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Penentuan Kadar Hidrokuinon pada Krim Penghilang
Flek Hitam secara Spektrofotometri Sinar Tampak
Berdasarkan Penurunan Absorbansi Kompleks
Cr(VI)-Diphenylcarbazide

ABSTRAK

Flek hitam merupakan permasalahan kulit yang memerlukan
pengobatan secara berkala sehingga seringkali digunakan kosmetik
yang mengandung bahan berbahaya, seperti merkuri dan hidrokuinon.
Hidrokuinon pada kosmetik telah dilarang keberadaannya oleh BPOM
RI sejak tahun 2008, sehingga diperlukan pengawasan lebih terhadap
kosmetik yang beredar di pasaran. Penelitian ini dilakukan untuk
mengembangkan metode pengukuran kadar hidrokuinon yang
terdapat dalam sampel kosmetik, khususnya krim penghilang flek
hitam. Metode ini didasarkan pada kemampuan hidrokuinon untuk
mereduksi Cr(VI) sehingga menyebabkan penurunan jumlah Cr(\V1)
yang membentuk kompleks ungu kemerahan Cr(VI)-DPC yang
teramati secara spektrofotometri pada A sebesar 542 nm. Kondisi
optimum operasional dan kimiawi pada pengukuran ini untuk perlu
diteliti untuk mencapai sensitivitas yang tinggi. Metode ini juga dil-
akukan uji linieritas, uji selektivitas, dan uji validitas untuk
mengetahui kemampuan dan kelayakan metode dalam mengukur
kadar hidrokuinon di dalam sampel krim penghilang flek hitam. Hasil
penelitian menunjukkan tingkat linieritas yang sangat baik dengan
nilai standar deviasi (R?) 0,996 pada konsentrasi 0,2 hingga 2,5 ppm.
Tingkat selektivitas metode yang diuji dengan penambahan vitamin C
(asam askorbat) 0,5 ppm dan Pb?" hingga 5 ppm menunjukkan tidak
adanya pengaruh yang signifikan terhadap pengukuran. Uji sensitivi-
tas metode dengan pengukuran LOD dan LOQ menunjukkan nilai sen-
sitivitas yang baik dengan konsentrasi minimum yang dapat terdeteksi
dan terukur yakni 0,07 ppm dan 0,1 ppm. Pengukuran 2 buah sampel
krim penghilang flek hitam menunjukkan % recovery yang sangat
baik, yakni dengan rata-rata 100,5%.

Kata Kunci: krim, hidrokuinon, kompleks Cr(VI)-DPC, reduksi
oksidasi, spektrofotometri



Determination Concentration of Hydroquinone at Black
Spots Removal Cream with Visible Spectrophotometry
based on Decreasing of Absorbance of Cr(VI)-
Diphenylcarbazide Complex

ABSTRACT

Black spots are problem of skin which require periodic treatment, so
many cosmetics are used that contain hazardous ingredients, such as
mercury and hydroguinone. Hydroquinone in cosmetics has been
banned by BPOM RI since 2008, more control are needed to cosmetics
in the market. The aim of this research is to develope determination
method for hydroquinone levels in cosmetic based on the capability of
hydroquinone in reducing Cr(V1). In this method, hydroquinone re-
duced Cr(VI1) to Cr(lll) so that can reduced the amount of Cr(VI)
which complex to Diphenylcarbazide (DPC) and detected using spec-
trophotometry in A 542 nm. The concentration of hydroquinone in
sample was shown by the decrease of absorbance of Cr(V1)-DPC com-
plex. Optimization of operational and chemical conditions in this
measurement are required to reach the highest sensitivity. Linearity
test, selectivity test, and validity are needed to determine the ability of
this method to measure hydroquinone levels in black spots removal
cream samples. The results of this research showed very good linear
level with a standard deviation value (R?) of 0.996 in concentration
ratio of 0.2 to 2.5 ppm. The selectivity level of the method with
addition of vitamin C (ascorbic acid) and Pb?* of 0.5 ppm and 5 ppm
showed no significant effect on the measurment. The sensitivity test
with LOD and LOQ measurements showed good sensitivity with the
minimum detectable concentration value of 0.07 ppm and measurable
concentration of 0.1 ppm. The measurement of two black spots
removal cream cosmetics showed a very good % recovery, with an
average of 100.5%.

Keywords: cream, hydroquinone, Cr(VI1)-DPC complex, oxidation
reduction, spectrophotometry
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Maraknya penggunaan kosmetika akhir-akhir ini di kalangan
masyarakat, khususnya wanita menyebabkan semakin beraneka ragam
produk-produk kecantikan yang beredar di pasaran. Kosmetika telah
menjadi kebutuhan penting bagi manusia. Tujuan penggunaan
kosmetika pun telah meluas, tidak hanya untuk fungsi mempercantik,
namun juga berperan dalam penyembuhan dan perawatan kulit [2].

Masalah kulit seperti jerawat dan flek hitam yang sangat
dihindari oleh wanita pada khususnya diperlukan pengobatan secara
berkala dan tidak hanya menggunakan kosmetik biasa dikarenakan
sulit untuk menghilangkan bekas jerawat dan flek hitam [5]. Salah satu
obat penghilang flek hitam yang telah banyak beredar yakni
hidrokuinon [6]. Pada tahun 2011, BPOM RI telah mengeluarkan
peraturan tentang bahan kosmetika yang mengandung bahan-bahan
kimia berbahaya sehingga diberi batas kandungan, khususnya dalam
krim wajah seperti glycolic acid (<10% dihitung sebagai asam), asam
salisilat (maksimal 3%), benzoyl peroxide (maksimal 0,7%), dan
hidrokuinon (tidak diperbolehkan) [1].

Hidrokuinon merupakan bahan kimia yang biasanya terdapat
pada berbagai jenis kosmetika, seperti krim pemutih, penghilang
bintik hitam (flek), penghilang jerawat, dan sebagainya [6].
Hidrokuinon dalam kosmetik biasa digunakan sebagai pengembali
dari hiperpigmentasi atau pengurang warna gelap pada kulit dengan
cara menghambat pigmen kulit. Di sisi lain, penggunaan hidrokuinon
pada kulit dengan konsentrasi kurang dari 3% akan menyebabkan
dampak yang dapat diabaikan karena tidak terlalu berpengaruh pada
kondisi tubuh manusia. Namun terdapat kasus penggunaan krim
pemutih yang mengandung hidrokuinon 2% menyebabkan
leukoderma atau okronosis. Hidrokuinon dalam bentuk larutan 1%
atau krim 5% dapat menyebabkan iritasi mata, alergi pada kulit,
gangguan sensitivitas kulit terhadap matahari, penyakit hati, dan gagal

ginjal [4].



Penentuan kadar hidrokuinon dapat dilakukan dengan
pembentukan  kompleks  berwarna  menggunakan  metode
spektrofotometri sinar tampak. Metode spektrofotometri sebelumnya
telah digunakan dengan penggunaan larutan hidrokuinon 50 ppm
sebagai standar dan menggunakan pelarut metanol. Hasil yang
diperoleh meliputi nilai linieritas 0,9998 dengan nilai recovery 97-101
% dan uji presisi sebesar 0,082% [10]. Selain itu, pada penelitian yang
dilakukan oleh Leo (2008) menyatakan bahwa metode
spektrofotometri  visibel dengan pembentukan kompleks Fe-
fenantrolin memiliki akurasi, presisi, linieritas, dan spesifitas yang
baik dengan interval kadar hidrokuinon 1,5 hingga 3,5 ppm [11].
Namun, pereaksi yang digunakan cukup mahal dan merupakan
senyawa organik yang bersifat karsinogenik. Penggunaan senyawa
organik pada konsentrasi tinggi dapat pula menyebabkan kanker,
penyakit jantung, haemochromatosis, dan penyakit lainnya [23].

Selain metode tersebut, kadar hidrokuinon dapat ditentukan
melalui analisis tidak langsung dari reaksi reduksi oksidasi yang
dilakukan secara bertahap. Hidrokuinon dapat mereduksi Cr(VI)
menjadi Cr(I1l) sehingga dengan penambahan pereaksi DPC atau
diphenylcarbazide, sisa Cr(VI) yang tidak tereduksi akan membentuk
kompleks Cr(V1)-DPC dan absorbansi kompleks ini dapat diketahui
dengan pengukuran menggunakan spektrofotometer UV-Visibel.
Kompleks ini berwarna antara merah dan ungu dengan panjang
gelombang 540 nm [8]. Namun, terdapat kemungkinan senyawa-
senyawa pengganggu Yyang dapat mengurangi Kketelitian dari
penentuan kadar hidrokuinon pada krim jerawat, seperti asam askorbat
(vitamin C) yang memiliki kemiripan sifat dengan hidrokuinon dan
Pb? yang umumnya terdapat pada kosmetika karena bekerja
menghambat pigmen melanosit pula. Vitamin C termasuk senyawa
yang mudabh teroksidasi sehingga memungkinkan terjadinya gangguan
akibat degradasi vitamin C tersebut [24]. Sedangkan Pb?* pada kondisi
asam dengan penambahan H,SO,dapat membentuk padatan berwarna
putih PbSO, yang dapat mengganggu pengukuran. Agar diperoleh
hasil yang lebih baik meskipun terdapat komponen lain yang mungkin
berada di dalam sampel, maka diperlukan uji selektivitas untuk



mengetahui kemampuan metode yang hanya mengukur reaksi reduksi
oksidasi oleh hidrokuinon dan Cr(V1).

