME-GCMS (L4, et.al., 2005).

2.5  Kromatografi
Definisi kromatografi menurut Keulmans adalah suatu metode pemisahan
fisik dimana komponen-komponen yang dipisahkan didistribusikan diantara dua

fasa. Salah satu fasa tersebut adalah suatu lapisan stasioner dengan permukaan
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yang luas, yang lainnya sebagai fluida yang mengalir di sepanjang landasan

stasioner. Fasa stasioner dapat berupa padatan maupun cairan sedangkan fasa

gerak dapat berupa cairan maupun gas. Untuk zat terlarut A, dapat dituliskan

hubungan kesetimbangan dalam suatu persamaan (Skoog dan Leary, 1992) :
Awobile <> Astationar

Penggolongan kromatografi yang saat ini banyak digunakan antara lain

berdasarkan fasa gerak dan fasa diam, berdasar proses terjadinya pemisahan dan

berdasar teknik operasionalnya (Skoog dan Leary, 1992).

Kromatografi
I Fasa Geral[( - Fasa Diam I l Proses Pemisahan ] r Teknik Operasional ‘]
|
Iﬁ)mamgraﬁ Gas - PadatJ Penyaringan Gel f Kromatlograﬁ Kertas I
I 1
lﬁomatograﬁ Gas - Cair , Penukar Ion I Kromatografi Kolom l
- |
Kromatografi Cair - Padatl Ads!)rpsi Kromatografi LapisTipis
| (
LKromatogra.ﬁ Cair - Cair I Elektiforesis Kromatografi Gas
{
P;Etisi HPLC

Gambar 4. Klasifikasi kromatografi
2.5.1 Besaran dalam kromatografi
2.5.1.1 Migrasi
Perbedaan migrasi merupakan hasil distribusi keseimbangan dari beberapa
senyawa dalam suatu komponen diantara fasa gerak dan fasa diam. Distribusi

molekul cuplikan diantara dua fasa ditentukan oleh tetapan kesetimbangan, yang
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dikenal sebagai koefisien distribusi atau koefisien partisi, K. Kesetimbangan
adalah proses dinamik, molekul keluar masuk dengan cepat antara dua fasa yang

mengikuti hukum distribusi sesuai dengan persamaan berikut :

dengan C; dan C,, adalah kadar suatu senyawa dalam fasa diam dan fasa gerak
Pemisahan komponen dalam suatu campuran terjadi karena perbedaan

kecepatan migrasi zat terlarut dalam sistem kromatografi. Faktor kapasitas (k)

merupakan parameter yang penting untuk menggambarkan laju migrasi solut

dalam kolom yang didefinisikan (Skoog, et al., 1992) :

dengan V; dan V,, adalah volume solut dalam fasa diam dan fasa gerak.
2.5.1.2 Waktu retensi

Waktu retensi yaitu waktu yang diperlukan solut mulai diinjeksikan
sampai sampel keluar dar kolom dengan melintasi kolom sepanjang L dinyatakan
sebagai waktu retensi (tz). Waktu yang diperlukan oleh fasa gerak untuk keluar
dan kolom dinyatakan sebagai waktu mati (typ). Hubungan keduanya dengan

faktor kapasitas dinyatakan dengan (Skoog, ef al., 1992) :

2.5.1.3 Efisiensi kolom dan tailing
Efisiensi kolom merupakan ukuran ketajaman suatu puncak yang penting

dalam mendeteksi suatu zat yang berada dalam bentuk residu. Efisiensi kolom
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didefinisikan sebagai jumlah lempeng teoritis (theoretical plate) N, yang dapat

dituliskan dalam bentuk persamaan :

Pada analisis berulang, lebar suatu puncak harus konstan, variasi lebar puncak
yang terjadi menunjukkan bahwa kinerja kolom sudah berubah. Bila teknik
penyuntikan atau injeksi sampel tidak baik, maka dapat menimbulkan variasi
puncak yang akan memberikan variasi pada efisiensi kolom. Cara lain untuk
menyatakan efisiensi kolom adalah dengan HETP yang menunjukkan efisiensi

kolom per unit panjang dari kolom.

Tailing sering juga disecbut sebagai faktor ikutan atau simetris yang

merupakan ukuran kesimetrisan suatu puncak. 7ailing dapat dinyatakan dengan

persamaan :
W,
T="22 @@ NSO CERY ., (12)
2f

dengan W, s adalah lebar puncak pada 5 % tinggi dan f menunjukkan jarak
maksimum puncak sampai tepi muka puncak, diukur pada ketinggian 5 % dari
tinggi puncak terhadap garis dasar.
2.5.1.4 Resolusi dan selektivitas

Tujuan umum dani kromatografi adalah pemisahan yang cukup dari
campuran yang dipisahkan. Sehingga hasil yang diperoleh harus memiliki ukuran

kuantitatif atau resolusi. Resolusi adalah ukuran pemisahan relatif dari 2 puncak.
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Resolusi (Rs) didefinisikan sebagai jarak antara 2 pusat pita dibagi dengan rataan

lebar puncak yang diukur pada dasar puncak.

Rs = 2[1’1_—’1} ............................................................................... (13)

W, + W,
Suatu pemisahan disebut baik jika kedua puncak terpisah dengan sempurna
hingga garis dasar, sehingga besarnya nilai Rs > 1 (Snyder, 1979).

Selektivitas (a) diperoleh dengan jalan membandingkan waktu retensi
kedua komponen pada kondisi kromatografi yang sama. Faktor selektivitas dapat

dirumuskan :

Agar terjadi pemisahan pada kedua komponen tersebut, maka besarnya a > 1.
2.5.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) adalah teknik
pengembangan dari teori kromatografi cair (/liquid chromatography) dan
merupakan instrumentasi yang dikembangkan dari gas chromatography. HPLC
adalah metode terbaik untuk analisis makro dan mikro molekul anorganik,
senyawa bahan alam, biokimia dan senyawa lainnya karena penggunaan HPLC
mudah dan tidak dibatasi oleh kestabilan senyawa yang mudah menguap.

Ditinjau dari sistem peralatannya, HPLC termasuk kromatografi kolom
karena fase diamnya diisikan di dalam kolom. Tetapi bila ditinjau dari proses
pemisahannya, HPLC dapat digolongkan sebagai kromatografi partisi atau

kromatografi adsorpsi (Mulya dan Syahrani, 1991).
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" Gambar 5. Skema instrumentasi HPLC (Mulya dan Suharman, 1995)

Keterangan :

1. Botol eluen 6. Kolom

2. Pompa tekanan rendah 7&8. Pembuangan

3. Pompa tekanan tinggi 9. Penampung efluen
4. Kolom terlindung 10. Integrator

5. Gerbang suntik 11. Kromatogram

2.5.2.1 Pompa cairan

Pompa yang digunakan pada HPLC seperti tandon pelarut yang memiliki
persyaratan diantaranya dapat memberikan tekanan sampai 6000 psi (Ibs/in’),
memberikan kecepatan aliran 0,1-10 ml/menit, alirannya terkontrol dengan
reprodusibilitas 0,5 % atau kurang dan anti karat sehingga kebanyakan pompa
terbuat dari bahan gelas, baja, nirkerat, teflon, dan batu nilam. Pompa yang
digunakan untuk skala preparatif menggunakan kecepatan alir sampai 20
mL/menit (Mulya dan Syahrani, 1991). Sistem pompa HPLC dapat melakukan
elusi dengan menggunakan satu macam pelarut atau lebih. Dikenal ada dua jenis

sistem pompa pada HPLC yaitu sistem elusi isokratik dan sistem elusi gradien.
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Pada sistem elusi isokratik, elusi dilakukan dengan menggunakan satu macam
atau lebih larutan pengembang yang memiliki perbandingan tetap. Sedangkan
pada sistem elusi gradien, elusi dilakukan dengan pelarut pengembang campur
yang perbandingannya berubah dalam waktu tertentu.
2.5.2.2 Sistem injeksi

Sistem injeksi sampel merupakan hal yang terpenting dalam analisis
kualitatif dan kuantitatif menggunakan HPLC. Ada tiga macam sistem injeksi
pada HPLC diantaranya sistem injeksi dengan memakai septum (diafragma),
sistem injeksi tanpa septum, sistem injeksi dengan pipa dosis. Sistem injeksi yang
sering digunakan dalam analisis kuantitatif adalah dengan menggunakan sistem
injeksi dengan pipa dosis. Karena dengan sistem ini dapat diketahui ketepatan
Jjumlah volume sampel yang diinjeksikan.
2.5.2.3 Kolom

Kolom pada HPLC merupakan bagian yang sangat penting sebab
pemisahan komponen-komponen sampel akan terjadi di dalam kolom. Oleh
karena itu, hal yang harus diperhatikan antara lain pemilihan kolom yang sesuai,
pemeliharaan kolom dan uji terhadap spesifikasi kolom (Mulja dan Suharman,
1995). Kolom pada HPLC didisain lurus dan memiliki diameter sangat kecil yang
bertujuan memperluas kemampuan detektor sehingga kepekaan tinggi, menjadi
lebih teliti, menghemat volume larutan pengembang dan sampel yang dianalisis

dalam jumlah sedikit.
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2.5.2.4 Detektor

Detektor yang digunakan dalam instrumen HPLC memiliki beberapa
persyaratan diantaranya memiliki sensitivitas yang tinggi (10%-10™" g solut per
detik), kestabilan dan reprodusibilitas yang baik, memberikan respon yang linear
terhadap konsentrasi solut, dapat digunakan pada suhu kamar hingga 400°C, tidak
dipengaruhi oleh perubahan temperatur dan kecepatan pelarut pengembang,
mudah didapat, selektif terhadap macam-macam solut di dalam larutan
pengembang dan tidak merusak sampel. Macam-macam detektor yang digunakan
dalam analisis kualitatif maupun kuantitatif diantaranya detektor fluorescent, UV-
Visible, Refraksi Indek (R1), Infra Red (IR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR),
Mass Spectroscopy (MS).
2.5.2.5 Penggunaan HPLC

