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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang aplikasi ekstraksi tetesan mikro untuk analisis
estrogen sintetik etinilestradiol daiam iimbah domestik di daerah Surabaya dan
Sidoarjo. Etinilestradiol merupakan estrogen sintetik yang tergolong endocrine
disrupting compounds. Senyawa ini merupakan salah satu komponen pi
kontrasepsi. Lepasnya senyawa ini ke iingkungan memberikan efek yang negatif.
Oleh karena itu perlu dikembangkan suatu teknik preparasi sampel yang
mempunyai selektivitas dan sensitivitas yang tinggi untuk analisis senyawa ini.
Tujuan penelitian ini adaian mengoptimasikan dan menerapkan teknik ekstraksi
tetesan mikro untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik, menghasilkan
suatu metode preparasi sampel yang lebih sederhana, cepat, murah, selektif,
sensitif, dan ramah lingkungan untuk analisis etinilestradiol dalam limbah
domestik, mengidentifikasi penyebaran dan konsentrasi senyawa tersebut dalam
limbah domestik, dan memberikan informasi kepada instansi terkait tentang
penyebaran senyawa-senyawa tersebut di lingkungan untuk digunakan sebagai
pertimbangan dalam menyusun kebijakan-kebijakan yang berkaitan dengan
permasalahan lingkungan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis dan volume
pelarut organik, kecepatan pengadukan, dan waktu ekstraksi berpengaruh
terhadap efisiensi ekstraksi. Kondisi optimum ekstraksi tercapai jika menggunakan
pelarut toluena dengan volume 3 pl, dengan kecepatan pengadukan skala 4 dan
waktu ekstraksi 12 menit. Selain itu aplikasi ekstraksi tetesan mikro dapat
meningkatkan sensitivitas pengukuran karena mempunyai iimit deteksi yang lebih
kecil. Teknik ekstraksi tetesan mikro yang sudah dioptimasi dapata diaplikasikan
untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik dengan metode spiking
dengan recovery 97-103%.

Keywords: ekstraksi tetesan mikro; etiniiestradioi: limbah domestik
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Masalah

Ancaman pencemaran yang disebabkan oleh limbah domestik semakin
meningkat seiring dengan meningkatnya pertumbuhan penduduk yang sangat
pesat. Ironisnya keadaan ini tidak pernah disadari oleh masyarakat karena
kurangnya informasi mengenai jenis-jenis pencemar dan akibat yang dapat
ditimbulkannya jika lepas ke lingkungan kepada masyarakat. Hal ini diperparah
dengan tidak tersedianya instalasi pengolahan limbah domestik sehingga bahan-
bahan pencemar akan lepas ke lingkungan tanpa adanya proses pengolahan
fimbah. Salah satu bahan pencemar berbahaya tersebut adalah estrogen sintetik.

Estrogen sintetik termasuk senyawa golongan pengganggu fungsi endokrin
(endocrine disrupting compounds (EDCs)) yang mendapatkan perhatian yang
sangat luas dari peneliti dan pemerhati iingkungan karena efeknya yang
membahayakan kesehatan. Salah satu golongan estrogen sintetik adalah
etinilestradiol. Etinilestradiol telah digunakan secara luas dalam pil kontraseptik.
Kelebihan senyawa tersebut dalam tubuh akan dikeluarkan melalui urin dan
masuk ke lingkungan karena tidak adanya instalasi pengolahan limbah domestik.
Meningkatnya konsentrasi senyawa-senyawa tersebut di perairan dan sedimen
diduga sebagai penyebab timbulnya feminisasi pada ikan.

Baku mutu standar senyawa-senyawa tersebut yang dikeluarkan oleh
Badan Pengendalian Dampak Lingkungan Daerah Tingkat | Propinsi Jawa Timur
berada dalam tingkat konsentrasi yang sangat rendah. Selain itu senyawa-
senyawa tersebut biasanya berada dalam matriks yang sangat komplek. Oleh
karena itu diperlukan instrumen-instrumen analisis yang memiliki sensitivitas dan
selektivitas yang tinggi. lronisnya banyak laboratorium yang digunakan sebagai
rujukan untuk analisis rutin senyawa tersebut tidak dilengkapi dengan instrumen-
instrumen analisis yang memadai karena mahainya harga instrumen-instrumen
analiisis tersebut.

Rendahnya konsentrasi senyawa-senyawa tersebut di lingkungan, rendahnya

nilai standar baku mutu untuk senyawa-senyawa tersebut yang membutuhlan limit

4
i
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deteksi lebih rendah dari 0,1 ng/L, dan keberadaan senyawa-senyawa tersebut
dalam matriks yang komplek merupakan tantangan dalam bidang kimia anaiisis
karena terbatasnya instrumen anaiisis yang mampu mendeteksi senyawa-
senyawa tersebut daiam konsentrasi yang sangat rendah (nanoanaiisis). Oleh
karena itu diperlukan suatu teknik preparasi sampel yang dapat digunakan untuk
memisahkan senyawa target dari matriks dan memekatkannya sehingga dengan
konsentrasi yang sangat rendah masih dapat dianalisis menggunakan instrumen
analisis yang bersensitifitas rendah yang tersedia.

Analisis senyawa-senyawa tersebut dalam matriks biasanya diawalt dengan
proses ekstraksi konvensional yang berakibat pada rumitnya proses ekstraksi,
pelarut organik yang digunakan sangat banyak, dan waktu ekstraksinya lama,
yang berakibat pada tingginya resiko pencemaran lingkungan akibat limbah yang
dihasilkan dan tingginya biaya operasional untuk analisis (misalnya biaya
pengadaan zat kimia, baik berupa pelarut organik maupun reagen/pereaksi).

Beberapa peneliti telah melaporkan metode penentuan kadar etinilestradiol
yang diawali dengan proses ekstraksi untuk preparasi sampelnya, seperti
ekstraksi fasa padat (sofid phase extraction) dan penggunaan membran hollow
fiber yang dilanjutkan dengan analisis menggunakan GC dan HPLC dengan
berbagai macam detektor (Jurgens, 1999). Namun demikian, metode-metode ini
menghabiskan banyak waktu, intrumen analisisnya sangat mahal, dan persen
recoverynya sangat rendah (33.8%).

Teknik preparasi sampei yang sering digunakan adalah ekstraksi cair-cair.
Teknik ekstraksi cair-cair konvensionai biasanya dilakukan dengan menggunakan
labu pemisah (separatory funnel). Metode ini mempunyai beberapa kelemahan,
diantaranya adalah timbuinya emulsi, tingginya konsumsi pelarut organik yang
dibutuhkan, menghasilkan iimbah pelarut organik dalam jumlah yang besar,
proses ekstraksinya membutuhkan waktu yang lama, dan tidak dapat dilakukan
secara otomatis. Sementara itu teknik-teknik ekstraksi yang lain seperti ekstraksi
fasa padat (solid phase extraction), dan ekstraksi fasa padat mikro (solid phase
microextraction), masih sulit diterapkan untuk analisis rutin karena membutuhkan
instrumen analisis yang canggih dan mahal, prosesnya rumit, dan material yang

digunakan untuk ekstraksi tidak dapat didaur ulang.

~
£
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Sementara itu informasi yang berisi data base tentang penyebaran dan
konsentrasi senyawa tersebut di lingkungan belum ada. Padahai informasi
tersebut sangat penting untuk digunakan sebagai pertimbangan dalam menyusun
kebijakan-kebijakan yang berkaitan dengan permasalahan lingkungan.

Hasil penelusuran pustaka menunjukkan bahwa ekstraksi tetesan mikro
sangat efektif digunakan untuk ekstraksi, pemisahan, dan pemekatan senyawa-
senyawa organik. Derajat pemekatannya dapat diatur berdasarkan perbandingan
antara volume sampel dan voiume pelarut organik. Dengan derajat pemekatan
yang tinggi ini maka instrumen-instrumen analisis yang bersensitivitas rendah
masih dapat digunakan untuk analisis senyawa tersebut dengan limit deteksi yang
sangat rendah (dalam kisaran ng/L). Selain itu volume sampel dan pelarut organik
yang digunakan sangat sedikit (dalam kisaran mikroliter) dan limbah yang
dihasilkan dari proses analisis juga sedikit sehingga biaya analisisnya menjadi
murah dan resiko pencemaran oleh limbah yang dihasilkan dari proses analisis
tersebut menjadi rendah. Berdasarkan penelusuran pustaka belum ada peneliti
yang menerapkan ekstraksi tetesan mikro untuk analisis estrogen sintetik dalam
limbah domestik. Oleh karena itu penelitian ini sangatiah penting untuk dilakukan
karena keluaran penelitian ini diharapkan dapat digunakan untuk menyelesaikan
permasalahan-permasalahan tersebut diatas khususnya untuk menghasilkan
suatu metode preparasi sampel yang lebih sederhana, cepat, murah, selektif.
sensitif, dan ramah lingkungan untuk analisis estrogen sintetik dalam air limbah
domestik.

Dalam penelitian ini parameter-parameter penelitian yang meliputi kondisi
ekstraksi (pengaruh jenis dan volume pelarut organik, fama dan kecepatan
pengadukan) dan paremeter-parameter analitik (akurasi, presisi, linearitas, iimit
deteksi, dan limit kuantitasi) telah dioptimasi. Kemudian kondisi optimumnya

digunakan untuk analisis etinilestradiol dalam air limbah domestik.

~
o]
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1.2. Rumusan Masalah Penelitian
Berdasarkan latar belakang di atas, maka masailah penelitian ini adalah
sebagai berikut:
a. Apakah teknik ekstraksi tetesan mikro dapat digunakan sebagai tahap
preparasi sampel pada penentuan kadar etinilestradiol?
b. Apakah teknik ekstraksi tetesan mikro dapat diaplikasikan untuk penentuan

kadar etinilestradioi dalam limbah domestik?

c. Bagiamanakah penyebaran etinilestradiol dalam limbah domestik di daerah
Surabaya ?

4
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BAB i
TUJUAN PENELITIAN

Tujuan penelitian ini adalah:

1. mengoptimasikan dan menerapkan teknik ekstraksi tetesan mikro untuk analisis
etinilestradiol dalam limbah domestik;

2. menghasilkan suatu metode preparasi sampei yang lebih sederhana, cepat,
murah, selektif sensitif, dan ramah lingkungan untuk analisis etinilestradiol

daiam limbah domestik;

w

. mengidentifikasi penyebaran dan konsentrasi senyawa tersebut dalam limbah

domestik;
4. memberikan informasi kepada instansi terkait tentang penyebaran senyawa-
senyawa tersebut di lingkungan untuk digunakan sebagai pertimbangan dalam

menyusun kebijakan-kebijakan yang berkaitan dengan permasaiahan
iingkungan.