Metode yang diharapkan dengan pembentukan kompleks
Cr(VI1)-DPC setelah terjadi reaksi reduksi oksidasi dapat menjadi
alternatif dalam penentuan kadar hidrokuinon pada sampel krim
penghilang flek hitam yang selektif hanya terhadap senyawa
hidrokuinon dalam sampel. Keberadaan vitamin C di dalam krim
penghilang flek hitam memungkinkan terjadinya reaksi reduksi
Cr(V1) dikarenakan memiliki potensial reduksi yang dapat mereduksi
Cr(VI), yakni 0,116 V. Selain itu, keberadaan ion Pb?* dikhawatirkan
pula dapat mengganggu pengukuran kadar hidrokuinon dalam sampel
akibat pembentukan endapan. Keakuratan metode dapat diuji melalui
perbandingan metode standar dengan penambahan vitamin C dan Pb?*
sebagai pengganggu.

Metode ini dapat dikatakan baru karena belum ada penelitian
sebelumnya dengan pembentukan kompleks Cr(VI)-DPC untuk
menentukan kadar hidrokuinon menggunakan metode
spektrofotometri sinar tampak. Oleh karena itu, diperlukan pengujian
keakuratan dari pengaruh konsentrasi vitamin C dan Pb?" dalam
larutan campuran yang mengandung hidrokuinon terhadap
pembentukan kompleks Cr(\V1)-DPC, serta ketepatan metode dengan
uji validitas menggunakan hidrokuinon standar dan sampel krim
penghilang flek hitam.

1.2 Perumusan Masalah
Merujuk pada latar belakang yang telah dipaparkan, dapat

dirumuskan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Berapa Kkonsentrasi  optimum  H,SO, dan  pereaksi
diphenylcarbazide dalam pembentukan kompleks Cr(\V1)-DPC?

2. Berapa kisaran konsentrasi hidrokuinon pada sampel krim
penghilang flek hitam menggunakan metode spektrofotometri
sinar tampak?

3. Bagaimana tingkat selektivitas metode terhadap pengaruh
konsentrasi vitamin C dan Pb?" sebagai pengganggu terhadap
pembentukan kompleks Cr(\V1)-DPC?



4. Bagaimana tingkat validitas pada penentuan kadar hidrokuinon

dalam sampel krim penghilang flek hitam menggunakan metode
spektrofotometri sinar tampak?

1.3 Batasan Masalah

N

14

1.5

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
Sampel yang digunakan merupakan sampel dalam bentuk krim.
Panjang gelombang maksimum yang digunakan sebesar 542 nm.
Kondisi optimum kimiawi yaitu konsentrasi K,Cr,07 sebesar 1
ppm.

Kondisi optimum operasional yaitu waktu reaksi selama 5 menit.
Variasi konsentrasi H,SO, yang digunakan yaitu 0,02 M; 0,05 M;
0,1 M; 0,2 M, dan 0,3 M.

Variasi konsentrasi DPC yang digunakan vyaitu 0,005%;
0,0125%; 0,025%; 0,0375%; dan 0,0625%.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

Menentukan kondisi optimum konsentrasi H,SO, dan pereaksi
diphenylcarbazide dalam pembentukan kompleks Cr(VI1)-DPC.
Menentukan kisaran konsentrasi hidrokuinon pada sampel krim
penghilang flek hitam menggunakan metode spektrofotometri
sinar tampak.

Menentukan konsentrasi minimum vitamin C dan Pb?* sebagai
pengganggu dalam larutan campuran yang mengandung
hidrokuinon terhadap pembentukan kompleks Cr(VI)-DPC.
Mengetahui tingkat validitas pada penentuan kadar hidrokuinon
dalam sampel krim penghilang flek hitam menggunakan metode
spektrofotometri sinar tampak.

Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah metode yang dihasilkan dapat

digunakan sebagai referensi metode untuk menentukan kadar
hidrokuinon di dalam sampel krim penghilang flek hitam yang lebih
efektif dan efisien dalam penggunaannya.
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BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kosmetik

2.1.1 Definisi Kosmetik

Menurut BPOM RI (2011), kosmetik adalah suatu sediaan yang
telah diolah dan digunakan pada bagian luar tubuh manusia meliputi
kulit, rambut, kuku, bibir, dan organ kelamin manusia. Selain itu dapat
pula digunakan pada gigi, rongga mulut yang ditujukan terutama
untuk membersihkan, mewangikan, memperbaiki penampilan, dan
atau memperbaiki bau badan serta melindungi atau memelihara tubuh
agar tetap pada kondisi baik [1].

2.1.2 Jenis-jenis Kosmetik

Jenis kosmetik dapat diklasifikasikan menjadi beberapa bagian.
Berdasarkan bahan pembuatnya, kosmetik terbagi menjadi 2, yaitu
kosmetik tradisional dan kosmetik modern. Kosmetik tradisional
merupakan jenis kosmetik yang dibuat dengan proses sederhana
menggunakan bahan-bahan alamiah yang telah dikeringkan, seperti
buah-buahan dan tanaman. Sedangkan kosmetik modern merupakan
kosmetik yang diproduksi dalam lingkup besar (pabrik) menggunakan
bahan-bahan sintetis yang mengandung zat-zat kimia untuk
mengawetkan kosmetik tersebut agar tahan lama [12]. Jika
diklasifikasikan berdasarkan kegunaan bagi kulit, kosmetik terbagi
menjadi 2, yaitu kosmetik perawatan kulit (skin-care cosmetic) dan
kosmetik riasan (make-up). Kosmetik perawatan merupakan jenis
kosmetik yang digunakan sebagai pembersih kulit (cleanser),
pelembab kulit (mouisturiser), pelindung kulit, dan penipis kulit
(peeling). Sementara kosmetik riasan merupakan jenis kosmetik yang
digunakan pada proses merias dan menutupi kecacatan yang terdapat
pada kulit sehingga memperbaiki penampilan dan terlihat lebih
menarik. Peran zat pewarna dan zat pewangi sangat penting pada jenis
kosmetik ini [5].

Salah satu jenis kosmetik perawatan dapat dalam bentuk krim,
seperti krim jerawat, krim pemutih, krim pelembab, krim penghilang
noda, dan sebagainya. Menurut Kementerian Kesehatan RI (2014),
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krim merupakan produk yang terdiri dari emulsi minyak dalam air atau
dispersi mikrokristal asam-asam lemak atau alkohol berantai panjang
dalam air yang dapat dicuci dengan air dan lebih ditujukan untuk
penggunaan kosmetika dan estetika [7].

2.2 Flek Hitam

Flek hitam merupakan molekul kecil yang terpigmentasi oleh
pigmen melanin mengandung melanosom dan biasa terjadi pada wajah
yang menyebabkan pada kulit wajah akan timbul bintik-bintik kecil
berwarna hitam. Pengaruh histologis yang disebabkan oleh pigmen
melanin ini menunjukkan hiperpigmentasi dari epidermis lapisan
basal dengan susunan epidermis normal [29].

2.3 Hidrokuinon

2.3.1 Sifat Hidrokuinon

Hidrokuinon merupakan suatu senyawa aromatis dengan hama
IUPAC 1,4-benzenediol yang memiliki rumus molekul CgH4(OH)
dengan berat molekul 110,1 g/mol, densitas sebesar 1,34 g/cm?,
berwujud padat dengan bentuk kristal halus, putih, dan dapat menjadi
gelap jika terkena paparan sinar matahari dan udara secara langsung.
Senyawa ini merupakan senyawa pereduksi yang dapat teroksidasi
menjadi semikuinon dan benzokuinon. Hidrokuinon memiliki titik
didih sebesar 285 °C dan titik leleh sebesar 173-174 °C serta dapat
mudah larut dalam air dan etanol [4]. Toksisitas dari senyawa ini
termasuk tingkat menengah, sedikit mudah terbakar, dan dapat
merusak kulit serta mata [3]. Struktur hidrokuinon ditunjukkan pada

gambar 2.1.

Gambar 2.1 : Struktur 1,4-benzenediol (hidrokuinon)

Hidrokuinon termasuk dalam salah satu bahan berbahaya yang
telah seringkali digunakan pada produk kecantikan, khususnya krim
pemutih wajah. Mekanisme kerja dari hidrokuinon adalah dengan
menghambat kinerja dari melanosit sebagai inhibitor aktivitas enzim
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tirosinase dalam bentuk substratnya dan akan teroksidasi secara
spontan menjadi benzokuinon yang cukup beracun bagi melanosit
[13].