HPLC dapat digunakan untuk beberapa hal diantaranya : preparasi,
pemisahan komponen kimia, identifikasi, analisis kualitatif dan kuantitatif
komponen dalam sampel. Komponen kimia dapat dipisahkan dengan
menggunakan HPLC. Hal ini didasarkan pada perbedaan migrasi antara partikel
dalam kolom dan fasa gerak. Identifikasi suatu senyawa dapat dilakukan dengan
menggunakan detektor yang sesuai. Pemisahan senyawa target dari matrik dapat
terjadi dan diketahui dengan jelas karena tiap senyawa memiliki karakteristik
puncak kromatogram. Analisis kuantitatif suatu senyawa dengan HPLC dilakukan
dengan bantuan larutan standar. Larutan standar diinjeksikan ke dalam HPLC dan

dihasilkan kromatogram waktu retensi dengan luasan area tertentu. Dengan kurva
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kalibrasi senyawa standar yang dibuat dari plot konsentrasi terhadap luasan area
kromatogram, akan dapat diketahui konsentrasi analit sampel yang dianalists.
2.6  Validasi Metode Analisis

Bagian yang terpenting dalam suatu perkembangan metode adalah validasi
metode. Pada HPLC sebelum metode digunakan untuk analisis kuantitatif maka
harus dibuktikan bahwa metode tersebut valid pada kondisi yang digunakan.
Parameter yang dipakai untuk metode validasi antara lain selektifitas, linieritas,
ketelitian dan ketepatan.
2.6.1 Linieritas

Hubungan yang linier antara respon detektor dengan konsentrasi zat yang
dianalisis dinyatakan dengan harga koefisien korelasi (r). Linearitas baik apabila
harga koefisien korelasi (r) mendekati 1. Untuk menghitung harga koefisien

korelasi digunakan rumus (Miller dan Miller, 1988) :

ngx,y, - fgyl
o> < - E o o - |

Harga b dan a dapat dihitung dengan menggunakan rumus (Miller dan Miller,

y =

........................................ (15)

1988) :
”Z xy— Z x.z y )
b= (16)
anz - (Zx)z
—-bh> x
a= PR (17)
n
keterangan : a = intersep, b = slope,
r = koefisien korelasi, x = konsentrasi sampel,
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y = luas area, n = jumlah data
2.6.2 Ketelitian (presisi)

Ketelitian adalah suatu derajat keterulangan (reproducibility) dan suatu
metode analisis. Ketelitian (presisi) menyatakan hasil yang diperoleh dengan
pengukuran yang berulang pada kondisi yang sama. Ketelitian dari suatu metode
analisis dinyatakan dengan simpangan baku (standar deviasi = SD). Macam uji
yang digunakan adalah uji koefisien variasi dengan menggunakan rumus (Miller

dan Miller, 1988) :

SD:,/;(’;__]i) ............................................................................ (18)

Kv=SfD><lOO% ............................................................................... (19)
53

2.6.3 Ketepatan (akurasi)

Ketepatan (akurasi) menyatakan seberapa dekat hasil analisis terhadap
kadar zat yang sebenarnya. Akurasi merupakan ukuran ketepatan metode analisis
dan umumnya dinyatakan dengan persen recovery (R) atau persen perolehan

kembali. Harga persen recovery dapat dihitung (Miller dan Miller, 1988) :

R = X 100%, .oooooeeeeeeeeeeeeeee e (20)
C,= Ay X e 21
A,
Keterangan: R = persen recovery, C,, =konsentrasi yang diperoleh
C,, = konsentrast standar, K, = konsentrasi sebenarnya
A,, = luas area sampel, A,, = luas area standar
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BAB I11

METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analitik dan Kimia
Dasar Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Airlangga mulai bulan Januari sampai Juni 2006.

3.2  Sampel, Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Sampel penelitian

Sampel yang digunakan berupa air limbah yang diambil dari tiga titik di
lokasi Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) kawasan industri PT PIER-
Pasuruan, Jawa Timur. Sampel dimasukkan dalam botol kaca dan disimpan
sebelum dianalisis pada suhu ruangan. Preservasi sampel dilakukan dengan
menyaring 100 mL sampel dengan kertas saring cellulose nitrate membrane filter
Whatman 0,45 pm.
3.2.2 Bahan penelitian

Bahan-bahan kimia yang digunakan berderajat kemurnian pro analisis
(p.a) antara lain metanol, asetonitril, asam asetat, di-2-etilheksilftalat, toluen,
karbon tetraklorida, n-heksan, NaLS, natrium asetat trihidrat, natrium
dihidrogenfosfat dihidrat, natrium hidroksida, natrium klorida. Air yang

digunakan adalah akuabides.

24

Skripsi Aplikasi ekstraksi tetes mikro... Haning Meilia Putri Pratama



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 25

3.2.3 Alat penelitian

Penelitian ini menggunakan seperangkat peralatan gelas yang lazim
digunakan, seperangkat HPLC seni Hewlett-Packard HP 1050, kolom 79925
ODE-564 Lichrospher 100 RP-18¢ 5 um 125-4, integrator Hewlett-Packard 339
series 2, vakum degasser, syring Hamilton Gastight 1700 series 25 pL, mikro
pipet 100 uL dan 50uL eppendorf, tip, kertas saring cellulose nitrate membrane
filter whatman 0,45pum, kertas saring whatman 40, batang pengaduk magnetik,

magnetic stirrer dan pH meter.

3.3  Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel bebas

Jenis pelarut, waktu ekstraksi dan pH larutan
3.3.2 Variabel terikat

Luas area dari hasil kromatogram, persentase recovery
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34 Prosedur Penelitian

3.4.1 Diagram alir penelitian

Pembuatan larutan

'

Pembuatan eluen (v:v)
asetonitril : metanol (9:1)

'

Pembuatan kurva standar DEHP Standar DEHP 25 uL
tanpa ekstraksi tetes mikro diinjeksikan ke HPLC

'

Optimasi parameter analitik :
jenis pelarut, waktu ekstraksi, pH

'

Pembuatan kurva standar DEHP hasil
optimasi dengan ekstraksi tetes mikro

l

Pengolahan data
Recovery, limit deteksi, faktor pemekatan

'

Analisis Sampel

'

Hasil
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3.4.2 Pembuatan Larutan
3.4.2.1 Pembuatan fasa gerak HPLC

Dibuat larutan asetonitril dan metanol dengan perbandingan (9:1(v/v))
(Aignasse, ef al, 1995) sebanyak 1000 mL. Larutan dihomogenkan dengan
pengaduk magnetik dengan kecepatan 1500 rpm selama 1 jam kemudian disaring
dengan menggunakan corong buchner.
3.4.2.2 Pembuatan larutan induk DEHP 500 ppm

Dipipet dengan mikropipet 50 pL DEHP, dilarutkan dengan metanol
dalam gelas beker, lalu dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur 100
mL, kemudian diencerkan dengan metanol hingga tanda batas.
3.4.2.3 Pembuatan larutan NaLS 500 ppm

Ditimbang 0,1252 g NaLS, dilarutkan dengan akuabides dalam gelas
beker, lalu dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur 250 mL, kemudian
diencerkan dengan akuabides hingga tanda batas.
3.4.2.4 Pembuatan larutan NaCl 500 ppm

Ditimbang 0,1252 g NaCl kemudian dilarutkan dengan akuabides dalam
gelas beker, lalu dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur 250 mL dan
diencerkan dengan akuabides hingga tanda batas.
3.4.2.5 Pembuatan larutan standar DEHP

Dibuat larutan standar DEHP sebanyak 100 mL dengan variasi konsentrasi
1,2, 3,4 dan 5 ppm dalam 1 % metanol yang di dalamnya mengandung NaCl 5
ppm (Tang dan Lee, 2002) dan NaLS 0,5 ppm (Nugroho, 2001). Masing-masing

larutan standar dibuat dengan cara memipet larutan induk DEHP 500 ppm
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sebanyak berturut-turut 0,20 ; 0,40 ; 0,60 ; 0,80 dan 1,00 mL, dimasukkan ke
dalam labu ukur 100 mL kemudian masing-masing larutan ditambahkan metanol
sebanyak berturut-turut 0,80 ; 0,60 ; 0,40 ; 0,20 ; 0 mL dan 100 pL NaLS 500 ppm
serta 1,00 mL NaCl 500 ppm. Kemudian tiap larutan diencerkan dengan
akuabides hingga tanda batas.
3.4.2.6 Pembuatan larutan asam asetat 2 M

Diambil 11,40 mL asam asetat dimasukkan ke dalam 25 mL akuabides
dalam gelas beker kemudian dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur
100 mL dan diencerkan dengan akuabides hingga tanda batas.
3.4.2.7 Pembuatan larutan natrium asetat trihidrat 2 M

Ditimbang 27,0573 g natrium asetat trihidrat, kemudian dilarutkan dengan
akuabides dalam gelas beker. Larutan dipindah ke labu ukur 100 mL dan
diencerkan hingga tanda batas dengan akuabides.
3.4.2.8 Pembuatan larutan natrium dihidrogenfosfat dihidrat 2 M

Ditimbang 31,4230 g natrium dihidrogenfosfat dihidrat, dilarutkan dengan
akuabides dalam gelas beker. Larutan dipindah ke dalam labu ukur 100 mL dan
diencerkan hingga tanda batas dengan akuabides.
3.4.2.9 Pembuatan larutan natrium hidroksida 2 M

Ditimbang sebanyak 8,1520 g natrium hidroksida kemudian dilarutkan
dengan akuabides. Larutan dipindah ke dalam labu ukur 100 ml dan diencerkan

hingga tanda batas dengan akuabides.
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3.4.2.10 Pembuatan buffer asetat pH 4 dan S