~
3
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BAB lii
TINJAUAN PUSTAKA

3.1. Teknik Preparasi Sampel

Teknik-teknik analisis sampei telah berkembang dengan pesat sejak
beberapa dekade. Instrumentasi analisis seperti kromatografi, spektroskopi dan
mikroskopi serta sensor dan alat-alat mikroanalisis telah berkembang dengan
pesat. Walaupun instrumen analisis yang dikembangkan sampai saat ini sangat
kompleks dan canggih, pengukuran sampei seringkali belum dapat dilakukan
secara langsung. Dengan kata lain, tahap pretreatmen masih sangat penting
yang dikenai sebagai tahap preparasi sampel yang bertujuan untuk memekatkan,
clean up, and meningkatkan sensitivilas pengukuran. Preparasi sampel
merupakan tahap yang sangat penting dalam proses analisis. Tahap ini umumnya
membutuhkan waktu yang sangat iama. Sayang sekali teknik preparasi sampel
belum mendapat perhatian yang memadai sebeium berkembangnya industri sejak
dua dekade terakhir, khususnya industri farmasi dan industri-industri yang
berkaitan dengan lingkungan yang sangat membutuhkan teknik preparasi sampei
yang handal karena banyaknya sampel yang harus dianalisis. Kedudukan

preparasi sampel dalam proses analisis ditunjukkan pada gambar 3.1.

Sampling —>| Preservasi sampel 3 Preparasi sampel % Analisis
£

i
i £
i

i £

"3

| = |
i i | 1

o~

| Ekstraksi § }
Prekonsentrasi : ’

L |

Derivatisasi

ey
Homogenisasi :

Gambar 3.1 Tahapan pada proses analisis

3.2. Ekstraksi
3.2.1 Klasifikasi Ekstraksi

Teknik preparasi sampel dalam proses analisis umumnya terdiri dari
homogenisasi, ekstraksi, dan derivatisasi yang bertujuan untuk mengisolasi

senyawa target dalam sampei dari matrik yang sangat kompleks dan
6
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memekatkannya. Ekstraksi sangat bervariasi pada tingkat selektifitas, kecepatan,
dan kehandalannya dan tidak hanya tergantung pada pendekatan-pendekatan
dan kondisi yang digunakan tetapi juga tergantung pada konfigurasi fasa-fasa
ekstraksi.

Teknik ini semakin mendapatkan perhatian yang lebih luas sejak
ditemukannya teknologi ekstraksi non tradisional. Teknologi ini memberikan
beberapa keuntungan karena penggunaan pe;arut organik dapat diminimalkan,
dapat dilakukan secara otomatis. dapat dibuat dalam skala yang sangat kecil
(miniatur) dan dapat diapilkasikan secara in situ maupun in vivo. Namun demikian,
walaupun teknik-teknik ini mudah untuk dioperasikan, tahapan optimasinya juga
harus dilakukan. Optimasi dari proses ekstraksi akan meningkatkan kinerja proses
analisis secara keseluruhan. Desain yang benar pada alat-alat yang digunakan
untuk proses ekstraksi dan penggunaan prosedur ekstraksi yang benar akan
menghasitkan suatu teknik yang handal. Klasifikasi ekstraksi secara umum

ditunjukkan pada gambar 3.2.

! Extraction Techniques E

i i .
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SPE = Solid Phase Extraction; SFE = Supercritical Fluid Extraction; PFE = Pressurized Fluid Extraction; SPME = Solid
Phase Microextraction; LLE = Liquid Liquid Extraction ; MAE = Microwave Assisted Extraction; LLME = Liguid Liquid
Microextraction; SLM = Supported Liquid Membrane extraction; MMLLE = Microporous Membrane Liquid-Liquid Extraction:
PME = Polymeric Membrane Extraction; MESI = Membrane Exiraction with Sorbent interface

Gambar 3.2 Klasifikasi teknik ekstraksi

3.2.2 Ekstraksi Tetesan Mikro
Ekstraksi tetesan mikro adaiah teknik ekstraksi cair-cair menggunakan

pelarut organik dalam jumiah sangat sedikit (dalam kisaran mikroliter) yang
7
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dibiarkan menggantung di ujung jarum syring dan diletakkan di dalam larutan
sampel. Larutan sampel selalu diaduk dengan bantuan pengaduk magnetik
supaya transfer massa senyawa target ke pelarut organik berlangsung sempurna
{Liu dan Dasgupta, 1996).

Berdasarkan jenis aliran larutan sampel, ekstraksi senyawa target dengan
teknik ini dapat dilakukan dengan dua cara yaitu sistem batch dan sistem
kontinyu. Dalam sistem batch sejumlah volume pelarut organik di ujung syring
dimasukkan ke dalam sejumiah volume sampel. Kemudian larutan sampei diaduk
terus-menerus dengan menggunakan pengaduk magnetik. Setelah proses
ekstraksi maka pelarut organiknya ditarik kembali ke dalam syring dan diinjeksikan
langsung ke instrumen analisis (HPLC atau GC) Sedangkan dalam sistemn
kontinyu pelarut organik di ujung syring diletakkan dalam suatu mikro reaktor yang
dialiri sampel sehingga proses ekstraksi terjadi secara kontinyu. Dengan cara
yang sama pelarut organiknya ditarik kembali ke dalam syring dan diinjeksikan
tangsung ke instrumen analisis (HPLC atau GC). Jika Skema ekstraksi tetesan

mikro secara batch dan kontinyu ditunjukkan oleh gambar 3.3.

A
—— sampel — W

- pelarut organik —\_, ) My
h i/ ll

— magnetik stirer |

sistim batch sistim kontinyu

Gambar 3.3 Skema ekstraksi tetesan mikro sistim batch dan kontinyu

8
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imirnersion head space

Gambar 3.4 Skema ekstraksi tetesan mikro sistem immersion dan head space

Berdasarkan posisi tetesan mikro pelarut organiknya, ekstraksi senyawa
target dengan teknik ini dapat dilakukan dengan dua cara yaitu sistem immersion
dan sistem head space. Dalam sistem immersion sejumlah volume pelarut organik
di ujung syring dimasukkan ke daiam sejumiah volume sampel. Kemudian farutan
sampei diaduk terus-menerus dengan menggunakan pengaduk magnetik. Setelah
proses ekstraksi maka pelarut organiknya ditarik kembali ke dalam syring dan
diinjeksikan langsung ke instrumen analisis (HPLC atau GC). Sedangkan daiam
sistem head space pelarut organik di ujung syring diletakkan di atas larutan
sampei sehingga tetesan pelarut organik tidak kontak secara iangsung dengan
farutan sampei. Dengan cara yang sama pelarut organiknya ditarik kembali ke
dalam syring dan diinjeksikan langsung ke instrumen analisis (HPLC atau GC).
Sistem immersion biasanya digunakan untuk ekstraksi analit yang tidak mudah
menguap (non volatii), sedangkan sistem head space digunakan untuk ekstraksi
analit yang mudah menguap (volatil).

Selama proses ekstraksi, transfer massa analit terjadi secara dinamik dari
iarutan sampel ke pelarut organik yang sangat dipengaruhi oleh koefisien
distribusi analit. Faktor-faktor lain yang berpengaruh diantaranya adaiah volume
sampel, jenis dan volume pelarut organik, kecepatan pengadukan, pH larutan
sampel, dan kecepatan laju aiir sampel (untuk sisitim kontinyu). Jika semua analit

terekstraksi secara sempurna ke dalam pelarut organik maka akan terjadi

~
o

Laporan Penelitian Nanoekstraksi tetesan mikro untuk analisis ... Usreg Sri Handajani



ADLN - Perpustakaan Unair

pemekatan. Derajat pemekatan teoritis adalah perbandingan antara volume
sampel dan volume pelarut organik.
3.2.2.1. Teori ekstraksi tetesan mikro

Proses mikroekstraksi dipicu oleh adanya perbedaan konsentrasi analit
antara dua fasa yang saling tidak bercampur (fasa cair dan fasa organik). Transfer
massa dari analit dari fasa cair ke fasa organik akan beriangsung terus-menerus
sampai kesetimbangan dinamiknya tercapai atau jika proses ekstraksinya
dihentikan setelah waktu tertentu.

Setelah kesetimbangan, maka banyaknya anaiit yang terdistribusi di dalam
kedua fasa seharusnya sama dengan jumiah analit mula-mula yang terdapat

dalam fasa cair seperti dituliskan dalam persamaan:

CAaanq + CAOVO = CA‘oaanq ........................................... 3.1

dengan ketentuan C,°? dan C,° adalah konsentrasi analit dalam sampel dan

dalam fasa organik. V% dan V° adalah volume sampel dan volume pelarut

9 adaiah konsentrasi analit mula-muia

organik (fasa organik). Sedangkan CA,oa
daiam sampei. Kesetimbangan massa anaiit di daiam pelarut organik dirumuskan

sebagai berikut: (Jeannot dan Cantwell, 1996)

w
N

d(C2V°) = KA [Ka CA%9-CpT
dt

dengan ketentuan A; adalah luas area dari tetesan pelarut organik yang setara
dengan (V°)2/3, K, adalah koefisien partisi kesetimbangan dan k°o adalah

koefisien transfer massa total analit Dalam teori dua film k% dirumuskan

sebagai:

“
{

0

Laporan Penelitian Nanoekstraksi tetesan mikro untuk analisis ... Usreg Sri Handajani



ADLN - Perpustakaan Unair

dengan k° dan k®¥ adalah koefisien transfer massa untuk analit di dalam lapisan
film pelarut organik dan fasa cair.

Dengan mengasumsikan bahwa volume dari pelarut organik tetap maka
niiai A; juga tetap. Kombinasi antara persamaan 3.1 dan 3.2 akan menghasiikan
persamaan:

Cohy = 0% g™ 24
~ A \” V/-\ L 1 \r .

dengan ketentuan CAO’eq adalah konsentrasi analit dalam pelarut organik pada

kesetimbangan dan A adalah konstanta kecepatan yang keduanya dirmuskan

sebagai berikut:

O,eq _ aqy sa
Ca ™z Ko Caor VT el als P aNe . 3.5

v/29 4w /O

v T OI\AV

Persamaan 3.6 menunjukkan parameter-parameter yang mempengaruhi waktu

yang dibutuhkan untuk ekstraksi. Dengan menggunakan modei sederhana di atas

maka dapat ditunjukkan bahwa jika nilai k° diperbesar sementara nilai V° dan
V% diperkecil menghasilkan proses ekstraksi yang lebih cepat.