Hidrokuinon termasuk dalam senyawa pereduksi yang cukup
kuat dan akan teroksidasi menjadi kuinon, sehingga analisis kadar
hidrokuinon dapat digunakan dengan prinsip reaksi reduksi oksidasi.
Selain itu, identifikasi hidrokuinon dapat pula dilakukan dengan
metode spektrofotometri (inframerah, sinar tampak), kromatografi
lapis tipis, dan spektrum serapan larutan [7].

2.3.2 Penggunaan Hidrokuinon

Penggunaan hidrokuinon biasanya memanfaatkan perannya
yang dapat menjadi agen pereduksi dengan baik. Senyawa ini biasa
digunakan sebagai agen pengembang pada fotografi hitam putih, anti-
oksidan untuk minyak dan lemak, inhibitor pada polimerisasi,
pengawet warna cat, pernis, bahan bakar motor, oli, dan sebagai agen
pigmentasi [16].

Penggunaan hidrokuinon pada fotografi yakni sebagai
pengembang filem dan kertas memanfaatkan peran hidrokuinon
sebagai pereduksi dan senyawa metol pada filem. Hidrokuinon
berperan mereduksi perak halida menjadi unsur perak sehingga
gambar dapat terlihat [25]. Selain itu, penggunaan hidrokuinon banyak
dijumpai pada kosmetik, khususnya obat pemutih dengan
menghambat  aktivitas melanosit  menggunakan  oksidanya
(benzokuinon) yang bersifat racun bagi melanosit sehingga kadar
melanosit akan berkurang dan akan terlihat lebih putih (pucat) pada
wajah [13].

2.3.3 Efek Penggunaan Hidrokuinon

Keberadaan hidrokuinon di dalam kosmetik makin marak
meskipun telah dilarang penggunaannya sejak tahun 2008 oleh BPOM
RI pada krim, khususnya krim wajah [1]. Hidrokuinon memiliki efek
samping yang berbahaya bagi pemakainya, seperti penuaan dini,
kanker kulit, hipertensi dan depresi akut, hingga ketidakteraturan
genetik [14].



Pada uji coba yang dilakukan oleh National Toxicology
Program (NTP) dengan menyuntikkan hidrokuinon pada tikus tepat di
sel adenomas ginjal, diperoleh hasil bahwa tidak terdapat aktivitas
karsinogenik pada tikus jantan, namun pada tikus betina terdapat
aktivitas karsinogenik yang dilihat dari kenaikan hepatocellular
neoplasms [27]. Selain itu, penggunaan hidrokuinon dapat
menyebabkan dermatitis akut dan okronosis (bintil coklat) [15].

2.3.4 Reaksi pada Hidrokuinon

Hidrokuinon merupakan senyawa fenolik yang dapat bereaksi
dengan keasamannya maupun bereaksi dengan mengoksidasi gugus
fenol oleh senyawa oksidator. Senyawa fenolik memiliki keasaman
lebih rendah dibandingkan dengan asam karboksilat, namun lebih
tinggi dibandingkan dengan alkohol maupun air, karena ion fenoksida
merupakan resonansi yang stabil. Fenol akan diionisasi menjadi ion
fenoksida pada pereaksian menggunakan NaOH. Namun, kebanyakan
fenol tidak bereaksi dengan basa lemah seperti natrium bikarbonat
karena keberadaannya dapat membentuk garam.

OH o
S T -
= ‘ + H
i oo
Gambar 2.2 : Reaksi fenolik akibat keasaman

Reaksi oksidasi dari fenol akan menghasilkan senyawa
kompleks seperti hidrokuinon dan katekhol (o-dihidroksibenzen) [28].
Jika senyawa tersebut teroksidasi oleh oksidator lemah seperti Ag* dan
Fe®*, maka akan membentuk senyawa benzokuinon atau kuinon.

OH 0
S :
| — || ||+ 2H +2¢  E°=-0699V
-
OH 0

Gambar 2.3 : Reaksi oksidasi hidrokuinon menjadi kuinon



Hidrokuinon merupakan senyawa asam lemah bivalen yang
mempunyai nilai pKa; sebesar 9,85 dan pKa, sebesar 11,4 dengan
reaksi seperti gambar 2.4 [26].
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Gambar 2.4 : Reaksi kesetimbangan hidrokuinon dalam air

2.3.5 Metode Penentuan Hidrokuinon

Beberapa metode untuk menentukan kadar hidrokuinon telah
diterapkan, seperti secara spektrofotometri UV-Vis, secara titrimetri
dengan serium (IV) sulfat, dan secara high performance liquid
chromatography (HPLC) dengan pereaksi KMnO4 [10, 17, 18]. Selain
itu juga telah dilakukan metode kromatografi lapis tipis (KLT),
micellarelectrokinetic chromatography (MEKC), dan capillary
electrochromatography (CEC) [19].

Penentuan kadar hidrokuinon yang dilakukan oleh Irnawati
(2016) dengan  pelarut  metanol  menggunakan  metode
spektrofotometri UV menghasilkan % recovery sebesar 97-101% pada
uji 3 konsentrasi berbeda, yakni 10 ppm, 25 ppm, dan 50 ppm. Uji
presisi menunjukkan nilai RSD sebesar 0,082% dan spesifitas
menggunakan senyawa teofilin menunjukkan bahwa metode tidak
spesifik untuk sampel hidrokuinon [10].

Penggunaan KMnO. sebagai oksidator yang dapat
mengoksidasi hidrokuinon menjadi benzokuinon pada metode HPLC
merupakan metode reaksi reduksi oksidasi yang cukup menjanjikan.
Limit deteksi yang rendah akan mempermudah penentuan kadar
hidrokuinon dan memungkinkan dilakukan dengan metode lainnya
[16].



2.4 Kromium

Kromium (Cr) merupakan unsur golongan VI B pada tabel
periodik yang termasuk dalam golongan logam transisi. Unsur ini
memiliki berat atom sebesar 52 g/mol, densitas sebesar 7,19 g/cm3,
titik didih 2944 K, dan titik lebur 2180 K. Kromium mudah larut
dalam akuades dan sukar larut dalam asam nitrat dan akuaregia. Pada
keadaan oksidasi, kromium dapat ditemukan dengan bilangan oksidasi
antara Cr? hingga Cr®*, namun ion krom yang umum ditemui adalah
Cro Cr?, Cr¥, dan Cr¢* [20].

Kromium heksavalen (Cr®*) termasuk dalam oksidator kuat pada
suasana asam dengan nilai potensial reduksi standar sebesar +1,33 V.
lon ini dapat diperoleh pada berbagai senyawa, seperti kromium
heksaflorida, natrium kromat, kalium kromat, maupun kalium
dikromat. Reaksi reduksi Cr®* menjadi Cr®* sesuai dengan reaksi (2.1)
[20].

Cr,07* + 14H* + 6" > 2Cr®* + 7TH,0 (2.1)

Seluruh kromium heksavalen, kecuali kromium heksaflorida
merupakan senyawa yang mengandung ligan okso (oxo-compound).
Kromium heksavalen relatif lebih stabil di dalam air, sementara
kromium trivalen dapat berikatan pada partikulat organik di dalam air
[20].

2.5 Kompleks Cr(V1)-Diphenylcarbazide

Diphenylcarbazide (DPC) merupakan pengompleks sukar larut
dalam air dan larut dalam aseton atau etanol. DPC memiliki rumus
molekul C13H14N4O dengan berat molekul 242,28 g/mol dan selektif
terhadap kromium heksavalen. DPC merupakan ligan bidentat yang
dapat mendonorkan 2 pasang elektron kepada logamnya dan biasa
digunakan untuk menentukan kadar kromium heksavalen dengan
membentuk kompleks.

Berdasarkan hasil penelitian Pelaum dan Lester pada tahun 1956,
pembentukan kompleks Cr(V1)-DPC dapat terjadi pada pH 1 hingga
1,4 dan dapat bereaksi dengan beberapa ion logam lain seperti Cu, Hg,
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dan Ni yang akan membentuk warna ungu. Namun, pembentukan
kompleks dengan ion logam selain kromium heksavalen sangat tidak
stabil pada kondisi asam. Senyawa ini berperan sebagai ligan yang
akan mendonorkan dua atom donor saat pembentukan ikatan senyawa
kompleks. Selain itu, dapat pula berperan sebagai akseptor m yang baik
pada ikatan rangkap dan atom N yang sangat elektronegatif sehingga
DPC cenderung stabil. Keberadaan pasangan elektron bebas yang
memungkinkan terjadinya ikatan dengan atom pusat sehingga bersifat
pula sebagai donor  [8].

O

H H
N\NJ\N/N
H H
Gambar 2.5 : Struktur 1,5-diphenylcarbazide

Kompleks Cr(VI1)-DPC merupakan kompleks yang dapat
terbentuk hanya pada kondisi asam sehingga pada kondisi basa
kompleks ini tidak mungkin terjadi. Pembentukan kompleks Cr(V1)-
DPC akan membentuk warna ungu kemerahan dengan panjang
gelombang maksimum kompleks berada pada rentang 530-540 nm
yang dapat ditentukan melalui pengukuran menggunakan
spektrofotometer visibel [32].