Untuk membuat buffer asetat pH 4 digunakan campuran 8,0 mL asam
asetat 2 M dan 2,0 mL natrium asetat trihidrat 2 M. Untuk membuat buffer asetat
pH 5 digunakan campuran 3,0 mL asam asetat 2 M dan 7,0 mL natrium asetat
trihidrat 2 M. Masing-masing campuran dimasukkan dalam gelas piala diencerkan
hingga 100 mL.
3.4.2.11 Pembuatan buffer fosfat pH 6,7 dan 8

Untuk membuat buffer fosfat pH 6 digunakan campuran 30 mL natrium
dihirogenfosfat dihidrat 2M dan 9,5 mL natrium hidroksida 2M. Untuk membuat
buffer fosfat pH 7 digunakan campuran 25 mL natrium dihirogenfosfat dihidrat
2M dan 45 mL natrium hidroksida 2M. Untuk membuat buffer fosfat pH 8
digunakan campuran 3 mL natrium dihirogenfosfat dihidrat 2M dan 45 mL
natrium hidroksida 2M. Masing-masing campuran dimasukkan dalam gelas piala
diencerkan dengan akuabides hingga 100 mL.
3.4.3 Pembuatan kurva standar DEHP tanpa ekstraksi tetes mikro

Diambil dengan mikro syring sebanyak 25 pL larutan standar DEHP
dengan konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm dianalisis secara langsung (tanpa
ekstraksi tetes mikro) dengan HPLC menggunakan detektor UV, diukur luas
areanya pada panjang gelombang 270 nm (Aignasse, ef al, 1995) dengan laju alir
0,600 mL/menit. Analisis ini dilakukan dengan pengulangan sebanyak 3 kali. Dari
data yang diperoleh, dibuat kurva standar DEHP tanpa ekstraksi tetes mikro antara

luas area terhadap konsentrasi.
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3.4.4 Optimasi parameter analitik

Pada penelitian imi dilakukan optimasi parameter awal yang meliputi
pengaruh jenis pelarut dan waktu ekstraksi serta penambahan pH pada larutan.
Tiap analisis dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.
3.4.4.1 Optimasi jenis pelarut dan waktu ekstraksi pada ekstraksi tetes mikro

Dalam penelitian ini digunakan beberapa pelarut organik diantaranya
adalah toluena, n-heksana dan karbon tetraklorida serta variasi waktu ekstraksi 4,
8, 12, 16 dan 20 menit. Sebanyak 20,00 mL larutan standar DEHP dimasukkan ke
dalam gelas beker 30 ml yang di dalamnya terdapat pengaduk magnetik,
kemudian ditutup dengan gabus. Syring yang di dalamnya berisi 20 pL pelarut
organik dimasukkan secara tegak lurus sampai ujung syring masuk ke dalam
larutan standar. Kemudian ujung syring ditekan sehingga pelarut organik keluar
sebanyak 3 pl. menggantung di ujung syring. Larutan standar diaduk dengan
kecepatan 1200 rpm dengan waktu ekstraksi yang divariasi. Setelah ekstraksi,
pelarut organik yang ada di dalam syring ditarik, dipindahkan ke dalam via/ dan
dikeringkan, kemudian dilarutkan kembali dengan menggunakan 100 puL metanol
dan selanjutnya diinjeksikan sebanyak 25 pl. ke HPLC. Dari data yang diperoleh
dibuat kurva antara luas area dan waktu ekstraksi jenis pelarut organik, maka akan
dapat diketahui jenis pelarut organik dan waktu ekstraksi yang memberikan hasil
optimum.
3.4.4.2 Optimasi pH pada ekstraksi tetes mikro

Dalam penelitian ini digunakan beberapa variasi pH diantaranya 4, 5, 6, 7

dan 8 dengan cara menambahkan 5 mL larutan buffer dalam 100 mL larutan
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standar, sementara variabel yang lain dibuat konstan. Setelah ekstraksi, pelarut
organik yang ada di dalam syring ditarik, di pindahkan ke dalam via/ dan
dikeringkan, kemudian dilarutkan kembali dengan menggunakan 100 pl. metanol
dan selanjutnya diinjeksikan sebanyak 25 ul. ke HPLC. Dari data yang diperoleh
dibuat kurva antara luas area dan pH, sehingga dapat diketahui pH yang optimum
dalam ekstraksi tetes mikro.

3.45 Pembuatan kurva standar DEHP hasil optimasi parameter analitik
dengan ekstraksi tetes mikro

Sebanyak 20,00 mL larutan standar DEHP 1 ppm, diperlakukan seperti
pada prosedur sebelumnya menggunakan pelarut organik, waktu ekstraksi dan pH
yang telah dioptimasi pada prosedur sebelumnya. Prosedur yang sama juga
diperlakukan untuk larutan standar 2, 3, 4 dan 5 ppm. Analisis dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali. Data yang diperoleh dibuat kurva standar hasil

optimasi antara luas area terhadap konsentrasi.

3.4.6 Penentuan parameter-parameter validasi
3.4.6.1 Penentuan limit deteksi, akurasi dan presisi

Limit deteksi (LOD) merupakan salah satu parameter validasi yang
menyatakan sensitivitas instrumen dan metode analisis yang digunakan. LOD atau
batas deteksi menyatakan besarnya kadar analit terkecil dalam sampel yang masih
dapat dideteksi dengan baik yang ditentukan dengan persamaan (Miller dan
Miller, 1988) :

R e OO (22)

Yiop =80 = G438, oo (23)

T
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Keterangan :

Yion = sinyal terkecil yang masih terdeteksi

o (-5
Sw = Syx = standar deviasi sinyal blanko = \j .
’ n—2
Yo = a = sinyal blanko (intersep dari persamaan kurva kalibrasi)
n = jumlah pasangan data
y = luas area masing-masing pengukuran
y = diperoleh dari mensubstitusi nilai x ke persamaan regresi

Yiop yang diperoleh kemudian disubstitusikan ke persamaan kurva kalibrasi
sehingga diperoleh nilai limit deteksi (x). Sedangkan untuk menentukan presisi
digunakan persamaan 18 dan 19 serta untuk menentukan akurasi digunakan
persamaan 20 dan 21.

3.4.6.2 Penentuan faktor pemekatan (enrichment factor)

Faktor pemekatan menjelaskan seberapa besar pemekatan yang terjadi
selama proses ekstraksi analit dari fasa air (sampel) ke fasa organik. Theoretical
enrichment factor merupakan nilai yang menyatakan besarnya pemekatan yang
terjadi selama proses ekstraksi analit dari fasa air ke fasa organik secara teoritis,

dirumuskan dengan (Supriyanto, 2005) :

dengan : V¢ = volume sampel sebelum ekstraksi

V. = volume sampel sesudah ekstraksi
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Namun, seberapa besar pemekatan yang sebenarnya terjadi selama proses
ekstraksi dirumuskan dengan true enrichment factor (Ef,) merupakan perkalian
antara theoretical enrichment factor (I:fy,) dengan recovery (R).

L oy N - S (25)

3.4.7 Analisis sampel

Sebanyak 20,00 mL sampel diekstraksi seperti pada prosedur sebelumnya
dengan menggunakan jenis pelarut organik dan waktu ekstraksi hasil optimasi.
Analisis sampel dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Jumlah DEHP yang
terekstrak dapat dihitung dari persaman regresi linear yang diperoleh dari
prosedur sebelumnya
3.48 Spiking sampel

Sebanyak 20,00 mL sampel yang di dalamnya mengandung larutan standar
dengan konsentrasi yang divariasi 1, 3 dan 5 ppm, diekstraksi seperti pada
prosedur sebelumnya dengan menggunakan jenis pelarut organik dan waktu
ekstraksi hasil optimasi. Analisis sampel dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.
Jumlah DEHP yang terekstrak dapat dihitung dari persaman regresi linear yang

diperoleh dari prosedur sebelumnya.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Optimasi Parameter Pada Sistem HPLC

Pada dasarnya, optimasi parameter dalam penggunaan HPLC terdiri dari
beberapa komponen penting yaitu kromatografi, kromatogram dan baseline.
Dalam penelitian ini dilakukan optimasi kromatografi (pemilihan fasa gerak dan
panjang gelombang) serta optimasi kromatogram dan baseline (hasil kromatogram
disajikan dalam lampiran).
4.1.1 Kromatografi

Optimasi sistem kromatografi pada HPLC merupakan langkah penting
yang pertama kali dilakukan sebelum melakukan analisis dengan menggunakan
HPLC. Optimasi sistem kromatografi dapat dilakukan dengan menggunakan
variasi fasa gerak (eluen), laju alir, pemilihan kolom, dan penggunaan detektor.
1. Optimasi fasa gerak

Fasa gerak merupakan faktor yang sangat penting pada analisis menggunakan

instrumentasi HPLC karena komposisi fasa gerak menentukan keterpisahan
senyawa yang akan dianalisis. Besarnya ukuran partikel perlu diperhatikan karena
pori-pori dalam komponen kolom HPLC sangat kecil (+ 0,4 um) sehingga untuk
mencegah penyumbatan, sebelum dilakukan analisis dengan menggunakan HPLC
semua sampel yang akan disuntikkan dan fasa gerak yang akan digunakan
disaring terlebih dahulu. Kemudian dihilangkan gelembung udara (degassing)

dengan cara sonifikasi (menggunakan getaran ultrasonik). Hal ini dilakukan

34
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dengan tujuan untuk mencegah terjadinya penyumbatan pada kolom dan
gangguan pada baseline (yang juga tergantung pada kepekaan detektor).