Maksimalisasi nilai K°; dapat dilakukan dengan cara memperbesar nilai
kag dimana nilai k° seringkali jauh lebih besar dibandingkan dengan nilai k**
Koefisien transfer massa, k¢ berhubungan dengan difusifitas analit dalam fasa
cair (Da*%) dan ketebaian konstan fiim (8) di sekitar tetesan pelarut organik, yang

dikenal juga sebagai difusi film Nernst.

Pendekatan modei di atas dilakukan dengan mengasumsikan bahwa

volume tetesan pelarut organik tidak berubah seiama proses eksiraksi. Tetapi

—
—
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kenyataannya, selama proses ekstraksi sebagian pelarut organik akan far
Bahkan seringkali volumenya tinggal setengahnya setelah 30 menit proses
ekstraksi. Pelarut organik mula-mula hanya terdapat pada tetesan mikro yang

akhirnya sebagian terdistribusi diantara dua fasa.

CWVA + oV = pVol e 38

dengan ketentuan P adalah densitas pelarut organik, C.** adalah konsentrasi
pelarut organik dalam fasa cair dan VOO adalah volume pelarut organik mula-mula.

Sehingga kesetimbangan massa dinamik dari pelarut organik dapat dinyatakan

sebagai:

pedV® = VH9C A = KAICITFICIY ..o 3.9
dt dt

dengan ketentuan Ks adalah koefisien transfer massa dari pelarut organik dalam
film fasa cair dan C;°*°% adalah konsentrasi kesetimbangan pelarut organik dalam

fasa cair (kelarutan pelarut organik dalam fasa cair). Nilai ks dapat diperoieh

secara eksperimen tanpa menggunakan analit selama karakteristik agitasi dijaga

konstan. Kombinasi antara persamaan 3.2 dan 3.9 menghasilkan persamaan:

dCA® = K%A[KACA® — C.O1 + KACAYC* - C........ 3.10
dt Ve Vops

Persamaan 3.10 memberikan estimasi yang lebih baik tentang dinamik dari

mikroekstraksi.

3.2.2.2. Faktor-faktor yang berpengaruh terhadap ekstraksi tetesan mikro
Penambahan garam

Penambahan garam pada sampel dapat mempengaruhi efisiensi ekstraksi
analit karena dapat meningkatkan kekuatan ionik larutan. Tergantung pada
Kelarutan analit, efisiensi ekstraksi umumnya meningkat dengan meningkatnya

konsentrasi garam dalam iarutan dan polaritas dari analit (salting out effect).
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Namun demikian, fakta yang berlawanan dapat juga terjadi dalam ekstraksi
tetesan mikro untuk beberapa jenis senyawa seperti klorobenzena (Wang et ai.,
1998) dan sebagian besar bahan peledak golongan nitroamin (Psillakis dan
Kalogerakis, 2001). Telah diasumsikan bahwa selain saiting out effect, adanya
garam dalam sampel menyebabkan second effect dan mengubah sifat fisik dari
film ekstraksi. Hal ini dapat menurunkan kecepatan difusi analit ke dalam tetesan

mikro.

pH

pH larutan sampel akan mempengaruhi efisiensi ekstraksi jika analitnya
berupa senyawa asam atau basa. Pada proses mikro ekstraksi, pengaturan pH
yang menyebabkan analit berisfat netral dapat meningkatkan efisiensi
ekstraksinya. Oleh karena larutan bufer harus digunakan untuk meningkatkan
reprodusibilitas pengukuran. Selain itu filtrasi sampel periu dilakukan untuk
mencegah terjadinya pelepasan tetesan mikro karena bertabarakan dengan
partikel-partikel yang tidak iarut yang terdapat dalam sampel (de Jager dan
Andrews, 2001).

Pengadukan sampel

Pengadukan sampel selama proses ekstraksi dapat meningkatkan efisiensi
ekstraksi dan mempersingkat waktu untuk mencapai kesetimbangan
termodinamik. Penggunaan pengaduk magnetik pada proses ekstraksi tetesan
mikro dapat meningkatkan efisiensi ekstraksi secara signifikan yang dituniukkan
dengan meningkatnya signai instrumen analisis pada semua kasus. Namun
demikian, ada batasan tertentu pada kecepatan pengadukan sehingga tetesan
mikro tidak lepas dari jarum syring atau tidak larut dalam fasa cair khususnya jika
dibutuhkan waktu yang lama untuk proses ekstraksinya (Jeannot dan Cantwell,
1996, de Jager dan Andrews, 2001). Penggunaan pengaduk magnetik yang kecil,
kecepatan engadukan yang konstan, dan pengaturan temperatur yang konstan
sangat diperlukan untuk menghasilkan data dengan presisi yang baik (de Jager
dan Andrews, 1999).

i3
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Jenis pelarut organik

Pemilihan jenis pelarut organik yang tepat merupakan faktor yang sangat
penting dalam proses ekstraksi, khususnya ekstraksi tetesan mikro. Prinsip like
dissolves like dapat digunakan untuk menentukan pelarut organik yang sesuai.
Penentuan jenis pelarut organik harus didasarkan pada parameter selektifitas,
efisiensi ekstraksi, kemungkinan hilangnya tetesan mikro, kecepatan pelarutan

pelarut organik dalam fasa cair dan toksisitas dari pelarut organik tersebut.

Waktu ekstraksi

Ekstraksi tetesan mikro bukanilah jenis ekstraksi total. Walaupun signal
pengukuran yang maksimum dapat dicapai jika ekstraksinya mencapai
kesetimbangan, pengukuran sampel tidak harus dilakukan setelah tercapainya
kesetimbangan untuk memperoleh hasil yang mempunyai presisi dan akurasi
yang baik. Waktu ekstraksi yang terlalu lama justru dapat menyebabkan pelarutan
pelarut organik ke dalam fasa cair dan resiko lepasnya tetesan mikro dari jarum
syring. Waktu ekstraksi biasanya disesuaikan dengan waktu yang dibutuhkan
untuk analisis satu sampel menggunakan teknik kromatografi sehingga proses
analisis menjdi efisien (Psillakis dan Karogelakis, 2001). Jika waktu ekstraksi yang
dipilih adalah waktu sebelum kesetimbangan, maka penentuan waktunya harus
sama antara sampel yang satu dengan sampel yang lain supaya presisi

pengukurannya baik (He dan Lee, 1997).

Volume pelarut organik

Penggunaan volume pelarut organik yang lebih besar umumnya
memperbesar efisiensi ekstraksi. Tetapi volume tetesan yang iebih besar
mempunyai beberapa kelemahan diantaranya adalah tidak stabii, mudah lepas,

dan menyebabkan pelebaran peak pada analisis menggunakan GC.

3.2.2.3. Aplikasi ekstraksi tetesan mikro

Liu dan Dasgupta (1996) adalah peneliti pertama yang melaporkan
penggunaan ekstraksi tetesan mikro. Mereka menggunakan teknik ini untuk
menentukan kadar senyawa kompleks yang terbentuk karena reaksi antara

metilen biru dan natrium lauril sulfat dengan cara mengekstraksi senyawa
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kompleks tersebut dengan 1.3 pl pelarut organik (kioroform) yang diletakkan pada
ujung jarum sebuah syring. Kemudian dalam waktu yang bersamaan, Jeannot dan
Cantwell (1996) memperkenalkan suatu teknik ekstraksi pelarut mikro dengan
cara meletakkan sejumlah volume pelarut organik (8 ul) yang mengandung
internal standar pada ujung pipa kapiler yang terbuat dari teflon. Kemudian pipa
kapiler ini dicelupkan ke dalam larutan sampei yang mengandung 4-metii-
asetophenon. Setelah beberapa menit, pipa kapiler diangkat dan dengan bantuan
mikro syring, larutan sampel diambil dan diinjeksikan ke gas kromatografi. Namun
demikian, penggunaan pipa kapiler dari teflon dianggap tidak efektif dan peneliti
lebih suka menggunakan teknik tetesan mikro.

Teknik ini kemudian digunakan untuk menentukan kadar malathion, 4-metil-
asetofenon, 4-nitro-toluena dan progesteron menggunakan 1 pl pelarut organik
(Jeannot dan Cantwell, 1997). Selanjutnya, Jeannot dan Cantwell (1997)
menggunakan teknik ekstraksi tetesan mikro untuk mengisolasi progesteron
bebas dari larutan yang mengandung protein. Ma dan Cantwell (1999) berhasil
menggabungkan teknik mikro ekstraksi pelarut dengan teknik ekstraksi balik
menjadi teknik ekstraksi tetesan mikro untuk clean up dan prekonsentrasi analit
yang terdiri dari metampetamin, mepentermin, 2-fenil etii amin dan
metoksipenamin. Pada teknik ini sebanyak 30 pl n-oktana diletakkan di tengah-
tengah cincin teflon yang diletakkan tepat di atas larutan sampel dalam sebuah
botol sampel dengan volume 1,6 mi dan pH 13. Kemudian, dengan bantuan mikro
syring sebanyak 1 pi larutan bufer pH 2.1 diletakkan di ujung jarum syring dan
ditempatkan di dalam larutan n-oktana sehingga analit mula-mula terekstraksi ke
dalam fasa organik kemudian terekstraksi balik ke dalam larutan bufer ber pH
asam.

De Jager dan Andrews (1999) telah melaporkan penggunaan teknik
ekstraksi tetesan mikro untuk analisis 11 macam senyawa pestisida organoklor.
Volume pelarut organik sebanyal 2 pi digunakan dalam eksperimen ini. Walaupun
koefisen korelasinya baik, namun reprodusibilitasnya rendah. Hal ini ditunjukkan
dengan nilai simpangan baku relatifnya yang cukup besar (24,5%). Limit deteksi
yang diperoleh sebesar 0,25 pg/l. Kombinasi antara ekstraksi tetesan mikro
dengan GC sistem cepat (fast GC) untuk analisis organoklorin dalam sampel air

juga telah dilakukan (de Jager dan Andrews, 2000).
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Liu dan Lee (2000) memperkenalkan teknik baru yaitu ekstraksi tetesan
mikro secara kontinyu untuk analisis nitroaromatik dan klorobenzena. Pada teknik
ini ekstraksi dilakukan pada vial yang terbuat dari kaca dengan volume total
sekitar 0,5 ml. Vial tersebut dihubungkan dengan kapiler yang terbuat dari
polyetereterketon (PEEK) yang berfungsi untuk mengalirkan sampel dan pelarut
organik. Ekstraksi dilakukan secara kontinyu dengan cara mengalirkan sampel
melalui vial yang telah diisi dengan pelarut organik pada ujung saluran masuk
sampel ke vial sehingga sampeil dan pelarut organik kontak secara langsung.
Setelah ekstraksi selesai, maka pelarut organik diambil menggunakan syring GC
dengan volume 10 pi dan diinjeksikan ke injektor GC.