N
con 23 1 SOl T
i

Gambar 2.6 : Reaksi pembentukan kompleks Cr(\V1) - DPC

-3

Perbandingan mol dari DPC dan kromium (VI) minimum agar
dapat bereaksi secara sempurna yakni pada perbandingan 8:1. Reaksi
ini akibat hibridisasi orbital d° pada atom Cr sehingga saat direaksikan
dengan DPC yang termasuk akseptor m akan membentuk senyawa
kompleks yang stabil. Selain itu, kestabilan kompleks ini didukung
pula oleh jari-jari atom Cr sebagai atom pusat yang besar, ligan DPC
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merupakan ligan besar, dan muatan dari atom pusat yang besar yang
menyebabkan gaya tarik elektrostatik antara atom pusat dan ligan. Hal
lain yang dapat mempengaruhi pembentukan kompleks ini meliputi
waktu distribusi, lama shaking, tingkat keasaman, dan konsentrasi dari
pereaksi serta pengompleks yang ditambahkan [31].

24Cr : 15? 252 2p°® 3s? 3p°® 4st 3d°
i ol ol el el
4s 4p 3d

24Cr8* - 152 252 2p® 3s? 3pP 4s° 3d°
4s 4p 3d
NN (N
4s 4p 3d

Gambar 2.7 : Hibridisasi kompleks Cr(VI1)-DPC

Orbital kosong pada Cr(VI1) diisi oleh 6 pasang elektron dari 3 DPC
sehingga terbentuk kompleks Cr(VI1)-DPC dengan hibridisasi d?sp*
dan geometri molekul oktahedral.

O Ca
S " " NH
Of//;./ \\©

Gambar 2.8 : Model kompleks Cr(V1)-DPC

z
|
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2.6 Vitamin C (Asam Askorbat)

Vitamin C atau asam L-askorbat (C¢HsOs) merupakan agen
pereduksi yang larut dalam air. Pada kondisi kering, vitamin C cukup
stabil tetapi pada keadaan larut, vitamin C mudah rusak dikarenakan
proses oksidasi khususnya oleh panas, cahaya, dan logam. Vitamin C
memiliki berat molekul 176,12 g/mol dan densitas 1,65 g/cm®. Nilai
potensial oksidasi sebesar 0,116 V cukup membuat vitamin C mudah
teroksidasi menjadi oksidanya dengan mendonorkan 2 H* dari karbon
nomor 2 dan 3.

Gambar 2.9 : Struktur asam L-askorbat

Vitamin C berperan sebagai katalis pada reaksi-reaksi kimia
yang terjadi di dalam tubuh manusia, sebagai antioksidan, penjaga
stabilitas metabolisme tubuh, dan memiliki peran penting pada kulit.
Peranan vitamin C pada kulit yakni dapat menyembuhkan luka,
menghambat hiperpigmentasi, dan mencegah kanker kulit. Hal ini
membuat vitamin C menjadi bahan yang cukup banyak digunakan
pada kosmetik. Pada penyembuhan luka, vitamin C berperan dalam
membantu pembentukan kolagen dan elastin dengan cara
mengaktifkan enzim prolin dan lisin hidroksilase dari prekursor
sehingga dapat menutup luka lebih cepat [36].

2.7 Timbal (Pb)

Timbal atau Pb merupakan jenis logam berat yang memiliki
titik lebur rendah, mudah dibentuk, memiliki warna abu-abu kebiruan,
dan bertekstur lunak. Timbal memiliki titik leleh sebesar 1740 oC
dengan berat jenis sebesar 11,314 g/cm3 dan merupakan logam berat
yang sangat berbahaya dikarenakan bersifat karsinogenik, sukar
terurai, dapat menyebabkan mutasi genetik, dan memiliki toksisitas
yang stabil. Penggunaan timbal biasanya berkutat pada industri
ataupun semi-industri seperti bahan baku baterai, pipa, produk
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perunggu, pigmen pada cat serta peralatan militer. Namun, terkadang
timbal ditemukan pada kosmetik akibat kontaminasi dari penggunaan
bahan baku atau pigmen yang mengandung timbal. Timbal biasa
ditemukan pada kosmetik pewarna rambut, lipstick, eyeliner, dan krim
rambut [37].

2.8 Spektrofotometri Sinar Tampak
2.8.1 Definisi Spektrofotometri Sinar Tampak

Spektrofotometri sinar tampak merupakan suatu metode
penentuan panjang gelombang dan intensitas sinar tampak
menggunakan instrumen spektrofotometer [9]. Metode ini didasarkan
pada sinar tampak yang dapat mempromosikan elektron pada kulit
terluar menuju tingkat energi yang lebih tinggi. Spektrofotometri sinar
tampak dapat dipadukan dengan sinar ultraviolet (spektrofotometri
UV-Vis) untuk pengukuran molekul dan ion anorganik atau kompleks
di dalam larutan. Sinar ultraviolet berada pada panjang gelombang
200-400 nm, sementara sinar tampak berada pada panjang gelombang
400-800 nm [22]. Daerah panjang gelombang sinar elektromagnetik
dapat dilihat pada gambar 2.10 [18].

1071874012501 1019 104 10 107 10° 10° 1043 10° H0&d 10" /1) 10 102 10% 10°

2" T T T T T T T T T T T T g T T T 1 meter
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sinar y [ Gelombang radio dan TV |
I sinar-X ] I Gelombang mikro (radar) I

I ultraviolet '—{ inframerah |

Cahaya tampak:

ungu, biru, hijau, kuning, oranye, merah
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Gambar 2.10 :Daerah panjang gelombang sinar elektromagnetik

2.8.2 Mekanisme Spektrofotometer Sinar Tampak

Sumber cahaya yang diberikan pada proses deteksi dengan alat
spektrofotometer digunakan lampu hidrogen atau deuterium untuk
pengukuran sinar ultraviolet, dan lampu tungsten untuk pengukuran
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sinar tampak. Panjang gelombang yang dipancarkan sumber cahaya
akan dipisah oleh wavelength separator berupa prisma atau
monokromator. Spektrum yang diperoleh merupakan proses scanning
oleh wavelength separator, sedangkan pada pengukuran kuantitatif
dapat dilakukan dengan spektrum pada panjang gelombang tertentu
[22].

2.8.3 Jenis Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis memiliki 2 jenis sumber cahaya,
yakni sumber cahaya tunggal (single beam) dan sumber cahaya ganda
(double beam). Pada sumber cahaya tunggal, sinyal pelarut
dihilangkan terlebih dahulu dengan mengukur pelarut tanpa sampel
(blanko), setelah itu larutan sampel diukur. Skema alat
spektrofotometer UV-Vis single beam dapat dilihat pada gambar
2.11.

monokromator

"'| detekior

lampu kuvet amplifier: |—| spektrum
sampel

Gambar 2.11 : Skema alat spektrofotometer UV-Vis single beam

Pada spektrofotometer UV-Vis double beam, larutan sampel
dan pelarut dapat dideteksi secara bersamaan dengan pelarut yang
tidak mengandung sampel (blanko). Alat ini lebih efektif
penggunaannya dan dapat memberikan hasil yang optimal [22].
Skema alat spektrofotometer UV-Vis double beam dapat dilihat pada
gambar 2.12.

kuvet
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Gambar 2.12 : Skema alat spektrofotometer UV-Vis double beam
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2.9 Hukum Lambert-Beer
2.9.1 Definisi Hukum Lambert-Beer
Hukum Lambert-Beer merupakan hubungan garis lurus antara
absorbansi dengan konsentrasi larutan. Hukum ini memiliki
persamaan:
A= eb.CatauA = a.b.C

dengan penjelasan bahwa A merupakan absorbansi/ nilai serapan, €
merupakan koefisien ekstingsi molar (M cm?), a merupakan
absorptivitas (L gr! cm?), b merupakan tebal kuvet (cm), dan C
merupakan konsentrasi larutan (M).

Koefisien ekstingsi molar atau absorptivitas molar dan
absorptivitas merupakan suatu konstanta dan nilai spesifik yang
dimiliki oleh suatu zat dan panjang gelombang tertentu. Pada
spektrofotometri, larutan yang dapat di lihat oleh mata (warna
komplementer) berbeda dengan warna yang diserap oleh alat pada
panjang gelombang tertentu.

Pada penelitian ini, diperoleh penurunan absorbansi seiring
bertambahnya konsentrasi sampel yang digunakan, sehingga
dilakukan pembuatan kurva standar selisin absorbansi terhadap
konsentrasi standar. Penentuan konsentrasi sampel dengan kurva
selisih absorbansi terhadap konsentrasi telah dilakukan oleh Chi dkk
pada tahun 2009 untuk menentukan kadar furfural dan hidroksimetil
furfural (HMF) dari biomassa pada kondisi asam. Konsentrasi furfural
dan HMF diperoleh seiring penurunan absorbansi yang terukur
menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis. Agar tetap
memenuhi hukum Lambert-Beer, maka diplot kurva selisih absorbansi
terhadap konsentrasi furfural dan HMF. Konsentrasi kedua senyawa
tersebut ditentukan dari selisih absorbansi yang terhitung [34].