Pada awal penelitian ini telah dilakukan pemilihan fasa gerak yang digunakan
untuk menganalisis DEHP. Berdasarkan studi pustaka diperoleh bahwa campuran
asetonitril dan metanol dengan perbandingan komposisi 9:1 (v/v) dapat digunakan
sebagai campuran fasa gerak untuk analisis DEHP (Aignasse, et al., 1995). DEHP
memiliki kelarutan yang besar dalam metanol dan asetonitril. Namun, belum ada
data secara nominal yang menunjukkan besarnya kelarutan DEHP baik dalam
metanol maupun asetonitril. Hasil optimasi eluen dengan komposisi metanol dan
asetonitril (9:1) memberikan hasil pemisahan yang bagus. Oleh karena itu dalam
penelitian ini dipilih campuran asetonitril dan metanol dengan perbandingan (9:1)
sebagai eluen dalam analisis DEHP.

2. Penentuan panjang gelombang

Pada umumnya senyawa organik memiliki distribusi elektron n, ¢ dan »
(elektron tidak berpasangan). Apabila suatu senyawa menyerap sinar UV maka
akan mengalami transisi elektron ke tingkat yang lebih tinggi yaitu pada orbital
anti bonding (Mulya dan Suharman, 1995). Adanya gugus karbonil pada DEHP
menyebabkan terjadinya transisi lemah dari pasangan elektron bebas (n) yang
diberikan oleh gugus karbonil menuju 7. Sehingga analisis DEHP dapat dideteksi
dengan menggunakan detektor UV pada HPLC. Pada penelitian ini digunakan

panjang gelombang 270 nm untuk menganalisis DEHP (Aignasse, ef al., 1995).
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3. Penentuan laju alir

Satuan laju alir adalah mL/menit yang menunjukkan berapa mililiter eluen
yang digunakan untuk mengelusi analit selama analisis tiap menit. Dalam
penelitian ini, laju alir eluen dioptimasi dengan cara memvariasi laju alir eluen
yaitu 0,6; 0,8 dan 1,0 mL/min. Tabel 4.1 berikut menunjukkan data pengaruh laju
alir terhadap waktu retensi analisis DEHP.

Tabel 4.1 Pengaruh laju alir terhadap waktu retensi DEHP

Konsentrasi Standar DEHP (ppm)
Laju Alir 10 ppm 40 ppm 50 ppm
(mL/menit) | t' | luasarea’ | tr [luasarea’ | tr | luasarca’
1,00 3,320 | 146841 | 3460 | 842393 | 3373 | 1292339
0,80 4332 338978 4,180 931370 4173 1402163
0,60 5,530 371114 5,555 1143151 5,565 1668898

Keterangan : n =3 | * dalam menit.” dalam satuan

Berdasarkan data tersebut dapat diketahui bahwa waktu retensi DEHP
bervariasi tergantung dari besarnya laju alir yang digunakan. Pada laju alir 1,0 dan
0,8 mL/menit, pemisahan analit belum berlangsung sempurna sehingga luas area
yang dihasilkan lebih kecil bila dibandingkan dengan menggunakan laju alir 0,6
mL/menit. Sedangkan penggunaan laju alir yang terlalu rendah akan
menyebabkan keterpisahan analit dari senyawa di dalam kolom semakin lama.
Pada penelitian ini dipilih laju alir 0,6 mL/menit sebagai kondisi yang paling
optimal.

4.1.2 Kromatogram dan Baseline

Kromatogram dan baseline pada HPLC juga memegang peranan penting
dalam analisis menggunakan HPLC. Hal ini disebabkan karena hasil pemisahan
ditunjukkan berupa puncak-puncak analit yang berupa luasan area yang disebut

dengan kromatogram serta memperoleh baseline yang baik pada tiap
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kromatogram. Pada dasarnya, optimasi kromatogram dan baseline pada HPLC
dapat dilakukan secara manual dengan cara mengubah parameter grafik pada

integrator (Manual Part Integrator Tutorial).

4.2  Pembuatan Larutan Standar DEHP

Pada penelitian in1 digunakan larutan DEHP dengan konsentrasi 1, 2, 3, 4
dan 5 ppm. Larutan standar DEHP yang digunakan mengandung metanol 1%,
NaLS dengan konsentrasi 0,5 ppm (Nugroho, 2001) dan NaCl dengan konsentrasi
5 ppm (Tang dan Lee, 2002).

Keberadaan NaCl dan NaLS di lingkungan perairan berperan sebagai
matrik. Keberadaan matrik di lingkungan akan berinteraksi dengan berbagai
senyawa kimia yang berasal dari limbah domestik maupun industri. Adanya NaCl
dalam sampel menunjukkan adanya efek salting out sehingga menurunkan laju
distribusi analit dari fasa air menuju fasa organik. Akibatnya apabila semakin
banyak kandungan NaCl dalam larutan, analit yang terekstrak semakin sedikit.
Sedangkan penambahan NaLS sebagai matrik dalam larutan berfungsi sebagai
emulgator yang akan mempengaruhi kestabilan drop. Apabila semakin banyak
kadar NaLS dalam larutan, menyebabkan drop menjadi tidak stabil. Akibatnya

drop mudah jatuh sehingga analit yang terekstraksi semakin kecil.

4.3 Pembuatan Kurva Standar DEHP Tanpa Ekstraksi Tetes Mikro

Kurva standar larutan DEHP dibuat dengan menggunakan larutan standar

DEHP dengan konsentrasi yang divartasi. Larutan standar DEHP dianalisis secara
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langsung dengan HPLC tanpa ekstraksi tetes mikro. Berdasarkan hasil analisis

DEHP maka diperoleh data yang ditampilkan pada Tabel 4.2. Kurva standar

DEHP tanpa SDME dibuat dengan tujuan untuk mengetahui adanya korelasi linier

antara konsentrasi DEHP dengan sinyal berupa luas area kromatogram.

Tabel 4.2 Luas area rata-rata standar DEHP tanpa ekstraksi tetes mikro

Konsentrasi DEHP | Luas area rata-rata
(ppm) ___(satuan)
1 214880
2 341333
3 471650
4 64288.3
LPY 783883

Kurva Standar DEHP tanpa Fkstraksi Tetes Mikro

90000 -
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3 70000 A "
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| 2 40000 - v = 14396x + 5905.9

= 30000 4 % R*=0.997

; 20000 A >

| 10000 {

\ 0 : = > - .

| 0 1 2 3 4 5 6

Konsentrasi DEHP (ppm)

Gamiﬁar 6. KurTa 7standa; DIET{P tair?;;é ékstraksi t;gs mii;ro

Berdasarkan kurva standar pada Gambar 6 diperoleh persamaan regresi

linier y = 14396x + 59059, dalam hal ini y adalah luas area kromatogram dan x

adalah konsentrasi larutan standar DEHP. Dan kurva tersebut juga diperoleh

harga r = 0,9985. Data yang diperoleh ini kemudian dibandingkan dengan kurva

standar DEHP hasil optimasi ekstraksi dengan menggunakan SDME yang

bertujuan untuk mengetahui apakah pada proses ekstraksi dengan SDME terjadi

pemekatan terhadap senyawa yang dianalisis (DEHP).
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4.4  Optimasi Parameter Analitik

Untuk mengetahui kondisi optimum ekstraksi tetes mikro maka pada
penelitian i dilakukan optimasi parameter awal yang meliputi optimasi jenis
pelarut dan waktu ekstraksi serta pH larutan.
4.4.1 Optimasi jenis pelarut dan waktu ekstraksi

Jenis pelarut yang sesuai digunakan sebagai zat pengekstrak (fasa organik)
pada SDME akan menentukan tingkat selektivitas terhadap ekstraksi senyawa
target (analit) sehingga meningkatkan jumlah analit yang terekstrak ke dalam fasa
organik. Prinsip yang paling mendasar dalam pemilihan jenis pelarut berdasarkan
prinsip like dissolve like. Selain itu juga perlu memperhatikan tingkat selektivitas,
polaritas, toksisitas, volatilitas, kelarutan dalam air, titik didih dan momen dipol
(Psillakis dan Kalogerakis, 2002 dan Batlle dan Nerin, 2004). Pada penelitian ini
digunakan 3 jenis pelarut organik yaitu karbontetraklorida (CCls), toluen dan n-
heksan. Masing-masing pelarut tersebut memiliki karakteristik secara kimia dan
fisika seperti yang tercantum dalam Tabel 4.3 berikut.

Tabel 4.3 Karakteristik fisika kimia jenis pelarut organik

Jenis Pelarut | Kelarutan dalam LogKy. | Titik didih Massa Jenis
air (25°C) _ (°C) (g/cm’)
CCl, 785 mg/L 2,04 ! 76,72 1,589
Toluen 526 mg/L 2,73 | 110,6 0.866
n-heksan | 95mg/l | 3% 687 | 0660

(Batle dan Nerin, 2004)
Pada penelitian ini optimasi jenis pelarut dan waktu ekstraksi dilakukan
secara bersama-sama. Artinya, masing-masing pelarut yang digunakan sebagai zat

pengekstrak  divariasi waktu ekstraksinya. Hal ini bertujuan untuk

Skripsi Aplikasi ekstraksi tetes mikro... Haning Meilia Putri Pratama



ADLN-Perpustakaan Universitas Airlangga 40

membandingkan luas area kromatogram masing-masing pelarut organik terhadap
waktu ekstraksi selama proses ekstraksi tetes mikro berlangsung.

Dalam menentukan kondisi optimum jenis pelarut dan waktu ekstraksi
selain bergantung pada peningkatan sinyal instrumen berupa luas area
kromatogram juga bergantung pada kestabilan drop selama ekstraksi berlangsung.
Kestabilan drop pada dasamya bergantung pada besarnya tegangan permukaan
yang diberikan oleh pelarut terhadap fasa air dan adanya matrik dalam larutan.
Selain itu, adanya gaya kohesi antara drop dan fasa air menyebabkan drop stabil
selama proses ekstraksi berlangsung (Batlle dan Nerin, 2004).