Psillakis dan Kalogerakis (2001) mengaplikasikan teknik ekstraksi tetesan
mikro untuk analisis 11 macam bahan peledak nitroaromatik. Volume pelarut
organik sebanyak 1 pl digunakan untuk proses ekstraksi. Optimasi metode
dilakukan dengan cara mengamati beberapa parameter diantaranya jenis pelarut
organik, kecepatan pengadukan dan ionic strength larutan. Hasil penelitiannya
menunjukkan bahwa penambahan garam dalam larutan sampel menurunkan
efisiensi ekstraksi. Menurut mereka, adanya garam pada larutan sampei
menurunkan kecepatan difusi analit karena terjadinya perubahan sifat-sifat fisika
dari film difusi Nernst.

Analisis kokain, kokaetilena, ecgonine metil ester, dan anhidroecgonine
metil ester di dalam urin menggunakan ektraksi tetesan mikro juga telah
dilaporkan (de Jager dan Andrews, 2001). 2 pi kloroform digunakan untuk
mengekstraksi senyawa-senvawa tersebut dalam 2 ml sampel. Kinerja dari
metode tersebut dievaluasi dengan menganalisis senyawa-seyawa tersebut dalam
matriks yang berbeda yaitu air terdestilasi, urin buatan, dan urineyang dispike
dengan seyawa-senyawa tersebut.

Palit et al (2005) menggunakan teknik ekstraksi tetesan mikro untuk
analisis senyawa-senyawa yang biasanya digunakan dalam pengembangan
senjata kimia secara GC/MS. Pelarut organik yang digunakan adalah campuran
diklorometana dan karbon tetra kiorida dengan perbandingan 3:1 (v/v). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa waktu optimum untuk proses ekstraksi adalah 30
menit dengan kecepatan pengadukan 300 rpm. Selain itu efisiensi ekstraksi dapat

ditingkatkan jika konsentrasi garam dinaikkan sampai 30%.
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Analisis insektiisida dalam air menggunakan ekstraksi tetesan mikro juga
telah dilaporkan oleh Lambropoulou et al (2004). Dalam penelitian ini teiah
dianalisis 10 jenis insektisida organofosfor. Ekstraksi dilakukan menggunakan
pelarut organik toluena sebanyak 1,5 pyl dengan penambahan garam 2,5% pada
sampel. Limit dteksi berkisar antara 0,01-0,073 pg/l. Peneliti yang sama
(Lambropoulou dan Albanis, 2004) juga menggunakan ekstraksi tetesan mikro
untuk analisis antifouling agent dalam sampel air. Klorotalonil, diklofluanid, dan
Sea nine 211 digunakan sebagai senyawa model. Dengan metode ini derajat
prekonsentrasi lebih besar dari 10,7 dapat dicapai, sedangkan limit deteksinya
berkisar antara 0,25-3 ng/l.

Fiamegos et al (2004) menggunakan teknik ekstraksi tetesan mikro untuk
menentukan kadar asam amino sebagai derivatnya secara GC. 12 jenis asam
amino dalam matriks urin digunakan dalam penelitian ini. Etanol-piridin dan
etilkloroformat (4:1) digunakan sebagai derivatif agent. Pelarut organik yang
diguakan adalah campuran kloroform dan toluena dengan perbandingan 3:1.
Besarnya limit deteksi dilaporkan sebesar 0,01-0,025 pyg/ml untuk GC-FID dan
0,26-68 ng/mi untuk GC-MS(SIM).

Ekstraksi tetesan mikro juga diaplikasikan untuk analisis senyawa target
dalam bahan makanan (Batlle dan Nerin, 2004). Sebanyak 7 jenis dialkil pftalat
yang biasa terdapat dalam bahan makanan diekstraksi dari matriks makanan
sebelum dianalisis dengan GC-FID. Recoverynya dengan metode spiking
dilaporkan sebesar 85-115%.

Lopez-Blance et al (2003) membandingkan SPME dan ekstraksi tetesan
mikro untuk anaiisis a- dan @-endosulfan dalam sampel air secara GC-ECD
(electron capture detector). Endosulfan adalah golongan pestisida yang
konsentrasinya di perairan tidak boleh lebih dari 1 ug/l dan 0,1 ug/i dalam air
minum. Dalam penelitian ini 1,5 pl isooktan digunanakan untuk mengekstraksi
analit. Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa efisiensi ekstraksi dipengaruhi
oleh kecepatan pengadukan, suhu, dan penambahan garam.

Teknik ekstraksi tetesan mikro tidak hanya digunakan untuk analisis
senyawa organik, tetapi juga dapat diaplikasikan untuk analisis senyawa
anorganik. Das et al (2004) membandingkan ekstraksi tetesan mikro dan sofid

phase microextraction (SPME) untuk analisis iodin dalam sediaan farmasi, garam
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beriodium, susu, dan sayuran sebagai bentuk derivatifnya, 4-iodo-N,N-
dimetilanilin, secara GC/MS. Hasil penelitianmenunjukkan bahwa limit deteksi dari
metode yang menggunakan ekstraksi tetesan mikro ternyata lebih rendah
dibandingkan dengan yang menggunakan SPME. Kedua metode menunjukkan
linearitas pada rentang konsentrasi 0,1 ug-10 mg/l dengan recovery rata-rata

100,7% dan simpangan baku relatif rata-rata 3,1%.

3.3. Etinilestradiol

Etinilestradiol termasuk dalam golongan estrogen sintetik. Sedangkan
estrogen merupakan salah satu golongan senyawa pengganggu fungsi endokrin
(endocrine disrupting compounds (EDCs)) yang mendapatkan perhatian yang
sangat luas dari peneliti dan pemerhati lingkungan karena efeknya yang
membahayakan kesehatan. Etinilestradiol telah digunakan secara luas dalam pil
kontraseptik.

Selain digunakan sebagai kontraseptik, estrogen secara umum digunakan
untuk manajemen sindrom yang diakibatkan oleh proses menopause dan post
menopause, untuk terapi defisiensi estrogen, dan untuk terapi kanker prostat pada
laki-laki serta kanker payudara khusunya bagi wanita yang sudah mengalami
masa menopause.

Struktur etinilestradiol ditunjukkan oleh gambar 3 di bawah ini.

CH,
OH
—C=CH

|

7
HO XX

Gambar 3.5 Struktur etinilestradiol

Estrogen sintetis masuk ke lingkungan karena hasil pembuangan limbah

industrit maupun limbah rumah tangga dan seringkali terkonjugasi sebagai
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senyawa glukuronida maupun sulfat. Senyawa-senyawa tersebut dapat berubah
kembali menjadi senyawa induknya (tidak terkonjugasi) yang mempunyai sifat
pencemar yang lebih tinggi (Ternes et al. 1999). Biasanya konsentrasi estrogen di
lingkungan perairan berada pada tingkat lebih kecil dari ng/L sampai 10 ng/L.
Diantara senyawa-senyawa golongan estrogen etinilestradiol mendapatkan
perhatian yang tinggi karena tingginya efek estrogenik dari senyawa ini.
Rendahnya polaritas senyawa ini, dengan koefisien partisi oktanoil-air 10° sampai
10°, menyebabkan senyawa ini mudah sekali teradsorpsi oleh sedimen. Menurut
Jurgens (1999) sebanyak 13-92% estrogen vang masuk ke lingkungan akan
teradsorpsi oleh sedimen dalam jangka waktu 24 jam pertama setelah kontak.

Setiap tahun golongan senyawa terus disintesis untuk keperluan industri
dan rumah tangga yang akhirnya dapat lepas ke lingkungan yang berakibat
meningkatnya resiko pencemaran lingkungan. Oleh karena itu, penanganan
aktifitas senyawa-senyawa ini dalam matriks yang komplek di lingkungan
membutuhkan prosedur yang terintegrasi antara analisis secara kimia dan bio
assay.

Rendahnya konsentrasi senyawa-senyawa ini membutuhkan metode
preparasi sampel yang efekiif dan metode analisis yang selektif dan sensitif.
Metode preparasi sampel yang bisa digunakan diantaranya adalah metode
immuno sorben, dual coiumn switching LC-MS, dan ekstraksi fasa padat secara
on iine (Barcelo et al., 2003).

Beberapa metode untuk anaiisis etinilestradioi yang diawali dengan
preparasi sampel sudah dilaporkan, diantaranya adalah derivatif spektrometri
(Berzas et al, 1997), HPLC dengan detektor fluoresen (Gatti et al, 1998),
ekstraksi fasa padat yang diikuti dengan analisis GC yang digabung dengan
lonisasi  kimia negative spektrometri massa sebagai turunan dari
pentafluorobenzoil (Xiao et al, 2001) and pentafluorobenzil-trimetilsilil (Nakamura
et al, 2001), ekstraksi fasa padat yang diikuti dengan solid GC/MS/MS sebagai
turunan campuran N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroasetamida (MSTFA),
trimetilsitilimidazol (TMSI), and ditioeritrol (DTE) (Ternes et al., 1999), ekstraksi
fasa padat yang diikuti analisis HPLC dengan detektor diode array-spektrometri
massa (de Alda dan Barcelo, 2001), kromatografi afinitas dengan kolom tripeptida

{Tozzi et al., 2002), GC-MS (Hernandez-Carrasquilla, 2001; Sawaya et al., 1998),
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ekstraksi fasa padat yang diikuti LC tandem spektrometri massa (lsobe et al.,
2003), dan dialisis dua fasa yang diikuti GC tandem spektrometri massa (Durant et
al., 2002). De Alda dan Barcelo (2000) telah melaporkan analisis etinilestradiol
dengan HPLC menggunakan detector diode array yang diawali dengan ekstraksi
fasa padat sebagai teknik preparasi sampelnya. Maller (2003) menyarankan suatu
metode preparasi sampel etinilestradiol yang didasarkan pada ekstraksi semi
otomatis menggunakan membran holiow fiber dan selanjutnya dianalisis dengan
GC-MS. Namun demikian, metode ini sangat tidak efektif karena waktu
ekstraksinya yang lama, dimungkinkan terjadinya kebocoran larutan aseptor, dan
persentase recoverynya sangat rendah (33.8%).