2.9.2 Limitasi Hukum Lambert-Beer

Keterbatasan pada Hukum Lambert-Beer dikarenakan sifat
kimia dan faktor instrumen yang digunakan sehingga diperoleh hasil
yang tidak linier pada pembentukan kurva kalibrasi. Hal ini
disebabkan oleh banyak faktor, antara lain deviasi koefisien ekstingsi
pada konsentrasi tinggi (>0,01 M), hamburan cahaya karena adanya
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partikel dalam sampel, fluoresensi atau forforesensi sampel,
berubahnya indeks bias pada konsentrasi tinggi, pergeseran
kesetimbangan kimia, radiasi non-monokromatik, dan kehilangan
cahaya.

Jika pada penentuan konsentrasi tidak diketahui koefisien
ekstingsi molar larutan, maka dapat diketahui konsentrasi dengan
menggunakan kurva kalibrasi absorbansi dengan konsentrasi dari
larutan standar yang dibuat. Sehingga dapat diketahui persamaan garis
lurus dari kurva kalibrasi tersebut [22].

2.10 Validasi Metode

Metode yang sebelumnya tidak pernah diteliti oleh orang lain
sebaiknya dilakukan beberapa uji sebagai langkah untuk memastikan
metode yang digunakan telah valid dan dapat dijadikan acuan.
Langkah untuk memastikan sebuah metode sekurang-kurangnya
dilakukan dengan 3 uji, yakni uji linieritas, tingkat presisi, dan akurasi
[10].

Linieritas merupakan kemampuan dari suatu metode analisis
yang dapat memberikan respon secara langsung dengan bantuan
persamaan matematis yang proporsional terhadap konsentrasi analit
pada sampel sehingga diperoleh kisaran konsentrasi yang dapat
terukur oleh metode tersebut yang ditentukan berdasarkan kelinieran
pada grafik perbandingan konsentrasi dengan absorbansi. Uji presisi
dilakukan dengan pengulangan metode yang telah ditentukan
sekurang-kurangnya 3 kali sebagai data penentuan standar deviasi atau
kesalahan relatif yang terjadi pada pengukuran. Sementara uji akurasi
atau uji validasi dilakukan dengan mengukur absorbansi sampel, dan
beberapa penambahan larutan standar hidrokuinon yang diukur
sehingga diperoleh derajat kedekatan hasil analisis dengan kadar analit
sesungguhnya yang dinyatakan sebagai persen recovery [10]. Selain
itu, terdapat uji selektivitas untuk mengetahui perubahan atau
pergeseran panjang gelombang hidrokuinon terhadap akibat
penambahan variasi konsentrasi senyawa pengotor sebagai senyawa
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yang dapat mengganggu pengukuran dengan metode spektrofotometri
[10].

Proses untuk menentukan tingkat validitas metode dapat pula
melalui penentuan batas deteksi dan batas kuantifikasi. Batas deteksi
atau limit of detection (LOD) merupakan jumlah terkecil dari analit
pada sampel yang dapat dideteksi namun tidak dapat terukur secara
signifikan dan batas kuantifikasi atau limit of quantification (LOQ)
merupakan jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat terukur
secara presisi [10].
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BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Analitik Jurusan
Kimia, Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam,
Universitas Brawijaya, Malang. Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan Januari 2019 hingga April 2019.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi botol
sampel, neraca analitik Mattler Toledo, gelas kimia 250 mL, labu ukur
(10 mL dan 100 mL), tabung reaksi, gelas arloji, pengaduk gelas, pipet
volume 10 mL, pipet ukur (1 mL dan 10 mL), kuvet Hellma QS 10.00,
dan spektrofotometer UV-Vis Genesys 10s.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini merupakan bahan
kimia pro-analisis (p.a) yakni hidrokuinon (Sigma-Aldrich), K,Cr,O~
(Merck), diphenylcarbazide (C13H14N4O, Merck), aseton (AR), H2SO4
(Merck), asam askorbat/ vitamin C (CsHsOs, Merck), Pb(NOs).
(Merck), dan akuades serta 2 macam sampel krim penghilang flek
hitam.

3.3 Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian yang dilakukan, antara lain:
1. Pengumpulan alat dan bahan
2. Preparasi Bahan
a. Pembuatan larutan stok hidrokuinon 100 ppm
b. Pembuatan larutan stok K>Cr,O7 100 ppm
c. Pembuatan larutan H,SOs 1 M
d. Pembuatan larutan diphenylcarbazide (DPC) 0,25%
3. Penentuan kondisi optimum konsentrasi H,SO4
4. Penentuan kondisi optimum konsentrasi diphenylcarbazide
(DPC)
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5. Pembuatan kurva Dbaku menggunakan larutan standar
hidrokuinon

6. Uji selektivitas metode dengan penambahan konsentrasi vitamin
C dan Pb?* sebagai pengganggu

7. Preparasi sampel

8. Penentuan kadar hidrokuinon dalam sampel

9. Uji validitas metode dengan sampel krim penghilang flek hitam

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Preparasi Bahan
3.4.1.1 Pembuatan Larutan Stok Hidrokuinon 100 ppm
Ditimbang padatan hidrokuinon sebanyak 0,01 g menggunakan
gelas arloji pada neraca analitik. Kemudian dilarutkan dengan akuades
pada gelas kimia 250 mL secukupnya hingga larut. Selanjutnya
dipindahkan ke labu ukur 100 mL dan ditambahkan akuades hingga
tanda batas, lalu dikocok hingga homogen sehingga diperoleh larutan
stok hidrokuinon 100 ppm. Perolehan konsentrasi yang lebih rendah
dilakukan pengenceran dengan volume tertentu untuk mencapai
volume yang diinginkan.

3.4.1.2 Pembuatan Larutan Stok K,Cr,O; 100 ppm

Ditimbang padatan K,Cr,O sebanyak 0,0283 g menggunakan
gelas arloji pada neraca analitik. Kemudian ditambahkan sedikit
akuades hingga larut. Selanjutnya dipindahkan ke dalam labu ukur 100
mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas. Larutan
dihomogenkan dan dipindahkan ke dalam botol coklat 100 mL.
Diperoleh larutan K,Cr,O7 dengan konsentrasi 100 ppm dalam botol
coklat 100 mL.

3.4.1.3 Pembuatan Larutan Stok K,Cr,O7 10 ppm

Dipipet sebanyak 10 mL K;Cr,O7 100 ppm menggunakan pipet
volume 10 mL. Kemudian dipindahkan ke labu ukur 100 mL dan
ditambahkan akuades hingga tanda batas lalu dikocok hingga
homogen sehingga diperoleh larutan K>Cr,O7 10 ppm.
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3.4.1.4 Pembuatan Larutan H;SO41 M

Dipipet sebanyak 5,5 mL H.SO, 18 M menggunakan pipet
volume 10 mL. Kemudian dipindahkan ke labu ukur 100 mL yang
telah diisi akuades secukupnya dan setelah itu ditambahkan akuades
hingga tanda batas lalu dikocok hingga homogen sehingga diperoleh
larutan H>SO4 1 M sebanyak 100 mL.

3.4.1.5 Pembuatan Larutan Diphenylcarbazide 0,25%

Ditimbang padatan DPC sebanyak 0,25 g menggunakan gelas
arloji pada neraca analitik. Kemudian ditambahkan 50 mL aseton dan
diaduk hingga larut. Ditambahkan 50 mL akuades dan dipindahkan ke
botol coklat sembari dikocok. Diperoleh larutan DPC dengan
konsentrasi 0,25% dalam botol coklat 100 mL.

3.4.2 Penentuan Kondisi Optimum
3.4.2.1 Optimasi Konsentrasi H,SO4

Optimasi  konsentrasi H,SO, dilakukan dengan cara
memvariasikan konsentrasi 0,02 M; 0,05 M; 0,1 M; 0,2 M; dan 0,3 M.
Digunakan konsentrasi K>Cr,O7 optimum sebesar 1 ppm, konsentrasi
hidrokuinon sebesar 0,4 ppm, konsentrasi DPC sebesar 0,005% dan
pengukuran absorbansi dilakukan pada waktu optimum selama 5
menit.

Disiapkan 1 buah tabung reaksi dan diisi dengan 9,6 mL
akuades, 0,2 mL H,SO4 1 M, dan 0,2 mL DPC 0,25% sebagai larutan
blanko dengan volume total 10 mL. Selanjutnya, disiapkan labu ukur
10 mL dan dipipet 1 mL K,Cr,O7 10 ppm, 0,2 mL H,SO4 1 M, 0,4
hidrokuinon 10 ppm, dan 0,2 mL DPC 0,25%. Diencerkan hingga
tanda batas dengan akuades dan dihomogenkan. Setelah itu diukur
absorbansi  setelah 5 menit waktu reaksi ~menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Genesys 10s pada A sebesar 542 nm.
Penambahan volume H,SO4 pada konsentrasi 0,05 M; 0,1 M; 0,2 M;
dan 0,3 M secara berurutan yakni 0,5 mL; 1 mL; 2 mL; dan 3 mL.
Selanjutnya dilakukan prosedur yang sama seperti sebelumnya dengan
penambahan H,SO, yang sama pada blanko.
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3.4.2.2 Optimasi Konsentrasi Diphenylcarbazide

Optimasi  konsentrasi DPC  dilakukan dengan cara
memvariasikan konsentrasi 0,005%; 0,0125%; 0,025%; 0,0375%; dan
0,0625%. Digunakan konsentrasi K>Cr,O; optimum sebesar 1 ppm,
konsentrasi H,SO4 sesuai kondisi optimum, konsentrasi hidrokuinon
sebesar 0,4 ppm, konsentrasi DPC sebesar 0,015% dan pengukuran
absorbansi dilakukan pada waktu optimum selama 5 menit.