Pelarut organik yang berada menggantung pada ujung syring (drop)
dimasukkan ke dalam fasa air yang berisi analit, maka analit tersebut akan
berpindah dari fasa air menuju fasa organik (Batlle dan Nerin, 2004). Waktu
ekstraksi merupakan salah satu parameter yang penting untuk dilakukan optimasi
agar DEHP yang terekstrak lebih banyak. Tabel 4.4 dan Gambar 7 berikut
menunjukkan hasil optimasi jenis pelarut dan waktu ekstraksi terhadap luasan area

kromatogram.

Tabel 4.4 Data luas area rata-rata terhadap kenaikan waktu ekstraksi

r—

Skripsi

JenisPelarut |  Luasarearata-rata(satuan) |
Organik 4 menit 8 menit | 12menit | 16 menit | 20 menit
CCly 1928473 | 212175,3 | 232809,3 | 4145943 | 3074387
Toluen 1425740 | 184462,0 | 2196620 | 2786553 | 1716953
n-heksan 2614723 | 3282857 | 432312,7 | 177478,7 | 106750,0
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Gambar 7. Kurva optimasi jenis pelarut organik dan waktu ekstraksi

Berdasarkan Gambar 7, kenaikan waktu ekstraksi menyebabkan kenaikan
luas kromatogram. Akan tetapi, setelah mencapai titik maksimum terjadi
penurunan jumlah DEHP yang terekstrak ditunjukkan dengan penurunan luas area
kromatogram. Hal tersebut disebabkan karena drop yang berisi pelarut organik
secara perlahan larut dalam fasa air seiring dengan peningkatan waktu ekstraksi
sehingga volume drop semakin berkurang, akibatnya jumlah DEHP yang
terekstrak semakin sedikit.

Berdasarkan Gambar 7, n-heksan dengan waktu ekstraksi 12 menit dipilih
sebagai kondisi optimum dalam analisis DEHP menggunakan ekstraksi tetes
mikro. Pemilihan n-heksan sebagai pelarut yang paling optimal karena kelarutan
DEHP sangat besar dalam n-heksan bila dibandingkan dengan kelarutan DEHP
dalam toluen dan CCl; (Bodzek, et al., 2003 dan DiBartolomeis, 1997).
Rendahnya tingkat kelarutan n-heksan dalam air sebesar 9,5 mg/L dan tingginya
nilai Kow pada n-heksan sebesar 3,90 sehingga mengurangi terjadinya pelarutan

dalam fasa air bila dibandingkan dengan CCls dan toluen. Selain itu juga, n-
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heksan memuiliki titik didih yang paling rendah bila dibandingkan dengan CCly
dan toluen. Hal ini bertujuan untuk mencegah terjadinya penguapan selama proses
ekstraksi (Psillakis dan Kalogerakis, 2003).

Waktu ekstraksi 12 menit dipilih sebagai waktu ekstraksi yang paling
optimum. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh He dan Lee
(1997) bahwa waktu ekstraksi yang memberikan luas area yang semakin besar
berada pada rentangan 1 hingga 15 menit. Karena ekstraksi pada waktu yang
terlalu lama akan menyebabkan drop jatuh atau larut.

4.4.2 Optimasi pH

Adanya kenaikan pH dalam fasa air dapat meningkatkan jumlah analit
yang terekstrak. Hal tersebut menunjukkan adanya kesetimbangan disosiasi antara
analit yang bersifat asam maupun basa. Analit yang bersifat asam, penambahan
pH pada rentang pH asam akan menyebabkan analit tidak melepaskan ionnya
sechingga dalam larutan, analit berada sebagai bentuk molekulnya. Hal ini akan
meningkatkan jumlah analit yang terekstrak karena analit akan berpindah dari fasa
air menuju fasa organik. Bila analit yang bersifat asam dinaikkan pHnya sehingga
berada dalam rentang pH basa, maka analit terurai menjadi bentuk garamnya dan
larut dalam fasa air. Akibatnya analit cenderung larut dalam air daripada dalam
fasa organik sehingga jumlah analit yang terekstrak semakin berkurang (Psillakis
dan Kalogerakis., 2003).

Pada penelitian ini digunakan buffer dengan pH yang divariasi mulai dari
pH 4,5, 6,7 dan 8. Alasan pemilihan buffer dengan rentangan nilai pH 4 sampai 8

karena bila menggunakan buffer pH < 2 dan pH > 8, kolom pada HPLC yang
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berisi fasa diam akan terlarut (Skoog, ef al., 1992). Tabel 4.5 dan Gambar 8
berikut menunjukkan hasil optimasi penambahan pH terhadap luas area
kromatogram.

Tabel 4.5 Data luas area rata-rata terhadap kenaikan pH

pH Larutan | Luas area rata-rata
(satuan)
389566,3
589485.,0
6567253
505704,7
406340,0

= =T

Kurva Optimasi pH terhadap Luas Area
700000 -
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500000 -

Luas Area

400000

{ 300000 == = B Y =
| 3 4 5 6 7/ 8 9
pH

» G;ﬁ?l-)arv& Kuwggptirﬁagi pH

Pada Gambar 8 menunjukkan bahwa DEHP terekstrak secara optimal pada
pH 6. DEHP mempunyai sifat cenderung sedikit asam (netral) hal ini ditunjukkan
dengan pengukuran larutan standar DEHP pada kondisi awal sebelum dilakukan
ekstraksi berada pada pH 6. Oleh sebab itu, pada kondisi pH 6 DEHP sesuai
dengan bentuk molekul aslinya (bentuk organiknya) sehingga terekstrak dalam
fasa organik (pelarut) lebih banyak daripada fasa air. Hal ini ditunjukkan dengan

kenaikan luas area kromatogram.
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Pada pH < 6 (asam) jumlah DEHP yang terekstrak semakin berkurang.
Hal i1 disebabkan karena pada pH yang rendah (asam), selama proses ekstraksi
berlangsung, DEHP mengalami hidrolisis menjadi bentuk asamnya sehingga
cenderung larut dalam fasa air daripada fasa organik. Demikian juga pada kondisi
pH yang tinggi > 6 (basa), DEHP akan menjadi bentuk garamnya sehingga
cenderung larut dalam fasa air daripada fasa organik. Sehingga DEHP yang
terekstrak sedikit yang ditunjukkan dengan penurunan luas area kromatogram.
Sehingga pada penelitian ini pada pH 6 dipilih sebagai kondisi optimum dalam

analisis DEHP menggunakan ekstraksi tetes mikro.

4.5 Pembuatan Kurva Standar DEHP Dengan Ekstraksi Tetes Mikro

Kurva standar larutan DEHP dengan ekstraksi tetes mikro dibuat dengan
menggunakan larutan standar DEHP dengan konsentrasi 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm.
diekstraksi dengan menggunakan parameter analitik yang telah dioptimasi yaitu
pelarut organik n-heksan, waktu ekstraksi selama 12 menit dan kondisi larutan
standar dengan pH 6.

Pada proses ekstraksi tetes mikro, setelah proses ekstraksi berlangsung
pelarut organik yang berada dalam syiring ditarik dan dipindahkan ke dalam via/
kemudian dikeringkan dan dilarutkan kembali dengan metanol. Hal ini dilakukan
karena sistem HPLC yang digunakan bersifat reverse phase. Artinya pelarut yang
digunakan dalam analisis yang masuk melewati kolom harus bersifat polar
sehingga digunakan metanol sebagai pelarut karena bersifat polar. Kemudian

hasilnya diplotkan ke dalam grafik antara konsentrasi larutan standar DEHP
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terhadap luasan area kromatogram. Kurva standar DEHP dengan SDME dibuat
dengan tujuan untuk mengetahui adanya korelasi linier antara konsentrasi DEHP
dengan sinyal yang berupa luas area kromatogram dan untuk mengetahui apakah
terjadi pemekatan selama proses analisis DEHP dengan menggunakan SDME.

Tabel 4.6 Data luas area rata-rata standar DEHP dengan ekstraksi tetes mikro

Konsentrasi DEHP Luas area rata-rata
(ppm) (satuan)
1 239620.7
i 2 486771,0
3 7120463
4 930596,0
5 1177174,7

i 1400000 - |
| 1200000 2
1000000 4 .

] ”
! E 800000 -
| a ) *
& 600000

= X v = 231893x + 13562
{7 400000 4 Y .
| K R’ = 0.9995
2000004 - #

4] 1 4 3 4 5 r

i Konsentrasi DEHP (ppm)

Gambar 9. Kurva standar DEHP dengan ekstraksi tetes mikro

Berdasarkan kurva standar pada Gambar 9 diperoleh persamaan regresi
linier y = 231893 x + 13562, dalam hal ini y adalah luas area kromatogram dan x
adalah konsentrasi larutan standar DEHP. Dari kurva tersebut jika dibandingkan
dengan data kurva standar DEHP tanpa SDME menunjukkan terjadinya
pemekatan selama analisis DEHP dengan SDME. Banyaknya pemekatan yang

ierjadi akan dibahas pada sub bab berikui. Persamaan garis linear yang diperoleh
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menunjukkan bahwa adanya korelasi linear antara konsentrasi DEHP dengan

sinyal luas area kromatogram dengan nilai koefisien korelasi, r = 0,9998.

4.6  Penentuan Parameter-Parameter Validasi
4.6.1 Ketepatan (AKkurasi)

Penentuan akurasi metode dengan cara menganalisis larutan standar DEHP
dengan konsentrasi yang berbeda. Pada penelitian ini digunakan variasi
konsentrasi DEHP 1, 3 dan 5 ppm dengan asumsi bahwa konsentrasi tersebut
mewakili konsentrasi terkecil, sedang dan besar yang terdapat pada daerah kurva
standar dengan SDME. Kemudian dihitung besarnya perolehan kembali (persen
recovery), sehingga diperoleh data yang ditampilkan pada Tabel 4.7 berikut.