Lagana et al. (2000) telah melaporkan analisis estrogen menggunakan LC-
MS-MS dengan hasil yang lebih baik jika dibandingkan dengan GC-MS
konventional dalam hal kecepatan analisis, kesalahan, dan sensitifitasnya. Namun
demikian instrumen-instrumen tersebut sangat mahal dan hanya ada di beberapa
laboratorium di seluruh dunia. Oleh karena itu preparasi sampel melalui proses
ekstraksi sangat diperlukan yang bertujuan untuk mengisolasi senyawa target dari
matriks dan memekatkannya sehingga dengan konsentrasi yang sangat rendah
masih dapat terdeteksi oleh instrumen analisis.
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BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Kimia FMIPA Unair selama 8 bulan

dengan sistim batch dan immersion.

4.2. Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat HPLC
dari Hewlet-Packard yang dilengkapi dengan integrator, peralatan gelas dan
timbangan analitik untuk pembuatan larutan standar, jirigen dan botol plastik
untuk tempat sampel, dan syring untuk melakukan proses ekstraksi tetesan mikro
dan untuk menginjeksikan sampel ke injektor pada HPLC. Kolom yang digunakan
adalah kolom tipe C18 dengan panjang 12,5 cm, diameter dalam 4 mm dengan
ukuran partikel 4 ym.

Bahan kimia yang digunakan berderajat pro analisis kecuali yag digunakan
untuk eluen berderajat HPLC grade. Bahan-bahan yang digunakan adalah
asetonitril, metanol, air, n-heksana, n-heptana, kloroform, karbon tetra kiorida,
toluena, n-butanol, dan etinilestradiol. Sedangkan sampel yang digunakan adalah
limbah cair domestik/rumah tangga dari beberapa wilayah di Surabaya dan

Sidoarjo Kota.

4.3. Jenis dan Lokasi Pengambilan Samipel

Jenis sampel penelitian adalah limbah domestic rumah tangga yang
berupa cairan dan diperoleh dari Surabaya Utara, Surabaya Timur, Surabaya
Selatan, Surabaya Barat, dan Sisdoajo Kota. Tim peneliti akan mengerjakan
penelitian untuk daerah Surabaya Selatan, dan Sidoarjo kota sedangkan
mahasiswa bimbingan skripsi mengerjakan penelitian untuk daerah Surabaya
Utara, Surabaya Barat, dan Surabaya Timur. Pengambilan sampel dilakukan
secara serentak pada tanggal 19 Nopember 2005 mulai pagi hari hingga siang
hari. Pengambilan sampel dilakukan terutama di daerah-daerah yang padat
penduduk dan mempunyai sistem pembuangan air (selokan). Di setiap daerah

diambil 3 sampel yang dianggap mewakili daerah-daerah tersebut terutama dari
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segi geografis. Sampel diletakkan di dalam jirigen plastik ukuran 2 liter yang telah

diberi label lokasi pengambilan sampel dan waktu pengambilan sampel.

4.4. Teknik Preservasi Sampei

Sampel disaring dengan kertas saring nitroasetat dengan ukuran pori 0,45
pm untuk menghilangkan padatan yang ada dalam sampel sehingga diperoleh
sampel yang sangat jernih. Penyaringan dibantu dengan penyedot vakum untuk
mempercepat proses penyaringan. Sampel yang sudah disaring diletakkan dalam
botol plastik yang sudah diberi iabel dan disimpan dalam freezer untuk

menghindari proses biodegradast sampel selama penyimpanan.

4.5. Pembuatan Larutan
4.5.1. Pembuatan Larutan Standar Etinilestradiol

Larutan induk etinilestradiol dibuat dengan cara melarutkan sejumiah
padatan etinilestradiol standar dalam metanol 1% sehingga diperoleh iarutan
induk dengan konsentrasi 100 ppm. Larutan standar dalam kisaran konsentrasi 1-

6 mg/L dibuat dengan cara melarutkan sejumiah volume larutan induk.

4.5.2. Pembuatan Eluen

Eluen dibuat dengan mencampurkan asetonitrii, metanol dan air dengan
perbandingan 3,5:1,5:4,5. Senyawa-senyawa penyususn eluan berderajat HPLC
grade. Sebelum digunakan, eluen dihilangkan kandungan gas terlarutnya
(degassing) dengan cara diaduk dengan pengaduk magnetik selama satu jam dan

dilanjutkan dengan fiitrasi vakum menggunakan kertas saring dengan ukuran pori

0,45 ym untuk menghilangkan padatan yang mungkin ada dalam eiuen.

4.6. Penyiapan Instrumentasi HPLC

Analisis etinilestradiol dilakukan secara HPLC dengan cara reverse phase
dan normai elusi. Sebelum digunakan untuk proses analisis maka kolom HPLC
distabilkan dengan cara mengalirkan 100% metanol selama 1 jam mulai dengan
kecepatan eluen 0,2 mi/menit sampai 1,0 mi/menit. Perlakuan ini juga
dimaksudkan untuk membersihkan kolom dari sisa-sisa analit sebelumnya

maupun pengotor yang mungkin masih tertingal dalam kolom analitik.
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Etimilestradiol diukur pada panjang gelombang 230 nm sesuai dengan hasil

optimasi panjang gelombang yang sudah dilakukan sebelumnya.

4.7. Analisis i_Larutan Standar Etinilestradiol Tanpa Ekstraksi Tetesan Mikro
Disiapkan satu seri larutan standar dengan konsentrasi 1, 2, 3, 4, 5 dan 6
mg/l dalam 1% metanol. Diambil dengan syring 20 pi larutan tersebut dan
diinjeksikan ke HPLC. Analisis dilakukan pada panjang geiombang 230 nm. Luas
area yang diperoleh dicatat dan dibuat kurva kalibrasinya. Selain itu disiapkan
farutan blanko (larutan tanpa analit) dan dianalisis dengan HPLC sebanyak 10 kaii
replikasi. Dari data yang diperoleh kemudian ditentukan linearitas dan limit

deteksinya.

4.8 Optimasi Parameter-parameter Analitik
Optimasi parameter-parameter analitik dilakukan secara multi variat yaitu
dengan cara mengubah satu variabel/parameter sementara variabel/parameter

yang lain dibuat tetap/konstan.

4.8.1 Pengaruh Jenis Pelarut Organik

Dalam eksperimen ini akan dicoba beberapa jenis pelarut organik
diantaranya adalah n-butanol, kloroform, n-heksana, dan n-heptana, karbon tetra
klorida, dan toiuena. Sebanyak 20,0 mi iarutan standar etinilestradioi 4 mg/L
dimasukkan ke daiam botol sampei yang sudah berisi pengaduk magnetik,
kemudian botol dituiup dengan karet penutup Syring vang ujungnya dihubungkan
dengan jarum dan teiah berisi 3 mikroliter toluena dimasukkan secara tegak lurus
sampail ujung jarum masuk ke dalam larutan standar. Kemudian ujung syring
ditekan sehingga toluena menggantung di ujung jarum. Larutan standar diaduk
dengan kecepatan 100 rpm selama 15 menit. Toluena ditarik kembaii ke dalam
syring dan diinjeksikan ke HPLC. Prosedur yang sama dilakukan terhadap pelarut-

pelarut organik yang lain. Kemudian diplot suatu grafik antara jenis peiarut organik

dan luasan puncak/tinggi pucak.

, MILIk
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4.8.2 Pengaruh Volume Tetesan Pelarut Organik

Dalam eksperimen ini volume tetesan pelarut organik yang paling sesuai
untuk proses ekstraksi yang diperoieh dari esperimen di 4.8.1 divariasi antara 1-5
mikroliter. Sementara variabel yang lain dibuat konstan seperii di prosedur 4.8.1.
Kemudian diplot suatu grafik antara volume tetesan pelarut organik dan luasan

puncak/tinggi pucak.

4.8.3 Pengaruh Kecepatan Pengadukan

Dalam eksperimen ini kecepatan pengadukan divariasi antara skala 2-5
pada alat pengaduk magnetik sementara variabel yang iain dibuat konstan seperti
di prosedur 6.2 1. Pelarut organik yang digunakan di peroleh dari prosedur 4.8.1

dan volume tetesan pelarut organik optimum diperoleh dari prosedur 4.8.2.

4.8.4 Pengaruh Waktu Ekstraksi

Dalam eksperimen ini waktu ekstraksi divariasi antara 5-30 menit
sementara variabei yang lain dibuat konstan seperti di prosedur 4.8.1. Pelarut
organik yang digunakan di peroleh dari prosedur 4.8.1, volume tetesan pelarut
organik optimum diperoleh dari prosedur 4.8.2, dan kecepatan pengadukan

optimum diperoleh dari prosedur 4.8.3.

4.9. Pembuatan Kurva Standar Etinilestradiol

Sebanyak 20,0 miL iarutan standar etinilestradiol 1 mg/mL
diperialkukan seperti pada prosedur di 4 8 1 menggunakan parameter-parameter
analitik yang telah dioptimasi pada prosedur 4.8.1 sampai 4.8.4. Prosedur yang
sama dilakukan juga untuk larutan standar dengan konsentrasi 2, 3, 4, dan 5 mgii.
Dibuat plot grafik antara konsentrasi iaruran standar dan luasan puncak/tinggi
pucak.

4.10. Analisis Etinilestradiol dalam Limbah Domestik

Sebanyak 20,0 mL sampel diperlakukan seperti pada prosedur di 4.8.1
menggunakan parameter-parameter analitik yang telah dioptimasi pada prosedur
4.8.1 sampai 4.8.4. Kadar etinilestradiol dihitung dari persamaan regeresi linear
yang diproieh dari prosedur 4.9.
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4.11. Penentuan Recovery

Untuk mengetahui pengaruh matrik dalam sampel maka dilakukan uji
recovery dengan metode spiking. Ke daiam sejumiah sampel limbah domestik
yang telah disaring, dimasukkan sejumlah etinilestradiol sehingga diperoleh
etinilestradiol dengan konsentrasi 2, 4, dan 5 mg/l. Kemudian sampel diperiakukan

seperti prosedur 4.10 dan dihitung recoverynya berdasarkan rumus:

Recovery = konsentrasi zat yang diperoleh kembali X 100%
konsentrasi zat yang ditambahkan

4.12. Skema Kerja
Skema kerja pada analisis etinilestradiol dalam limbah domestik
menggunakan nanoekstraksi tetesan mikro sebagai teknik preparasi sampel

ditunjukkan oleh skema di bawah ini.