Disiapkan 1 buah tabung reaksi dan diisi dengan H.SO4 kondisi
optimum, 0,2 mL DPC 0,25%, dan ditambahkan akuades hingga
volume total 10 mL sebagai blanko. Selanjutnya, disiapkan labu ukur
10 mL dan dipipet 1 mL K.Cr,O7; 10 ppm, H;SO4 sesuai kondisi
optimum, 0,4 hidrokuinon 10 ppm, dan 0,2 mL DPC 0,25%.
Diencerkan hingga tanda batas dengan akuades dan dihomogenkan.
Setelah itu diukur absorbansi setelah 5 menit waktu reaksi
menggunakan spektrofotometer UV-Vis Genesys 10s pada A sebesar
542 nm. Penambahan volume DPC pada konsentrasi 0,0125%;
0,025%; 0,0375%; dan 0,0625% secara berurutan yakni 0,5 mL; 1
mL; 1,5 mL; dan 2,5 mL. Selanjutnya dilakukan prosedur yang sama
seperti sebelumnya dengan penambahan DPC yang sama pada blanko.

3.4.3 Pembuatan Kurva Baku

Pembuatan kurva baku dilakukan dengan memvariasikan
konsentrasi hidrokuinon menggunakan waktu, konsentrasi K,Cr,Ov,
H>SO., dan konsentrasi DPC pada kondisi optimum. Konsentrasi
hidrokuinon yang digunakan adalah 0,2; 0,5; 1; 1,5; dan 2 ppm.

Disiapkan blanko untuk pengukuran yang berisikan akuades,
H>SO,, dan DPC kondisi optimum dengan volume total 10 mL.
disiapkan labu ukur 10 mL dan dipipet 1 mL K2Cr,07 10 ppm, H2SO4
sesuai kondisi optimum, 0,2 hidrokuinon 10 ppm, dan DPC sesuai
kondisi optimum. Diencerkan hingga tanda batas dengan akuades dan
dihomogenkan. Setelah itu diukur absorbansi setelah 5 menit waktu
reaksi menggunakan spektrofotometer UV-Vis Genesys 10s pada A
sebesar 542 nm. Perlakuan yang sama dilakukan pada variasi
konsentrasi hidrokuinon lainnya dengan penambahan volume sesuai
pada lampiran B.1.3 untuk diketahui linieritas dari metode terhadap

22



penambahan konsentrasi hidrokuinon. Hasil absorbansi yang
diperoleh diplot atau dibuat hubungan antara konsentrasi dengan
absorbansi sehingga nilai persamaan (Y = aX + b) dan R? (koefisien
korelasi) dapat diketahui.

3.4.4 Preparasi Sampel

Sampel krim penghilang flek hitam ditimbang sebanyak 0,01 g
dengan neraca analitik dan dilarutkan dengan akuades secukupnya.
Kemudian disaring kertas saring dan filtrat disaring kembali
menggunakan syringe filter. Filtrat dipindahkan ke dalam labu ukur
100 mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas.

3.4.5 Penentuan Kadar Hidrokuinon dalam Sampel

Konsentrasi hidrokuinon pada sampel krim jerawat dapat
dihitung melalui persamaan garis Y = aX + b yang diperoleh dari
kurva baku konsentrasi hidrokuinon dengan absorbansi. Konsentrasi
hidrokuinon pada sampel dapat diperoleh dari perhitungan nilai X
dengan absorbansi hasil pengukuran sampel krim penghilang flek
hitam.

3.4.6 Uji Selektivitas Metode dengan Penambahan Konsentrasi

Vitamin C dan Pb?* sebagai Pengganggu

Dilakukan pembuatan larutan vitamin C dan Pb? 100 ppm.
Pembuatan larutan ini dilakukan dengan penimbangan sebanyak 0,01
g vitamin C dan 0,016 g Pb?" dari senyawa PbNO; yang diencerkan
masing-masing dalam 100 mL menggunakan pelarut akuades di dalam
labu ukur 100 mL. Selanjutnya diencerkan 10 kali hingga konsentrasi
larutan 10 ppm.

Uji selektivitas dilakukan dengan pengukuran hidrokuinon
standar tanpa penambahan pengganggu dan dibandingkan dengan
hidrokuinon standar yang ditambahkan pengganggu. Dibuat
perbandingan konsentrasi hidrokuinon standar dan konsentrasi
vitamin C dengan perbandingan sebesar 1:1, 1:2, 1:5, dan 1:10.
Perlakuan yang sama dilakukan untuk pengganggu Pb?*.
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Disiapkan blanko untuk pengukuran yang berisikan akuades,
H,S04, dan DPC kondisi optimum dengan volume total 10 mL.
disiapkan labu ukur 10 mL dan dipipet 1 mL K>Cr,07 10 ppm, H2SO,4
sesuai kondisi optimum, 0,5 mL hidrokuinon 10 ppm, 0,5 mL vitamin
C 10 ppm, dan DPC sesuai kondisi optimum. Diencerkan hingga tanda
batas dengan akuades dan dihomogenkan. Setelah itu diukur
absorbansi  setelah 5 menit waktu reaksi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Genesys 10s pada A sebesar 542 nm dan
dilakukan secara triplo. Perlakuan yang sama dilakukan untuk
perbandingan konsentrasi 1:2, 1:5, dan 1:10.

3.4.7 Uji Validitas

Uji validitas ini digunakan metode adisi standar, yakni
hidrokuinon yang terdapat pada krim penghilang flek hitam akan
diukur absorbansinya menggunakan metode spektrofotometri sinar
tampak untuk diketahui konsentrasi hidrokuinon yang terkandung di
dalamnya. Setelah itu, dilakukan penambahan hidrokuinon standar 0,2
ppm dan 0,4 ppm pada larutan sampel. Kemudian diukur kembali
menggunakan metode spektrofotometri sinar tampak sehingga nilai
recovery dapat dihitung.

Disiapkan blanko untuk pengukuran yang berisikan akuades,
H,SO4, dan DPC kondisi optimum dengan volume total 10 mL.
disiapkan labu ukur 10 mL dan dipipet 1 mL K>Cr,O7 10 ppm, H2SO4
sesuai kondisi optimum, 1 mL sampel, 0,2 mL hidrokuinon 10 ppm,
dan DPC sesuai kondisi optimum. Diencerkan hingga tanda batas
dengan akuades dan dihomogenkan. Setelah itu diukur absorbansi
setelah 5 menit waktu reaksi menggunakan spektrofotometer UV-Vis
Genesys 10s pada A sebesar 542 nm dan dilakukan secara triplo.
Perlakuan yang sama dilakukan untuk penambahan konsentrasi 0,4
ppm hidrokuinon standar.
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3.4.8 Analisis Data
3.4.8.1 Perhitungan Persamaan Regresi Linier dan Koefisien
Korelasi
Pembuatan kurva baku standar dengan variasi konsentrasi
hidrokuinon digunakan untuk menentukan kadar hidrokuinon yang
terkandung di dalam sampel. Kadar hidrokuinon dalam sampel
diperoleh dengan cara regresi linier sederhana menggunakan
persamaan (3.1).

y=ax+b (3.1)

Setelah dilakukan pengukuran dan diperoleh absorbansi sebagai nilai
y serta slope (a) dan intersep (b) yang masing-masing diperoleh dari
persamaan (3.2) dan persamaan (3.3).

_ nEXY)-CX)(ZY)

n(zZX2)—(2X)? (3:2)

_ EN(EXH-(ZX)(EXY)
- n(ZX2)—(=X)2

b (3.3)

Ketepatan nilai regresi linier pada masing-masing titik koordinat pada

kurva dapat diketahui dengan koefisien korelasi yang menunjukkan

angka 1 untuk menyatakan kurva linier sempurna. Koefisien korelasi
dapat ditentukan melalui persamaan (3.4).
5 n(EXY)—(EX)(ZY)

— VIEXD)-EXInEYD)-CY)?

3.4.8.2 Perhitungan Standar Deviasi (SD)

Standar deviasi (SD) dan standar deviasi relatif (RSD)
digunakan untuk menentukan ketelitian data absorbansi yang
diperoleh pada uji selektivitas dan uji validitas agar diketahui
kedekatan hasil dari pengulangan yang dilakukan. Penentuan SD dan
RSD dapat melalui persamaan (3.5) dan persamaan (3.6).

(3.4)

SD = ﬁZ{‘(xi — %)2 (3.5)

RSD = = x 100% (3.6)
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Dimana, N merupakan jumlah pengulangan yang dilakukan, x
merupakan nilai konsentrasi yang diperoleh, dan x merupakan rata-
rata nilai konsentrasi.