Tabel 4.7 Data persen recovery standar DEHP

Konsentrasi DEHP (ppm) = Recovery (%)
[ 1 ' 9748
2 100,40
3 | 100,36
Rata-rata 9941

Berdasarkan data pada Tabel 4.7 diperoleh besarnya persen recovery (%R)
rata-rata untuk analisis DEHP dengan menggunakan metode SDME sebesar
99,41%, maka dapat disimpulkan bahwa aplikasi SDME dalam analisis DEHP
mempunyat akurasi yang baik.

4.6.2 Ketelitian (Presisi)
Untuk menentukan ketelitian (presisi) metode dengan cara menganalisis

larutan standar DEHP dengan konsentrasi yang berbeda. Kemudian dihitung
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presisi (Kv) masing-masing larutan standar. Besarnya nilai Ky dari larutan standar
tersebut disajikan dalam Tabel 4.8.

Tabel 4.8 Data Ky larutan standar DEHP

Konsentrasi DEHP (ppm) | Ky (%)
1 ! 9,45
2 14,40
3 7,81
i 4 620
5 f 9,39

Berdasarkan Tabel 4.8 diatas, menjelaskan bahwa presisi SDME kurang
baik. Hal ini ditunjukkan dengan nilai koefisien variasi (KV) yang lebih dari 3 %.
Menurut He dan Lee (1997) besarnya presisi (% KV) dengan menggunakan
metode SDME dipengaruhi oleh beberapa hal diantaranya pelarut organik yang
digunakan dapat larut dalam larutan sampel selama ekstraksi berlangsung dan
penarikan drop setelah proses ekstraksi berlangsung hanya berdasarkan pada
pengamatan secara manual sehingga menyebabkan volume drop yang dimasukkan
kembali ke dalam syring menjadi tidak tepat.

4.6.3 Penentuan limit deteksi

Untuk menentukan limit deteksi pada aplikasi SDME dalam analisis
DEHP maka dilakukan perbandingan dan perhitungan terhadap kurva kalibrasi
standar DEHP tanpa SDME dan kurva kalibrasi standar DEHP dengan SDME.
Perbandingan hasil penentuan DEHP tanpa SDME dan dengan SDME

ditampilkan dalam Tabel 4.9.
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Tabel 4.9 Data standar DEHP deiigan dan tanpa ekstraksi tetes mikro
Metode Persamaan Regresi Koefisien Limit |
___Korelasi (1) Deteksi
Tanpa SDME Y = 14396x + 59059 1 0,9985 0,303 ppm
| Dengan SDME | Y =238193x + 13562 | 0,9998 0,120 ppm

Limit deteksi menyatakan kadar analii terkecil dalam suatu sampel yang
masih dapat diukur dengan menggunakan instrumen atau metode analisis dengan
baik. Suatu metode analisis ataupun instrumen yang dapat dikatakan baik apabila
dapat mengukur pada konsentrasi yang kecil. Sehingga semakin kecil analit yang
dapat diukur maka semakin balk suatu metode analisis atau instrumen yang
digunakan. Berdasarkan data dalam Tabel 4.9 nilai limit deteksi (LOD) untuk
HPLC dalam analisis DEHP tanpa SDME sebesar 0,303 ppm sedangkan dengan
menggunakan SDME sebesar 0,120 ppm. Maka dapat disimpulkan bahwa pada
analisis DEHP dengan menggunakan teknik preparasi sampel SDME, limit

deteksi pada HPLC menjadi iebih kecil.

4.7 Penentuan Faktor Pemekatan (Enrichment Factor)

Berdasarkan hasii perhitungan diperoleh besarnya pemekatan secara
teoritis pada SDME sebesar 200. Hal ini menunjukkan bahwa dalam proses
SDME terjadi pemekatan secara teoritis 200 kali. Sehingga konsentrasi DEHP
selama ekstraksi menjadi lebih pekat 200 kali dari konsentrasi awal. Padahal
pemekatan yang sebenarnya terjadi sebesar 198,83 kali dari konsentrasi awal. Jadi
dapat disimpulkan bahwa dalam proses SDME, pemekatan yang terjadi selama
ekstraksi hampir sama dengan pemekatan yang seharusnya terjadi (pemekatan

secara teori) sebesar 200 kali. Dengan kata lain pemekatan pada metode SDME
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sangat baik karena pemekatan sesungguhnya (£F,) mendekati pemekatan secara

teori (FFy,).

4.8  Sampling, Penyimpanan Sampel dan Preparasi Sampel

Pada penelitian ini dilakukan aplikasi metode SDME vyang telah
dioptimasi untuk analisis DEHP pada sampel air di kawasan industri PT. PIER
Pasuruan-Jawa Timur. Aplikasi metode SDME pada analisis sampel selain
bertujuan untuk mengaplikasikan metode SDME tetapi juga untuk mengetahui
pengaruh keberadaan matrik yang terdapat di lingkungan perairan selama proses
analisis DEHP dengan SDME.

Teknik pengambilan sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah
secara acak dimana populasi tidak dibagi menjadi sub populasi dan sampel
diambil dari populasi tanpa ada persyaratan sifat populasi (Khopkar, 1990).
Sampel yang digunakan diambil dari tiga titik dengan jumlah volume tiap titik
sebanyak satu liter. Tiga titik tersebut antara lain :
sampel 1 berasal dari saluran air sungai sekitar kawasan PT. PIER
sampel 2 berasal dari outlet pengolahan air limbah (IPAL PT. PIER)
sampel 3 berasal dari inlet pengolahan air limbah (IPAL PT. PIER)

Sampel diambil dengan menggunakan botol kaca, kemudian disaring yang
bertujuan untuk menghilangkan kotoran dan partikel-partikel yang besar yang
dapat menyumbat saluran dan kolom pada HPLC. Kemudian sampel diukur
pHnya dengan indikator pH universal berada pada kisaran pH 6 selanjutnya

sampel yang telah disaring disimpan pada suhu 10°C untuk mencegah terjadinya
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biodegradasi. Analisis sampel dilakukan tidak lebith dari 7 hari setelah

pengambilan sampel.

4.9  Analisis Sampel

Analisis senyawa DEHP dalam sampel menggunakan prosedur yang sama
dengan prosedur pembuatan kurva baku standar DEHP dengan SDME. Hanya saja
pada analisis sampel, parameter yang dibuat tetap adalah volume sampel 20 mL,
kecepatan pengadukan 1200 rpm, waktu ekstraksi 12 menit, pelarut organik yang
digunakan adalah n-heksan dengan volume drop 3 pL. Matrik yang digunakan
seperti NaCl dan NalLS tidak ditambahkan karena dianggap kedua senyawa
tersebut sudah berada di lingkungan sedangkan penambahan buffer pada pH 6
tidak dilakukan karena kondisi sampel awal berada pada pH sama dengan 6. Hasil
analisis sampel disajikan dalam Tabel 4.10.

Tabel 4.10 Data analisis sampel

| Sampel Luas area rata-rata
o |(satuan)
1 Tidak terdetekst
15547
3 39040

Untuk mengetahui besarnya konsentrasi DEHP dalam ketiga sampel
tersebut dilakukan dengan cara mensubstitusikan luas area yang dihasilkan ke
dalam persamaan kurva standar DEHP dengan SDME sebagai sumbu y, sehingga
nilai x akan diketahui. Nilai x yang diketahui menunjukkan konsentrasi DEHP
yang diperoleh. Berdasarkan hasil perhitungan maka dapat diketahui bahwa

konsentrast masing-masing sampel bernilai negatif yang menunjukkan bahwa
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DEHP tidak terdeteksi dalam sampel walaupun ada sinyal pada kromatogram. Hal
i disebabkan beberapa hal diantaranya konsentrasi DEHP yang terlalu kecil
sehingga instrumen dan metode analisis yang digunakan tidak mampu
mendeteksinya atau kemungkinan senyawa DEHP memang tidak terdapat dalam

sampel sehingga tidak terdeteksi.

4.10 Spiking

Spiking merupakan salah satu metode yang dilakukan dengan cara
menambahkan larutan standar dengan konsentrasi yang sudah diketahui ke dalam
sampel. Tujuan spiking adalah untuk mengetahui seberapa besar pengaruh matrik
yang ada di dalam sampel terhadap suatu metode analisis. Hasil analisis ketiga
sampel melalui proses spiking disajikan dalam Tabel 4.11.