LARUTAN STANDAR
OPTIMASI
[ | | - 1
jenis pelarut| | volume tetesan kecepatan waktu
organik pelarut organik pengadukan| |ekstraksi
I - T ! I

PENENTUAN KURVA KALIBRASI

ANALISIS LIMBAH DOMEST!K%

ANALISA DATA

Gambar 4.1 Skema kerja analisis etinilestradiol dalam limbah domestik

LY
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BAB YV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

5.1 Penyiapan dan Optimasi Instrumentasi HPLC

HPLC merupakan salah satu instrumentasi analisis yang sering digunakan
untuk analisis senyawa-senyawa organik baik dalam matrik biologi, lingkungan.
makanan maupun dalam matriks yang lain. Salah satu jenis senyawa organik
yang dapat ditentukan kadarnya dengan HPLC adalah etinilestradiol.
Etinilestradiol menyerap cahaya pada dua panjang gelombang yaitu pada 215 nm
dan 280 nm. Tetapi serapannya pada 215 nm lebih sensitif dibandingkan pada
280 nm. Namun demikian, analisis senyawa tertentu daiam matriks yang tertentu
pula dengan HPLC membutuhkan tahapan penyiapan dan optimasi.

Penyiapan HPLC lebih diarahkan pada identifikasi peralatan yang menjadi
bagian penting pada instrumentasi HPLC seperti injektor, kolom, pompa, detektor,
dan integrator. Peralatan ini harus diperiksa sebelum proses analisis
menggunakan HPLC dilakukan. Kolom merupakan salah satu bagian yang sangat
penting pada instrumentasi HPLC. Sebelum digunakan, kolom harus distabitkan
dengan cara mengalirkan sejumlah pelarut tertentu (misal metanol) dalam jangka
waktu tertentu supaya kolom bersih dari sisa-sisa analit dan pengotor.

Optimasi HPLC diarahkan pada identifikasi parameter-parameter yang
mempengaruhi proses analisis. Parameter-parameter tersebut diantaranya adalah
jenis eluen, panjang gelombang maksimum, jenis kolom yang digunakan, tipe
elusinya, waktu anaiisisnya, banyaknya sampel yang harus diinjeksikarn,
penentuan atenuasi (sensitifitas pengukuran), kecepatan kertas (untuk integrator
manual), dan kecepatan alir eluen.

Eluen yang digunakan untuk analisis etinilestradiol secara HPLC ada
beberapa macam diantaranya adalah campuran asetonitril: metanol: air = 3,5: 1,5
4,5 (United States Pharmacopeia, 2000) dan campuranmetanol: air = 70: 20 yang
mengandung 0,5% asam format (Wu et al, 2000). Supriyanto (2005) telah
membandingkan kinerja dua macam eluen ini untuk analisis etinilestradiol dalam
sedian farmasi. Hasil penenlitian menunjukkan bahwa campuran asetonitrii:

metanol: air = 3,5: 1,5: 45 memberikan hasil yang terbaik. Oleh karena itu

26

Laporan Penelitian Nanoekstraksi tetesan mikro untuk analisis ... Usreg Sri Handajani



ADLN - Perpustakaan Unair

komposisi eluen ini digunakan dalam penelitian ini tanpa dilakukan optimasi jenis
eluen.

Optimasi panjang gelombang dilakukan dengan menganalisis larutan
standar etinilestradiol pada panjang gelombang di sekitar 215 nm dan 280 nm
karena spektrum yang khas dari etinilestradiol adalah pada panjang gelombang
215 nm dan 280 karena transisi T—1* pada cincin aromatik (de Alda dan Barcelo,
2000). Hasil penelitian menunjukkan bahwa kromatogram pada panjang
gelombang 230 nm memberikan visualisasi yang paling baik. Oleh karena itu
analisis etinilestradiol dalam penenlitian ini dilakukan pada panjang gelombang
230 nm.

Reverse phase chromatography semakin banyak digunakan dalam analisis
suatu senyawa menggunakan HPLC karena pengoperasiannya yang lebih mudah
jika dibandingkan dengan fasa normal. Dalam reverse phase chromatography
analit ditarutkan dalam senyawa yang cukup polar (misal metanol} sedangkan
kolom yang digunakan harus bersifat hidrofob. Jenis kolom yang bersifat hidrofob
diantaranya adalah kolom yang berbasis C8 dan C18. Tipe kolom C18 dipilih
dalam penelitian ini dengan spesifikasi kolom sebagai berikut: panjang kolom 12,5
cm, diameter kolom 4 mm, dan besar partikel penyususn kolom 4 ym. Dengan
demikian sistem yang digunakan adalah reverse phase chromatography. Sistem
ini dipilih karena etinilestradiol adalah senyawa yang hidrofob dengan iog Koy 3,67
sehingga diharapkan senyawa ini mempunyai afinitas yang cukup tinggi terhadap
fasa diam dalam kolom untuk menghasitkan pemisahan yang cukup baik.

Walaupun instrumentast HPLC yang dimiliki oleh jurusan kimia dapat
dioperasikan secara elusi gradien, metode elusi normal digunakan dalam
penelitian ini. Hal ini berarti bahwa komposisi eluen selama proses elusi analit
akan selalu tetap selama proses analisis.

Hasil penelitian pendahuluan untuk optimasi kecepatan alir eiuen
menunjukkan bahwa kecepatan alir eluen sebesar 1 mi/menit memberikan
pemisahan yang sangat baik, demikian juga dengan base linenya. Dengan
kecepatan alir tersebut, etinilestradiol terdeteksi pada waktu retensi sekitar 5
menit. Dengan demikian waktu analisis 8 menit diperkirakan sudah cukup untuk

mengeluarkan semua komponen sampel dari kolom.

-
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Selain parameter-paremeter yang l{angsung Dberhubungan dengan
instrumentasi HPLC, parameter-parameter yang berkaitan erat dengan integrator
juga dioptimasi. Optimasi integrator khususnya dilakukan untuk menentukan
kombinasi yang optimal antara atenuasi (sensitifitas pengukuran) dengan
pemisahan peak pada kromatogram. Seting pada atenuasi rendah/ sensitifitas
tinggi menghasilkan peak-peak yang tinggi yang berarti lebin sensitif. Tetapi
kelemahannya adaiah terjadinya ketidak stabilan pada base fine. Demikian juga
dengan pemilihan kecepatan kertas pada integrator. Kecepatan kertas yang
rendah akan menghemat kertas dan menghasilkan peak-peak yang ramping dan
simetris. Tetapi resoiusinya menjadi tidak baik karena antara satu peak dengan
peak yang fain tidak cukup terpisah dengan baik, bahkan seringkali overlap satu
sama lain. Sebaliknya dengan menggunakan kecepatan tinggi, maka peak-peak
akan terpisah dengan baik tetapi menghabiskan banyak kertas dan seringkali
peaknya tidak simetris karena terjadi broadening dan tailing dari peak-peak
tersebut.

Instrumentasi HPLC yang digunakan dalam penelitian ini dilengkapi
dengan injektor dari Rheodyne model 7125. Model ini dilengkapi dengan samplie
loop yag volumenya 20 pi. Untuk memperoleh hasil yang reproducibel maka
volume sampel yang harus diinjeksikan minimai 4 kalinya atau 80 ul. Tetapi dalam
manual yang diberikan oleh Hewlet-Packard disebutkan bahwa injeksi sampel
iebih kecil dari volume sample loop masih dapat dilakukan dan reproducibel jika
operatornya sudah terlatin dengan baik. Daiam penelitian ini volume sampei yang

digunakan adalah 20 pi

5.2. Kurva Kalibrasi Larutan Standar Etinilestradiol Tanpa Ekstraksi Tetesan
Mikro

Kurva kalibrasi merupakan sumber informasi yang penting untuk
mengetahui korelasi antara konsentrasi analit dengan signal. Untuk analisis
dengan HPLC, maka signalnya bisa berupa tinggi peak atau iuas area peak.
Umumnya luas area peak lebih sering digunakan karena mempunyai rentang
konsentrasi yang lebih besar dibandingkan dengan tinggi peak. Kurva kalibrasi
larutan standar etinilestradiol dibuat dengan menganalisis satu seri larutan standar

dengan konsentrasi 1, 2, 3, 4. 5, dan 6 mg/l. Pemiiihan rentang konsentrasi ini
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disesuaikan dengan limit deteksi instrumentasi HPLC yang digunakan, yang
secara visual dapat dilihat dari kromatogram yang dihasilkan jika analisis
dilakukan dengan menggunakan parameter-parameter instrumentasi yang sudah
dioptimasi yang sudah dijelaskan sebelumnya. Pemilihan rentang konsentrasi
yang lebih rendah menyebabkan reprodusibilitas pengukuran menjadi sangat
rendah karena tingginya nikai simpangan baku relatifnya. Sedangkan pemilihan
rentang konsentrasi yang lebih tinggi akan melemahkan tujuan penelitian ini
karena penelitian ini dirancang untuk menghasilkan teknik preparasi sampel yang
dapat digunakan untuk menganalisis kadar etinilestradiol dalam limbah domestik
yang umumnya mengandung senyawa ini dengan konsentrasi yang sangat
rendah. Hasili pengukuran larutan standar etinilestradiol dengan HPLC disajikan
dalam tabel 5.1 dan gambar 5.1.

Tabel 5.1 Data luas area larutan standar etinilestradiol tanpa ekstraksi tetesan

mikro
~ Konsentrasi Luas area rata-rata (n=>5) ’T Simpangan baku relatif |
etinilestradiol (mg/!) (%)
1 NnOS06 N2V g A 257
2 T [NMN22280FT T 095
. 3 INNGEE 2 B e 280
- 4 “ 261369,4 —d 2,27
5 3216276 | 1,48
6 T2 380046 1,94

I

y = 64680x - 2181,2

R’ = 0,9985
b 3
= i
[3+]
Hal)
<
1)
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Gambar 5.1 Kurva kaiibrasi etinilestradiol tanpa ekstraksi tetesan mikro
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Hasil analisis liniearitas menunjukkan bahwa harga koefisien korelasinya
lebih besar dari 0,99 yang berarti ada korelasi linier antara konsentrasi standar
etiniliestradiol dengan luas area. Hal ini juga menunjukkan bahwa HPLC yang
digunakan dalam penelitian ini dapat digunakan untuk analisis kuantitatif
etinilestradiol pada rentang konsentrasi seperti pada kurva kalibarasi. Analisis
sebanyak 5 replikasi untuk masing-masing konsentrasi menghasilkan
simpanganbaku relatif yang lebih kecil dari 3%. Ini menunjukkan adanya
reprodusibilitas (presisi) pengukuran yang baik. Limit deteksi dihitung berdasarkan

tiga kali signal to noise sebesar 0,3 ppm.