3483 Ujit

Uji t atau uji parsial merupakan salah satu uji statistika untuk
mengetahui pengaruh dari variabel bebas masing-masing terhadap
variabel terikatnya. Pada penelitian ini, variabel bebas yang digunakan
adalah penambahan konsentrasi vitamin C dan Pb?" sebagai
pengganggu yang diduga dapat mempengaruhi variable terikat yaitu
konsentrasi hidrokuinon. Pada uji t, ditentukan nilai t hitung melalui
persamaan (3.7), yang kemudian dibandingkan dengan nilai t tabel
dengan tingkat kepercayaan 95%.

thitung= %ﬁ (37)

Nilai p merupakan data konsentrasi variable terikat, x merupakan rata-
rata konsentrasi setelah penambahan variable bebas, dan n merupakan
jumlah pengulangan yang dilakukan. Nilai t hitung lebih rendah
dibandingkan dengan t tabel 5% maka hasil disimpulkan tidak beda
secara signifikan, sedangkan jika nilai t hitung lebih tinggi
dibandingkan dengan t tabel 5% maka hasil disimpulkan beda secara
signifikan.

3.4.8.4 Perhitungan LOD dan LOQ
Perhitungan LOD dan LOQ dapat ditentukan dengan
persamaan (3.8) dan (3.9)

ALop =(3xSg)+ Ag (38)
ALog  =(10xSg)+ As (3.9

dimana, Sg merupakan simpangan baku atau standar deviasi dari
pengukuran larutan blanko dan Ag merupakan nilai absorbansi rata-
rata yang diperoleh dari pengukuran blanko. Nilai A op dan ALog yang
diperoleh selanjutnya disubstitusi pada persamaan kurva linieritas y =
0,2293x + 0,0362 sebagai nilai absorbansi sehingga diperoleh
konsentrasi minimum yang dapat terdeteksi dan terkuantifikasi.
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3.4.8.5 Perhitungan % Kesalahan dan % Recovery

Perhitungan % kesalahan dilakukan untuk mengetahui seberapa
besar penyimpangan konsentrasi hidrokuinon dalam larutan dengan
penambahan senyawa pengganggu dari konsentrasi standarnya. Nilai
% kesalahan dapat diperoleh dengan persamaan (3.10).

9% kesalahan = | endzcispie WCltandsr | 10095 (3.10)
standar

Perhitungan % recovery dilakukan untuk mengetahui perolehan
kembali kadar hidrokuinon dalam sampel terhadap penambahan
hidrokuinon standar. Nilai % recovery dapat diperoleh dengan
persamaan (3.11).

% recovery = [C]Samp‘[ﬂc’ispike:[qsmke x100% (3.11)
sampe
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini mempelajari optimasi kimiawi yakni konsentrasi
H,SOs dan konsentrasi diphenylcarbazide (DPC) terhadap
pembentukan kompleks Cr(VI)-DPC. Mempelajari pula pengaruh
penambahan pengganggu vitamin C dan Pb?" terhadap pengukuran
kadar hidrokuinon (HQ) menggunakan metode spektrofotometri sinar
tampak melalui pembentukan kompleks Cr(V1)-DPC sehingga dapat
diketahui tingkat selektivitas metode. Selain itu, penelitian ini juga
menentukan tingkat validitas metode penentuan hidrokuinon pada
sampel krim penghilang flek hitam melalui metode adisi standar.

Metode penentuan kadar hidrokuinon ini didasarkan pada reaksi
tidak langsung dari penurunan absorbansi senyawa kompleks Cr(V1)-
DPC akibat penambahan pereduksi hidrokuinon. Penambahan
hidrokuinon mereduksi Cr®* menjadi Cr** dan hidrokuinon akan
teroksidasi menjadi benzokuinon (BQ) sebagaimana yang ditunjukkan
pada reaksi (4.1). Sehingga, sisa dari Cr®* yang tidak tereduksi akan
membentuk kompleks sesuai reaksi (4.2) dan berkurang dengan
bertambahnya konsentrasi hidrokuinon yang ditambahkan dalam
larutan. Kadar hidrokuinon yang mereduksi Cr® dapat diketahui
melalui selisih absorbansi terukur dari pembentukan kompleks
Cr(VI)-DPC.

Cr,07% + 3HQ + 8H* > 2Cr3* + 3BQ + 7H,0 (4.1)
Cr,07% (sisa) + DPC = Cr(VI)-DPC (Ungu) 4.2)

Kompleks Cr(VI1)-DPC hanya dapat bereaksi pada kondisi asam dan
menghasilkan warna kompleks merah keunguan dengan panjang
gelombang maksimum sebesar 542 nm sesuai pada gambar 4.1.
Penentuan panjang gelombang maksimum ini dilakukan pada kondisi
K2Cr207 1 ppm, H2SO4 0,05 M, dan DPC 0,01%.
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Gambar 4.1 : Spektra Kompleks Cr(VI)-DPC

Panjang gelombang yang diperoleh sesuai dengan perkiraan
warna komplemennya pada daerah visibel yang ditunjukkan pada
tabel 4.1 [35]. Panjang gelombang maksimum ini selanjutnya
digunakan untuk seluruh pengukuran pada penelitian yang meliputi
optimasi konsentrasi H,SO4, optimasi konsentrasi DPC, uji linieritas,
uji selektivitas, penentuan kadar hidrokuinon, dan uji validitas.

Tabel 4.1 : Perkiraan panjang gelombang dan warna pada daerah

visibel
Panjang Gelombang Warna Warna
(nm) Komplementer

400 - 435 Ungu Hijau kuning
435 — 480 Biru Kuning
480 — 490 Biru hijau Oranye
490 - 500 Hijau biru Merah
500 — 560 Hijau Merah ungu
560 — 580 Hijau kuning Ungu
580 — 595 Kuning Biru
595 - 610 Oranye Biru hijau
610 — 750 Merah Hijau biru
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4.1 Optimasi Konsentrasi H,SO4

Optimasi  konsentrasi HSO4 dilakukan untuk mengetahui
pengaruh keasaman pada pembentukan kompleks Cr(VI1)-DPC.
Pembentukan kompleks Cr(VI)-DPC sangat dipengaruhi oleh tingkat
keasaman pada larutan. Menurut Pelaum dan Lester (1956), kompleks
Cr(VI1-DPC akan terbentuk pada larutan berada pada rentang pH 1-1,4
dan berdasarkan metode APHA (American Public Health Association)
3500 untuk penentuan Cr, kompleks Cr(VI)-DPC bereaksi secara
optimal pada pH 1,6-2,2 sehingga pada kondisi terlalu asam maupun
terlalu basa tidak dapat membentuk kompleks Cr(VI)-DPC secara
sempurna [8, 33]. Selain itu, Cr(VI) dapat diperoleh dari berbagai
senyawa yang bergantung pada pH larutan tersebut, yakni terdapat
dalam spesies H.CrOs, HCrO4, CrO4*, dan Cr,O-*, sehingga perlu
dipastikan bahwa senyawa Cr(VI) yang terdapat pada larutan dalam
bentuk Cr,0-* dengan optimasi tingkat keasaman. Distribusi spesies
Cr(VI) dari variasi pH dapat dilihat pada gambar 4.2 [30].

100
80 -

60 -
4

Fraction, %

40 -

20 -

0 2 4 6 8 10 12
pH
Gambar 4.2: Kurva distribusi kromium (V1) pada variasi pH

Reaksi kesetimbangan pada anion kromium heksavalen ditunjukkan
oleh persamaan (4.3) hingga (4.5).

H>CrO4 - HCrO4 + H* Ki=121 (4.3)
2HCrOs - Cr,0+% + H,0 Ky =35,5 (4.4)
HCrO4 -> CI’O42' +H* Ks = 3x107 (45)
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Nilai absorbansi yang diperoleh dari penambahan konsentrasi
H2SO4 dapat dilihat pada gambar 4.3 dengan grafik hubungan antara
konsentrasi H,SO4 terhadap absorbansi kompleks Cr(VI1)-DPC.
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Gambar 4.3 : Kurva hubungan konsentrasi H.SO, terhadap nilai
absorbansi kompleks Cr(VI)-DPC

Konsentrasi H,SO4 optimum yang diperoleh didasarkan pada
nilai absorbansi tertinggi. Hasil pengukuran menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Genesys menunjukkan pada konsentrasi
0,05 M merupakan konsentrasi optimum. Pengukuran pH pada larutan
dengan konsentrasi H>SO4 0,05 M menggunakan indikator pH
universal menunjukkan pH sebesar 2. Hal ini serupa dengan interval
pH optimum dari APHA 3500-Cr yakni pada pH 1,6-2,2 [33]. Setelah
konsentrasi optimum, pada grafik cenderung menurun yang
disebabkan karena penambahan asam akan menyebabkan persebaran
ion H* semakin banyak dan memungkinkan terjadi reaksi dengan atom
N pada DPC yang memiliki elektron bebas. Reaksi tersebut dapat
mengganggu pembentukan kompleks sehingga menurunkan nilai
absorbansi yang terukur.