Tabel 4.11 Data spiking sampel rata-rata

Sampel ~ Luasarearata-rata (satuan)
| ppm 3 ppm 5 ppm

| 176182.7 4315997 6381703

) 125854.0 3377487 542818.0

3 1050933 215999 7 3475467

Berdasarkan hasil spiking masing-masing sampel tersebut kemudian
dihitung nilai persen recovery. Jika persen recovery mendekati nilai 100% maka
dapat dikatakan bahwa matrik yang berada dalam lingkungan tidak mengganggu
metode analisis (tidak berpengaruh) begitu pula sebaliknya. Hasil masing-masing

perhitungan persen recovery sampel dapat dilihat pada Tabel 4.12
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Tabel 4.12 Data persen recovery sampel

52

Sampel Recovery (%)
; | ppm 3 ppm S ppm Rata-rata
1 70,13 60,09 53,87 61,36
48.42 46,60 4565 46.89
3 3947 29,10 28,81 32,46

Data tersebut di atas menjelaskan bahwa dari akurasi metode SDME setiap

pengukuran konsentrasi masing-masing sampel sangat berbeda bila dibandingkan

dengan akurasi metode SDME untuk standar DEHP. Hal in1i membuktikan bahwa

matrik yang ada sangat mengganggu proses SDME. Pada sampel 1 pada saat

ekstraksi, kondisi drop sangat stabil serta mudah untuk ditarik kembali ke dalam

syring. Untuk sampel 2 dan 3 kesulitan selama ekstraksi semakin bertambah, drop

tidak stabil bahkan kadang-kadang terlepas dari syring serta mudah jatuh. Setelah

proses ekstraksi, penarikan drop ke dalam syring sangat sulit.
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BABV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Dari hasil penelitian dan pembahasan dapat diambil kesimpulan sebagai
berikut :

1. kondisi optimum pada aplikasi SDME dalam analisis DEHP adalah
pelarut organik n-heksan, waktu ekstraksi 12 menit dan pH larutan sama
dengan 6

2. metode SDME yang telah dioptimasi dapat digunakan untuk analisis
DEHP dalam sampel air dari kawasan limbah industri dengan akurasi rata-

rata sebesar 46,90%

5.2 Saran
1. Perlu digunakan instrumen yang lebih sensitif dalam analisis senyawa
DEHP dengan metode SDME
2. Perlu dilakukan otomatisasi dalam proses ekstraksi agar presisi metode
SDME dapat ditingkatkan
3. Pengaruh matrik perlu dioptimasi dan ditambah dengan matrik yang lain

4. Rekayasa penentuan luas permukaan puncak sinyal dari HPLC

53
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Lampiran |

Perhitungan pembuatan larutan
1. Pembuatan l.arutan Induk BEHP 500 ppm

DEHP yang tersedia 99% (b/b) :

99%( %) — ppm(“¥)

g
00g
Dalam 99% (b/b) DEHP mengandung 976239 ppm, maka untuk membuat DEHP 500 ppm

x0,9861¢/ . x 1000(mg)x 1000(L) = 976239 %

diperlukan pengenceran, dengan perhitungan :
V,.N,=V,.N,
V, x 976239 ppm = 100 mL x 500 ppm
V,=0,0512mL ~ 51,2 4L
2. Pembuatan Larutan Induk NaLS dan NaCl 500 ppm
500ppm — 5007%

500mg  500mg  125mg
L 1000m/.  250ml.

3. Pembuatan Larutan Standar DEHP yang mengandung matrik

Larutan standar DEHP berbagai variasi konsentrasi dibuat dari pengenceran larutan induk,
mengandung NaCl dan NaLS. Kadar NaCl dalam larutan 5 ppm sedangkan kadar NaL$ dalam
larutan 0,5 ppm. NaCl dan NaLS$ yang dibuat diperoleh dari pengenceran larutan induk.

Pembuatan NaCl 5 ppm dalam 100 mL larutan standar DEHP :

V,.N, =V,N,
V, x500ppm =100mL x 5 ppm
V,=1mL

Pembuatan NaLS 0,5 ppm dalam 100 mL larutan standar DEHP :
Vi.N, =V,N,
¥, x 500 ppm =100 mL x 0,5 ppm
V, =01mL = 100 4L
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Konsentrasi standar DEHP | Volume DEHP 500 ppm | Volume metanol
1 ppm 0,20 mL 0,80 mL
2 ppm 0,40 mL 0,60 mL
3 ppm 0,60 mL, 0,40 mL
~ 4ppm 08mL [ 020mL_
S ppm 1,00 mL 0mL

4. Pembuatan Larutan Buffer
a. Pembuatan natrium asetat trihidrat (CH;COONa.3H,0)2 M
Mr CH;COONa3H,0 =136

m

:Mr.V
m=M xMrxV

m =2x136x100mL =27200g = 27,200mg

b. Pembuatan asam asetat (CH;COOH) 2 M
Mr CH3;COOH = 60 sedangkan massa jenisnya = 1,049 % 8

R m
CMr

m=MxMrxV

m=2x60x100ml =12000g =12,000mg

m m 12

p=—>DIV=—"Dv= =11,439mL
v o, 1,049
¢. Pembuatan natrium hidroksida (NaOH) 2 M
Mr NaOH =40
= m
Mrv
m=MxMrxV

m=2x40x100m/, =8000g = 8,000mg
d. Pembuatan natrium dihidrogen fosfat dihidrat (NaH,P0,.2H,0)2 M
Mr NaH,P04.2H,0 = 157

m=""
MrV
m=MxMrxV

m =2x157x100m/. =31400g = 31,400mg
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5. Pembuatan Larutan Buffer

CH;COOH (2M)mL | CH;COONa (2M)mL | pH hitung | pH terukur
8,0 2,0 4,15 4,00
3,0 7.0 5,12 5,00
. NaOH 2M)mL | NaH,PO4.2H,0 (M) mL | pH hitung | pH terukur |
9,5 30 6,30 6,00
45 25 7,05 7,00
45 25 | 806 | 800
6. Pembuatan Larutan Standar Hasil Optimasi
Std. DEHP |  Volume Volume DEHP |  pH
(ppm) metanol (mL) 500 ppm buffer | Larutan
1 0,80 0,20 6,00 6,01
2 0,60 0,40 6,00 6,01
3 0,40 0,60 6,00 6,01
4 0,20 0,80 6,00 6,01
57, 0,00 100 | 600 | 601
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Lampiran 2

Data pembuatan kurva standar DEHP tanpa ekstraksi tetes mikro

Skripsi

Replikasi Konsentrasi Standar DEHP (ppm)
1 2 3 4 5
1 209150 33770.,0 455680 651940 75639,0
2 222330 33315,0 478680 638720 79983,0
3 213160 35315,0 48059,0 63799,0 795430
z 64464,0 | 1004000 | 1414950 | 1928650 | 2351650
n 3 3 3 3 3
X 21488.0 341333 471650 642883 78388.3
STDV 675,6 2627 1386,3 785.2 2391.1
%KV 3,14 80 2,94 1,22 3,05
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Lampiran 3

Data penentuan LOD instrumen dan metode analisis DEHP tanpa ekstraksi tetes mikro

Parameter Konsentrasi
1 ppm 2 ppm 3 ppm 4 ppm 5 ppm
Y, 21488.0 341333 471650 642883 78388.3
¥ 20301,9 346979 49093.9 634899 778859
(y *};)2 1406833,2 | 318773,2 37206552 | 637442.6 | 252405.8

>y, — ) =6336110

~\2
s - 20 -5 /633611021453’3
n—2 5-2

maka untuk menghitung nilai Y;op dengan persamaan :

¥, et 3.5 4
=5905,9 +(3x1453,3)
=102658
Nilai Yp;. diperoleh dari intersep persamaan regresi dan Sp; sama dengan Svx Kemudian
disubstitusikan ke persamaan regresi kurva standar DEHP tanpa ekstraksi tetes mikro untuk
menghitung limit deteksi instrumen :
Y =14396x +5905,9

102658 =14396x + 5905,9
x =0,303 ppm
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Data optimasi jenis pelarut dan waktu ekstraksi

Pelarut karbontetraklorida (CCLy)

vt

Repiikasi Variasi Waktu Ekstraksi (menit)
4 8 12 16 20
] 176768,0  144520,0 | 2207230 | 430754,0 | 314837.0
2 1227012,0 | 317286,0 | 2580230 3435690 | 3277140
3 174762,0 | 174720,0 | 2196820 | 4694600 | 2797650 |
X 5785420 © 636526,0 | 6984280 | 1243783.0 | 922316.0
n 3 ‘ 3 3 3 3
X 1928470 | 2121753 | 2328093 4145943 | 3074387
STDV 29604.5 92272 4 218419 644825 248159
%KV 15.35 43,49 8.88 15,55 8,07
Pelarut toluen
Replikasi Variasi Waktu Ekstraksi (menit)
' " el X 12 16 20
| 130926,0 = 185079,0 | 155776,0 | 272486,0 | 160571,0
2 150510,0 ' 1924350 | 221943,0 | 269038,0 | 1832610
3 [ 1462860 1758720 | 2812670 | 294442,0 | 1712550
2 427722,0 |+ 553386,0 | 658986,0 | 835966.0 | 515087,0
n 3 3 3 3 3
X 1425740 1844620 | 219662,0 | 2786553 | 1716959
STDV 10306,2 8297 62776.6 13779,9 11351 4
%KV 7.23 4,50 28,58 494 6.61
Pelarut n-heksan
Replikasi Variasi Waktu Ekstraksi (menit)
4 8 12 16 20 |
1 2698320 | 3376470 | 4864340 | 3152890 | 1424460
2 2547280 | 316416,0 | 401510,0 | 111701,0 | 887040
32598570 | 3307940 | 4089940 | 105446,0 | 891000 |
z 784417,0 | 9848570 | 8879440 | 532436,0 | 3202500 -
n 3 3 3 3 3
X 2614723 | 3282857 | 4323127 | 1774787 | 106750,0
STDV 7680 .5 108355 47019,6 | 1193882 | 309143
%KV 2,94 3,30 10,88 16,52 28.96
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Lampiran §

Data optimasi pH pada ekstraksi tetes mikro

Skripsi

Replikasi __Variasi Penambahan pH B
4 5 6 7 8
1 363153,0  543163.,0 | 6742870 | 4495270 | 397303,0
2 335172,0 | 579234,0 | 6656170 | 5348770 | 4483840
3 470374,0 = 646058,0 | 6302720 | 532710,0 | 373333.0
X 1168699.0 . 17684550 | 19701760 | 15171 14,0 | 1219020,0
n 3 : 3 3 3 3
X 389566,3 5894850 | 6567253 505704,7 | 4063400
STDV 713663 52207.8 23315,8 48663,4 383329
%KV 18,32 8,86 35,5 9,62 9,43
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Lampiran 6