5.3. Optimasi Kondisi Ekstraksi

Faktor —faktor yang mempengaruhi efisiensi ekstraksi pada ekstraksi
tetesan mikro diantaranya adalah waktu ekstraksi, jenis pelarut organik yang
digunakan, volume pelarut organik yang digunakan, dan kecepatan pengadukan.
Optimasi parameter ini diakukan secara multivariat yaitu dengan merubah salah
satu variabel untuk dioptimasi sementara variabel yang lain dibuat tetap.

Optimasi jenis pelarut organik dan waktu ekstraksi dilakukan pada 5 jenis
pelarut organik yaitu toluena, n-heksana, n-heptana, kloroform, dan karbon
tetraklorida. Pada awal proposal diajukan 4 jenis pelarut yaitu n-butanol, n-oktanol,
kloroform, n-heksana, dan n-heptana. Hasil percobaan pendahuluan
menunjukkan bahwa kelarutan n-butanol dalam fasa cair sangat besar/ bercampur
dengan fasa cair sehingga n-butanol tidak dapat digunakan untuk mengekstraksi
etinilestradiol dalam fasa cair. Hal ini berkaitan iuga dengan syarat-syarat pelarut
organik yang dapat digunakan dalam ekstraksi tetesan mikro, khususnya sistem
immersion, yaitu tidak bercampur dengan fasa cair, non volati, dan dapat
melarutkan analit lebih baik dari fasa cair atau dengan kata iain harus mempunyai
koefisien distribusi yang besar terhadap fasa cair. Sedangkan n-oktanol memiliki
viskositas yang sangat besar sehingga sulit diambil dengan syring. Dengan
demikian maka n-butanol dan n-oktanol tidak digunakan dalam penelitian ini.
Sebagai penggantinya adalah karbon tetraklorida dan toluena.

Larutan standar etinilestradiol 4 ppm digunakan untuk menentukan
pengaruh jenis pelarut organik dan waktu ekstraksi. Parameter yang dijaga

konstan adalah kecepatan pengadukan (skala 2) dan volume pelarut organik (1
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ul), sedangkan waktu ekstraksinya divariasi antara 5 sampai 30 menit. Masing-
masing pelarut organik digunakan untuk mengekstraksi etinilestradioi dengan
variasi waktu ekstraksi antara 5 sampai 30 menit. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa n-heksana dan n-heptana tidak dapat mengekstraksi etiniiestradiol
walaupun waktu ekstraksinya sampai 30 menit, sedangkan kloroform, karbon
tetraklorida, dan toluena mampu mengekstraksi senyawa tersebut. Bahkan semua
n-heksana yang ada di tetesan mikro larut ke dalam fasa cair setelah 30 menit
proses ekstraksi. Kloroform menunjukkan sifat-sifat yang sangat menarik. Sama
dengan n-heksana, maka kloroform yang ada di tetesan mikro larut ke dalam fasa
cair setelah 30 menit proses ekstraksi, walaupun sebenarnya kioroform
mempunyai kemampuan yang baik untuk mengekstraksi etinilestradiol. Sebaliknya
karbon tetraklorida dan toluena menunjukkan sifat-sifat yang superior
dibandingkan dengan pelarut yang lain. Kemampuan ekstraksi karbon tetraklorida
semakin meningkat dengan bertambahnya waktu ekstraksi, sedangkan
kemampuan ekstraksi toluena maksimum setelah 12 menit ekstraksi. Setelah
menit ke 12 kemampuan ekstraksi toluena turun drastis. Hal ini disebabkan
rusaknya sistem film ekstraksi di lapisan luar fasa organik seperti dilaporkan juga
oleh peneliti sebelumnya. Oleh karena itu toluena dipilih sebagai pelarut organik
karena kemampuan ekstraksinya yang tinggi dengan waktu ekstraksi yang relatif
singkat (12 menit). Hubungan antara waktu ekstraksi dan luas area peak untuk
beberapa pelarut organik disajikan pada tabel 5.2 dan gambar 5.2.

Tabel 5.2 Hubungan antara waktu ekstraksi dan fuas peak area pelarut organik

- Waktu | | uas area rata-rata (n=2)
e(knigﬁ::)s' Ksorofor"r}-?'”"”“""E""Karbon tetraklorida | Toluena
5 - 107961 100989,5
10 | 3438565 | 117260 2951075
T2 - 8430885
14 | ; ) - ‘5470865
.15 416371 o 176537 - )
16 i i 3746195 |
18 - - 418619 |
2 390131 1425745 2955345
25 418602 | 458120,5 254357 |
T - | 5567015 196631
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Gambar 5.2. Hubungan antara waktu ekstrakst dan luas peak peiarut organik

Pengaruh voiume peiarut organik ditentukan secara eksperimen dengan

menggunakan larutan standar etinilestradiol 4 ppm, pelarut organik toiuena, dan

dengan waktu ekstraksi 12 menit. Data hasii eksperimen ditunjukkan daiam tabei

5.3 dan gambar 5.3.

Tabei 5.3. Pengaruh volume pelarut organik terhadap iuas peak

Volume pelarut organikw(rpl) : Luas area rata-rata (Hié)

4
'

oo N

1
]
i
i

843088,5

1268249
T
17244715

1644407
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Gambar 5.3. Pengaruh volume pelarut organik terhadap luas peak

Efisiensi ektraksi meningkat dengan meningkatnya volume pelarut organik
sampai 3 uyl dan kemudian mulai berkurang sampai 6 pl. Hasil pengamatan
selama eksperimen menunjukkan bahwa tetesan mikro toluena sangat stabil
sampai volume 3 ul. Semakin bertambahnya volume toluena maka kemungkinan
lepasnya tetesan mikro semakin besar. Oieh karena itu volume toluena 3 pi dipilih
sebagai volume optimum.

Optimasi kecepatan pengadukan dilakukan pada larutan standar
etinilestradiol 4 mg/i, menggunakan toluena sebagai pelarut organik dengan
volume 3 ul dan ekstraksi dilakukan selama 12 menit. Umumnya semakin besar
kecepatan pengadukan maka semakin meningkat juga efisiensi ekstraksinya.
Tetapi kecepatan pengadukan yang terlalu besar juga mempunyai kelemahan
yaitu mempercepat pelarutan pelarut organik dalam fasa cair. Oleh karena itu
perlu dipilih kecepatan pengadukan yang memberikan signal optiimal tetapi juga
menjamin bahwa pelarut organik tidak mudah larut dalam fasa cair. Data
pengaruh kecepatan pengadukan terhadap efisiensi ekstraksi tetesan mikro
diberikan pada tabel 5.4 dan gambar 5.4.

Dari gambar 5.4 terlihat bahwa efisiensi ekstraksi meningkat tajam pada

rentang kecepatan pengadukan menggunakan skala 2 sampai 5. Tetapi semakin
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besar kecepatan pengadukan, semakin besar pula kemungkinan bagi tetesan

mikro untuk lepas karena pada kecepatan pengadukan yang tinggi tetesan mikro

menjadi tidak stabil. Oleh karena itu walaupun efisiensi ekstraksi pada skala 5

yang paling besar, tetapi dalam eksperimen selanjutnya skala 4 yang dipiiih.

Tabel 5.4 Pengaruh kecepatan pengadukan terhadap efisiensi ekstraksi

|
i

? Kecepatan pengadukan

Luas area rata-rata (n=2) o]

i
|

|
—
|

|

r

i

i

|

[

!

!

i~

Kecepatan pengadukan (skala)

(skala)
2 2493565 o
3 1 1266231
a4 15792345 o
5 1814318,5 |
19
‘o /
~ 16
x
(3]
o
©
o
S 13
4
10 L — E—
1 2 3 4 5 6

Gambar 5.4 Pengaruh kecepatan pengadukan terhadap kecepatan pengadukan

5.4. Kurva Kalibrasi Larutan Standar Etinilestradiol Dengan Ekstraksi
Tetesan Mikro pada Kondisi Optimum

Kondisi ekstraksi optimum yang sudah didapatkan digunakan untuk

membuat kurva kalibrasi larutan standar etinilestradiol yang ditentukan dengan

cara ekstraksi tetesan mikro. Kondisi optimum tersebut adalah pelarut organik

toluena dengan volume 3 ui, waktu ekstraksi 12 menit, dan dengan keceptan
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pengadukan pada skala 4. Hasil pengukuran larutan standar etinilestradiol dengan
ekstraksi tetesan mikro secara HPLC disajikan dalam tabel 5.5 dan gambar 5.5.

Tabel 5.5 Data luas area larutan standar etinilestradiol dengan ekstraksi tetesan

mikro
i - ]
 Konsentrasi Luas area rata-rata (n=2) |
etinilestradiol (ppm) -
1 97966
2 1768955
3 322432
4 4515195
5 565572
6 . -
! y = 110236x - 14996
5 r=0,9915
© 4
.
w 3 -
g
< .,
w 2
[3:3
= i
Al

Konsentrasi etinilestradiol (ppm}

Gambar 5.5. Kurva kalibrasi larutan standar etinilestradiol dengan ekstraksi
tetesan mikro

Dari gambar 5.5 terlihat bahwa terdapat korelasi linier antara konsentrasi
etinilestradiol dengan signal (luas peak). Hal ini ditunjukkan dengan harga
koefisien korelasi yang lebih besar dari 0,99. Jika dibandingkan dengan kurva
Kalibrasi larutan standar etinilestradiol tanpa ekstraksi tetesan mikro, maka teknik
ekstraksi tetesan mikro dapat meningkatkan sensitivitas pengukuran. Ini
ditunjukkan dengan nilai siope yang iebih besar dan nilai limit deteksi yang lebih
kecil. Limit deteksi ditentukan juga dengan tiga kali signal to noise sebesar 0,15
ppm. Perbandingan parameter analitik antara kurva kalibrasi tanpa dan dengan

ekstraksi tetesan mikro disajikan dalam tabel 5.6.
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Tabel 5.6. Perbandingan parameter analitik antara ekstraksi tetesan mikro dengan
teknik tanpa ekstraksi

- *M 7 Ekstraksi tetesan mikro ‘
Parameter analitik i - . o
Dengan Tanpa
Linieritas linier linier
Koefisien korelasi () 00,9915 0,9985 o
Persamaan regresi Y = 110236X - 14996 Y = 64680X —2181,2 o
| Siopé“ I 1_1707236 64680 T
Rentang konsentrasi | 15 1-6
epm o
Limit deteksi (ppm) 0,15 0,3 i

5.5. Analisis Etinilestradiol dalam Limbah Domestik

Analisis etinilestradiol dalam sampei dilakukan dengan menggunakan
metode analisis yang telah dioptimasi. Dari 15 sampel yang berasal dari Surabaya
Timur, Surabaya Utara, Surabaya Barat, Surabaya Selatan, dan Sidoarjo Kota
tidak satupun sampel yang mengandung etiniiestradiol dengan kadar yang dapat
dideteksi dengan instrumentasi HPLC yang digunakan dalam penelitian ini.
Dengan kata lain etinilestradiol mungkin ada di perairan tersebut tetapi kadarnya
di bawah limit deteksi instrumen atau di perairan tersebut memang tidak terdapat
etinilestradiol. Menurut Jurgens et al (1999) etinilestradiol yang lepas ke
lingkungan air sebagian besar diserap oleh sedimen dalam waktu kurang dari 2
jam, sedangkan konsentrasi rata-rata senyawa tersebut di fasa cair berkisar
antara 1-10 ng/i.