Data pembuatan kurva standar DEHP dengan ekstraksi tetes mikro

 Replikasi | Konsentrasi Standar DEHP (ppm)
1 2 3 4 5
1 2211320 ’ 5668620 | 6742870 | 9887880 | 1122652.0
2 232856,0 | 436416,0 | 6859280 | 929662.0 | 13044360
3 264874.0 | 457046,0 | 775924,0 | 8733480 | 1104436,0
z 718862,0  1460324,0 | 2136139,0 | 2791798.0 | 3531524 .0
n 3 3 3 3 3
X 239620,7 | 486774,0 | 7120463 | 9305990 | 1177174.7
STDV 226420 701205 556250 57725.7 110587.3
%KV 945 1440 7,81 620 | 939
%R 9748 | 102,03 100,40 98.86 100,36

Kondisi ekstraksi :
Volume standar DEHP (fasa air) = 20 mL

Pelarut organik n-heksan, waktu ekstraksi 12 menit, volume drop 3 pl., kecepatan pengadukan

1200 rpm, kondisi pH larutan 6, konsentrasi NaLS 0,5 ppm dan NaCl 5 ppm.
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Lampiran 7

Data penentuan LOD instrumen dan metode analisis DEHP dengan ekstraksi tetes mikro

ri Pafémeter S - Koinseriirasi
i 1 ppm 2 ppm 3 ppm 4 ppm 5 ppm
oy 2454550 4773480 | 7092410 | 9411340 | 11730270
b 2396207 | 4867740 | 7120463 | 9305990 | 11771747
G5 30790565 Se8626729 | 78697081 TTOSTOR0AT | 1201
3y, - 7)Y =2585547569
¢ _ (203 2589547569 _ o o0 o
o \/ n-2 P =) ’

maka untuk menghitung nilai Yiop dengan persamaan :

Yiop =Yg +3.5y
=13562+(3x929038)
=41434.4

Nilai Yy; diperoleh dari intersep persamaan regresi dan Sy sama dengan S, Kemudian

disubstitusikan ke persamaan regresi kurva standar DEHP dengan <kstraksi tetes mikreo

hitung limit deteksi instrumen :

-~
e
=S
(5
-~
ey
I
o
N
N
N
+
N
D
—_—
xR
O
%
2

Jadi instrumen dapat menganalisis DEHP dengan kadar terkecil 0,120 ppm dengan ekstraksi

tetes mikro.
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Lampiran 8

Perhitungan persen recovery dan faktor pemekatan

Perhitungan %Recovery larutan standar hasil optimasi

Standar DEHP 1 ppm

Standar DEHP 3 ppm

Y =13562 + 231893x
239620,7 = 13562 + 231893x

712046,3 = 13562 + 231893x

Y —13562 2318035 T

Standar DEHP 5 ppm

¥ =13562+231893x |
1177174,67 = 13562 + 231893x

x =0,9748 ppm x =3,012 ppm x=5,018 ppm
0,9748 3,012 5,018
YoR = == x100% VR == X 100% VoR == =X 100%
= 97,48% ~ 100,40% =100,36%
97,48% +100,40% +100,36%
% Recovery rata-rata = 4 3 2 =9941%

Faktor pemekatan yang terjadi selama ekstraksi secara teori :

Vi 20mL

Vv, 1004

<7

3

Faktor pemekatan sebenamya selama ekstraksi :

E, =E, x%R
= 200 % 0,9941
= 198,82 kali

Aplikasi ekstraksi tetes mikro...
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Lampiran 9

Data penentuan DEHP daiam sampei

Analisis DEHP dalam sampel air dari kawasan IPAL PT PIER-Pasuruan

Jenis sampel | pH Sifat fisik sampel Kec. Luas area rata-rata
Pengadukan (rpm) (satuan)
Air sungai (1) | 7 | Tidak berwama, jernih 1200 Tidak terdeteksi
Outlet (2) 6 Agak keruh 1200 15547
_Ilet(3) | 6 | Keruhkental | 900 73904,0
Spiking
Sampel 1
Replikasi | Konsentrasi Standar DEHP (ppm)
1 3 5
1 180958,0 | 4285520 | 6683470
Jia 166347,0 | 417675,0 | 589376,0
S 181243,0 | 4485720 | 656788.0

Y | 5285480 | 1294799,0 | 1914511.0

n 3 3 3

X 1761827 | 4315997 | 6381703
STDV 8519.1 156723 42650,5
%KV 4.84 3,63 6,68

700000 -

L= 600000 A *
33 SGAG00 /
z 400000 L+
3 300000 - v = 115497x + 68827
200000 - = R? =(.9963
100000 -
0 T - 1
0 2 4 6

Konsentrasi DEHP (ppm)
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Replikasi | Konsentrasi Standar DEHP (ppm)
1 3 5
1 132608.0 | 2893040 | 5617620
2 123048,0 | 3552320 | 5750520
3 | 121906,0 | 368710,0 | 491640,0
b3 377562,0 | 1013246,0 | 16284540
n 3 3 3
x 125854,0 | 3377487 | 542818,0
STDV 58769 42492 1 44816.8
%KV 4.67 12,58 8.26
Kurva S piking DEﬁPSampel 2
600000
« 500000 A ¢
£ 400000 |
; 300000 4 x
5 200000 4 v =104241x + 22751
R =0.9999
100000 4 . ®
0] T T T + T \
0 I 7 3 4 5 6
Konsentrasi DEHP (ppm)
Sampel 3
Replikasi | Konsentrasi Standar DEHP (ppm)
1 3 5
1 99875,0 | 188488.0 | 3293220
g 1049500 | 229862.0 | 378910,0
3 1104550 | 2296490 | 334408.0
) 315280,0 | 6479990 | 10426400
n 3 3 3
X 1050933 | 2159997 | 3475467
STDV 52915 238260 272802
%KV 42 .35 % 11,03 % 7,85 %

Kurva Spiking S ampel 3
400000 -

| o * |
| M) 4 .
L 300000 [
i < |
| § 200000 A .
'
! 100000 4 * Yy =60613x + 41040
‘ R?=0.9976

() 1 1 ¥ Ll T 1

0 1 2 3 4 5 6
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Lampiran 10

Data penentuan persen recovery DEHP dalam sampel

Perhitungan % recovery Sampel 1

Spiking standar DEHP 1 ppm | _Spiking standar DEHP 3 ppm

Spiking standar DEHP 5 ppm

Y =13562 +231893x

Y =13562 + 231893«

Y =13562 + 231893x

176182,7 =13562 + 231893x 4315997 =13562 + 231893x 638170,3 =13562 + 231893x
x=0713 ppm x =1800pnm x = 2,690 ppm
713 1,800 9 ,
%R = 0, -—x 100% %R = 8 x 100% YR = 2—2—0x 100%
N ,,,i7l’30% = 60,09% —~— = 53,87%

Doawvhituunagan 0/ wsscausse Qamaanl Y
FUiGituigan /0 FCCUVeiy Danapis «

Y T

Spiking standar DEHP 1 ppm

Spiking standar DEHF 3 ppm

T
{

Spiking standar DEHFP 5 ppm

" =13562 + 231893x
125854 =13562+ 231893x

¥ =13562 + 231893x
337748,7 =13562 +231893x

Y =13562 + 231893x
542818 =13562 + 231893x

% Recovery rata-rata sampel 2 =

[LY4

0T 46,60 70+ 45,649
3

1<in iZai /o FTECOVEry. Sampel 3

x = 0,4842 ppm x =1398 ppm x =2,282 ppm
%R = 0’184 x 100% %R = ~1’3398 %x100% %R = 2—233 x 100%
=48,42% =46,60% =45,64%
48,42% - %%

® ~46.89%

Spiking standar DEHP i ppm

Spiking standar DEHP 3 ppm

e

Spiking standar DEHP 5 ppm

Y =13562 + 231893«
105093,3 = 13562 + 231893x

Y =13562+231893x
215999,7 = 13562+ 231893x

Y =13562 +231893x
347546,7 = 13562 + 231893x

x =0395ppm x =0.873 ppm x =1441ppm
%R = 0—31% x100% %R = 0873 x100% %R = %ﬁl— x 100%
 =39,50% =29.10% =2881% i
% Recovery rata-rata sampel 3 = 39.50%+29,10%+ 2881% =3247%

3
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Lampiran 11

Hasil kromatogram HPLC

1. Panjang gelombang 270 nm 2. Flow eluen
o a. 1,0 mL/menit
E
A ?
~ m
m
(&)
R
i
LR
T
r
= ‘
1}
: [~
— | "
iy

Keterangan :

A = Metanol (1,369)
B = DEHP (4,332 dan 3,373)
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Keterangan :

C = Aseioniirii (3,750)

Haning Meilia Putri Pratama
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n-heksan

3. Pelarut organik
a. Toluen b.
N
-
-y
I~

l.18%5

Keterangan :

A = Metanol (1,185 dan 2.384)
B =Toluen (2,717)

C = Asetonitril (3,130)

D = Heksan (3,599)
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c. CCly 4. Optimasi pH
= _ _ -
?,l} n
e 0
<>u
l -
n

| 5 843

sTOF

o e

Keterangan :
A = Metanol (2,399 dan 1,769)

B = DEHP (5,431)
C = Asetonitril (3,264)
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7. Sampel 8. Spiking sampel 3 ppin 9. Siaundar DEHP 3 ppmi
- ‘x i 1
e | 0
| - | 0
I- ? I+ i i~
. | t -
5 -
I ~
@ ~ n & |
| y
N’
9
, g
7 - )
% -
“~oom W ~
1~ 10 B
0 in 4 . (
m G g 2 ! o
N « o | i
. B i m (gﬁ
'@ 4 .'\ /
I\ m N\j -
N ~
} Q ' t, | L
— - ‘3
) 4] i
] ]

Keterangan :

A = Metanol (1,770; 1,767 dan 1,768)
B = DEHP (4,636: 4,799 dan 4,796)
C = Asetonitril (3,075 dan 3,086)
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