Untuk mengetahui kinerja teknik ekstraksi tetesan mikro yang sudah
dioptimasi, maka dilakukan analisis etinilestradiol dalam sampel (limbah domestik)
dari kelima daerah tersebut dengan metode spiking. Metode spiking dilakukan
dengan cara menambahkan sejumiah etinilestradiol yang sudah diketahui
konsentrasinya ke dalam iimbah domestik sehingga didapatkan konsentrasi
etinilestradiol dalam limbah domestik 2, 4, dan 5 ppm. Kemudian kadar
etiniiestradiol dalam limbah domestik tersebut ditentukan kembaii dengan teknik

ekstraksi tetesan mikro. Dari hasil analisis didapatkan recovery sekitar 97-103%.
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Hal ini menunjukkan bahwa metode yang dikembangkan dapat digunakan untuk

anatisis etinilestradiol dalam limbah domestik.

-
{
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BAB Vi
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan:

1. Teknik ekstraksi tetesan mikro dapat digunakan untuk analisis
etinilestradiol.

2. Kondisi optimum ekstraksi tetesan dicapai dengan menggunakan pelarut
organik toluena 3 pl, waktu ekstraksi 12 menit dan dilakukan pengadukan
dengan pengaduk magnetik dengan skala 4.

3. Teknik ekstraksi tetesan mikrio dapat diaplikasikan untuk analisis
etinilestradiol dalam limbah domestik dengan teknik spiking didapatkan
recovery berkisar antara 97-103%.

4. Hasil analisis menggunakan ekstraksi tetesan mikro secara HPLC
menunjukkan bahwa kadar etinilestradiol dalam limbah domestik di daerah
Surabaya dan Sidoarjo Kota berada di bawah limit deteksi instrumen.

6.2. Saran
Metode yang sudah dioptimasi sebaiknya diaplikasikan untuk analisis kadar
etinilestradiol dalam sedimen karena etinilestradiol di perairan lebih mudah

diadsorpsi oleh sedimen berdasarkan sifat hidrofobnya.
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Rahma Nila
Nanoekstraksi tetesan mikro untuk analisis estrogen sintetik pada iimbah domestik
di daerah Surabaya Timur

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang aplikasi ekstraksi tetesan mikro untuk analisis
estrogen sintetik etinilestradiol dalam limbah domestik di daerah Surabaya dan
Sidoarjo. Etinilestradiol merupakan estrogen sintetik yang tergolong endocrine
disrupting compounds. Senyawa ini merupakan salah satu komponen pil
kontrasepsi. Lepasnya senyawa ini ke lingkungan memberikan efek yang negatif.
Oleh karena itu perlu dikembangkan suatu teknik preparasi sampel yang
mempunyai selektivitas dan sensitivitas yang tinggi untuk analisis senyawa ini.
Tujuan penelitian ini adalah mengoptimasikan dan menerapkan teknik ekstraksi
tetesan mikro untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik, menghasilkan
suatu metode preparasi sampel yang lebih sederhana, cepat, murah, selektif,
sensitif dan ramah lingkungan untuk analisis etinilestradiol dalam limbah
domestik, mengidentifikasi penyebaran dan konsentrasi senyawa tersebut dalam
limbah domestik, dan memberikan informasi kepada instansi terkait tentang
penyebaran senyawa-senyawa tersebut di lingkungan untuk digunakan sebagai
pertimbangan dalam menyusun kebijakan-kebijakan yang berkaitan dengan
permasalahan lingkungan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis dan voiume
pelarut organik, kecepatan pengadukan, dan waktu ekstraksi berpengaruh
terhadap efisiensi ekstraksi. Kondisi optimum ekstraksi tercapai jika menggunakan
pelarut toluena dengan volume 3 pl, dengan kecepatan pengadukan skala 4 dan
waktu ekstraksi 12 menit. Selain itu aplikasi ekstraksi tetesan mikro dapat
meningkatkan sensitivitas pengukuran karena mempunyai limit deteksi yang iebin
kecil. Teknik ekstraksi tetesan mikro yang sudah dioptimasi dapat diaplikasikan
untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik dari daerah Surabaya Timur
dengan metode spiking dengan recovery $7-103%.

Keywords: ekstraksi tetesan mikro; etinilestradiol; limbah domestik
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Aifa Akustia
Nanoekstraksi tetesan mikro untuk analisis estrogen sintetik pada fimbah domestik
di daerah Surabaya Utara

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang aplikasi ekstraksi tetesan mikro untuk analisis
estrogen sintetik etinilestradiol dalam limbah domestik di daerah Surabaya dan
Sidoarjo. Etinilestradiol merupakan estrogen sintetik yang tergolong endocrine
disrupting compounds. Senyawa ini merupakan saiah satu komponen pil
kontrasepsi. Lepasnya senyawa ini ke lingkungan memberikan efek yang negatif.
Oleh karena itu perlu dikembangkan suatu teknik preparasi sampel yang
mempunyai seiektivitas dan sensitivitas yang tinggi untuk analisis senyawa ini.
Tujuan penelitian ini adalah mengoptimasikan dan menerapkan teknik ekstraksi
tetesan mikro untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik, menghasilkan
suatu metode preparasi sampel yang lebih sederhana, cepat, murah, selektif,
sensitif, dan ramah lingkungan untuk analisis etinilestradiol dalam limbah
domestik, mengidentifikasi penyebaran dan konsentrasi senyawa tersebut dalam
limbah domestik, dan memberikan informasi kepada instansi terkait tentang
penyebaran senyawa-senyawa tersebut di lingkungan untuk digunakan sebagai
pertimbangan dalam menyusun kebijakan-kebijakan yang berkaitan dengan
permasalahan lingkungan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis dan volume
pelarut organik, kecepatan pengadukan, dan waktu ekstraksi berpengaruh
terhadap efisiensi ekstraksi. Kondisi optimum ekstraksi tercapai jika menggunakan
pelarut toluena dengan volume 3 ul, dengan kecepatan pengadukan skala 4 dan
waktu ekstraksi 12 menit. Selain itu aplikasi ekstraksi tetesan mikro dapat
meningkatkan sensitivitas pengukuran karena mempunyai limit deteksi yang ilebih
kecil. Teknik ekstraksi tetesan mikro yang sudah dioptimasi dapata diaplikasikan
untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik dari daerah Surabaya Utara
dengan metode spiking dengan recovery 97-103%.
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Ratih Abdiani
Nanoekstraksi tetesan mikro untuk analisis estrogen sintetik pada limbah domestik
di daerah Surabaya Barat

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang aplikasi ekstraksi tetesan mikro untuk anaiisis
estrogen sintetik etinilestradiol dalam limbah domestik di daerah Surabaya dan
Sidoarjo. Etinilestradiol merupakan estrogen sintetik yang tergolong endocrine
disrupting compounds. Senyawa ini merupakan salah satu komponen pi
kontrasepsi. Lepasnya senyawa ini ke lingkungan memberikan efek yang negatif.
Oleh karena itu perlu dikembangkan suatu teknik preparasi sampe! yang
mempunyai selektivitas dan sensitivitas yang tinggi untuk analisis senyawa ini.
Tujuan penelitian ini adalah mengoptimasikan dan menerapkan teknik ekstraksi
tetesan mikro untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik, menghasilkan
suatu metode preparasi sampel yang lebinh sedernana, cepat, murah, selektif,
sensitif, dan ramah lingkungan untuk analisis etinilestradiol dalam limbah
domestik, mengidentifikasi penyebaran dan konsentrasi senyawa tersebut dalam
limbah domestik, dan memberikan informasi kepada instansi terkait tentang
penyebaran senyawa-senyawa tersebut di lingkungan untuk digunakan sebagai
pertimbangan dalam menyusun kebijakan-kebijakan yang berkaitan dengan
permasaiahan lingkungan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jenis dan voiume
pelarut organik, kecepatan pengadukan, dan waktu ekstraksi berpengaruhb
ternadap efisiensi ekstraksi. Kondisi optimum ekstraksi tercapai jika menggunakan
pelarut toluena dengan volume 3 pi, dengan kecepatan pengadukan skala 4 dan
waktu ekstraksi 12 menit. Selain itu aplikasi ekstraksi tetesan mikro dapat
meningkatkan sensitivitas pengukuran karena mempunyai limit deteksi yang iebih
kecil. Teknik ekstraksi tetesan mikro yang sudah dioptimasi dapata diaplikasikan
untuk analisis etinilestradiol dalam limbah domestik dari daerah Surabaya Barat
dengan metode spiking dengan recovery 97-103%.

Keywords: ekstraksi tetesan mikro; etinilestradiol; iimbah domestik
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DATA KURVA KALIBRASI LARUTAN STANDAR
ETINILESTRADIOL TANPA EKSTRAKSI TETESAN MIKRO

Konsentrasi ; |
etinilestradiol Waktu retensi Luas Area Rata - Rata |
p (menit) ]
{(ppm)
5679 . 57642
5,692 59814
1 5,970 59080 59061,2
6,013 57591
5976 | 61179 |
6,053 124219
5,958 122252
2 5,943 121489 122283
5,489 121250
5,849 122205
5,872 194850 |
5779 203042
3 5,809 194483 200701,2
5,498 204761
B 5,448 206370
6,263 264942
6225 | 266862
4 STTALN/ 262225 261369.4
5,706 261333
- ! 5750 251485
6,135 325085
5937 323336
5 | 5,980 324710 3216276
5,998 321510
B 6,041 313497
BT [ 379545
| 5,502 378568
| 6 5617 | 387993 380046
95499 | 385280
| 5652 368844 |
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