4.2 Optimasi Konsentrasi Diphenylcarbazide

Optimasi konsentrasi diphenylcarbazide (DPC) dilakukan untuk
mengetahui seberapa banyak yang dibutuhkan untuk membentuk
kompleks secara sempurna dengan Cr(VI).. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Wandoyo dkk pada tahun 2006, kompleks
Cr(VI)-DPC memiliki perbandingan mol optimum untuk reaksi
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pembentukan kompleks secara sempurna yakni DPC:Cr(VI) sebesar
8:1 atau 7,5 x 10°® mol untuk DPC dan 9,6 x 10" mol untuk Cr(VI).
Perbedaan perbandingan mol DPC dengan Cr(VI) pada literatur
disebabkan oleh beberapa hal, yakni waktu distribusi, lama shaking,
tingkat keasaman, dan konsentrasi pereaksi yang ditambahkan. Nilai
absorbansi yang diperoleh dari variasi konsentrasi DPC dapat dilihat
pada gambar 4.4.
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Gambar 4.4 : Kurva hubungan konsentrasi DPC terhadap nilai
absorbansi kompleks Cr(VI)-DPC

Konsentrasi DPC optimum yang diperoleh didasarkan pada nilai
absorbansi tertinggi. Hasil pengukuran menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Genesys menunjukkan konsentrasi DPC
optimum pada 0,0125% sehingga pada konsentrasi tersebut jumlah
mol DPC tepat bereaksi dengan Cr(VI) 1 ppm. Berdasarkan
perhitungan, jumlah mol DPC 0,0125% sebesar 5,2 x 10 mol. Jumlah
ini jauh lebih banyak jika dibandingkan dengan jumlah mol Cr(VI) 1
ppm yakni sebesar 9,6 x 10 mol. Hal ini menunjukkan ketersediaan
mol DPC dalam larutan telah cukup dan optimal pada konsentrasi
tersebut. Konsentrasi setelah konsentrasi DPC optimum menunjukkan
perbedaan yang tidak signifikan dikarenakan DPC telah seluruhnya
bereaksi dengan Cr(V1) yang terdapat di dalam larutan.
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4.3 Uji Selektivitas Terhadap Pengganggu

Uji Selektivitas merupakan salah satu tahap uji untuk mengetahui
pengaruh dari senyawa atau ion yang ditambahkan kepada larutan uji
terhadap perubahan absorbansi larutan uji terukur [10]. Pada
penelitian ini, uji selektivitas dilakukan untuk mengetahui tingkat
selektivitas dari metode penentuan kadar hidrokuinon pada sampel
krim penghilang flek hitam melalui pembentukan kompleks Cr(VI)-
DPC menggunakan metode spektrofotometri sinar tampak. Senyawa
pengganggu yang digunakan yakni vitamin C dan ion Pb?". Kedua
senyawa tersebut umumnya terdapat pada krim penghilang flek hitam
karena dibutuhkan untuk mendukung proses penghilangan flek hitam
dengan menghambat pigmen.

Tingkat selektivitas ditentukan melalui nilai % kesalahan yang
diperoleh setelah penambahan pengganggu yang dibandingkan
dengan tanpa ditambahkan pengganggu. Nilai % kesalahan yang
mendekati 0% menunjukkan pengaruh yang minim dari penambahan
senyawa pengganggu terhadap pembentukan kompleks dan
pengukuran. Selain itu, dilakukan pula perhitungan uji t yang
dilakukan untuk memastikan beda nyata dari tiap pengukuran yang
memiliki nilai berdekatan.

4.3.1 Pengaruh Senyawa Asam Askorbat (Vitamin C)

Uji pengaruh senyawa vitamin C pada penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui tingkat selektivitas dari metode penentuan
hidrokuinon dengan pembentukan kompleks Cr(VI1)-DPC. Penentuan
pengaruh senyawa pengganggu terhadap analisis hidrokuinon
dilakukan dengan penambahan senyawa pengganggu vitamin C
kepada larutan yang mengandung hidrokuinon standar 0,5 ppm
dengan konsentrasi 0,5 ppm (1:1); 1 ppm (1:2); 2,5 ppm (1:5); dan 5
ppm (1:10). Larutan lain yang digunakan, yakni K>Cr,07, H,SO4, dan
DPC ditambahkan sesuai konsentrasi pada kondisi optimum dan
diukur pada waktu optimum. Vitamin C memiliki sifat yang serupa
dengan hidrokuinon, yakni dapat mereduksi Cr®* menjadi Cr®* karena
memiliki potensial reduksi lebih rendah dibandingkan dengan
potensial reduksi Cr(VI) menjadi Cr(lll). Hal ini menyebabkan
vitamin C dapat menurunkan absorbansi kompleks karena semakin
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banyaknya Cr(VI) yang tereduksi meskipun hidrokuinon telah
seluruhnya mereduksi Cr(VI).

Hasil pengukuran absorbansi kompleks Cr(VI)-DPC dengan
penambahan senyawa pengganggu vitamin C dapat dilihat pada
gambar 4.5.
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Gambar 4.5 : Kurva hubungan pengaruh penambahan vitamin C
terhadap absorbansi kompleks Cr(VI)-DPC

Berdasarkan kurva di atas yang merupakan hasil rata-rata absorbansi
dari tiga kali pengulangan terlihat jelas pengaruh vitamin C yang dapat
menurunkan absorbansi kompleks Cr(VI1)-DPC pada konsentrasi 2,5
dan 5 ppm, namun pada konsentrasi 0,5 dan 1 ppm tidak terlihat jelas
perbedaannya. Sebagai langkah untuk meyakinkan pengaruh
penambahan konsentrasi senyawa vitamin C diperlukan uji statistika
dengan menentukan % kesalahan yang menunjukkan penyimpangan
konsentrasi setelah penambahan dibandingkan dengan tanpa
penambahan vitamin C. Selanjutnya pengaruh beda nyata dari nilai
konsentrasi dibuktikan dengan uji t untuk mengetahui perbedaan
konsentrasi yang diperoleh dengan taraf nyata 5% dan % ketepatan
lebih dari atau sama dengan 95%. Hasil yang diperoleh dari
perhitungan % kesalahan ditunjukkan pada tabel 4.2.
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Tabel 4.2 : Pengaruh senyawa vitamin C terhadap absorbansi
kompleks Cr(V1)-DPC

. . o
([pl:)?n]) %I;'ng] Absorbansi teljﬁﬂzern(tr:;;) kesal/;)lhan
0,0 0,623 0,50 £ 0,04 0,0
0,5 0,622 0,51 £0,05 2,0
0,5 1,0 0,614 0,54 £ 0,01 8,0
2,5 0,562 0,78 £ 0,03 56,0
5,0 0,504 1,05+ 0,01 110,0

Setelah dilakukan perhitungan % kesalahan, dapat diketahui
bahwa pada penambahan vitamin C 0,5 ppm memiliki tingkat
kesalahan kurang dari 5% sehingga pengaruh konsentrasi vitamin C
0,5 ppm tidak berpengaruh terhadap absrbansi kompleks Cr(V1)-DPC
yang terbentuk. Selain itu, nilali % ketepatan melebihi taraf nyata (o)
yang digunakan, yakni 5% atau ketepatan lebih dari sama dengan
95%. Hal ini didukung pula oleh uji t yang menunjukkan bahwa nilai
t hitung pada konsentrasi vitamin C 0,5 ppm sebesar 0,35 dan lebih
rendah dibandingkan nilai t tabel yakni 2,92 sehingga dapat
disimpulkan bahwa penambahan vitamin C pada konsentrasi 0,5 ppm
tidak beda nyata terhadap kompleks Cr(VI)-DPC tanpa penambahan
vitamin C. Sedangkan, pada penambahan vitamin C 1 ppm; 2,5 ppm;
dan 5 ppm menunjukkan penurunan absorbansi kompleks yang cukup
signifikan dibandingkan tanpa penambahan vitamin C dan %
ketepatan yang diperoleh kurang dari 95% sehingga tidak memenuhi
o = 5%. Hal ini dibuktikan oleh uji t yang menghasilkan nilai t hitung
berturut-turut sebesar 9,53; 16,17; dan 95,26. Nilai tersebut lebih
tinggi dibandingkan dengan nilai t tabel yakni 2,92.

Vitamin C sangat mengganggu terhadap metode penentuan kadar
hidrokuinon melalui pembentukan kompleks Cr(VI)-DPC karena
vitamin C memiliki sifat reduktor yang cukup kuat dan akan bersaing
atau melanjutkan reduksi Cr(VI) menjadi Cr(lll) saat hidrokuinon
telah habis bereaksi. Hal tersebut mengakibatkan semakin sedikitnya
jumlah Cr(VI) yang tersedia sehingga kompleks Cr(VI)-DPC yang
terbentuk semakin sedikit. Proses reaksi reduksi oksidasi dan
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pembentukan kompleks pada larutan ditunjukkan pada reaksi (4.6)
hingga (4.8).

Cr,07% + 3HQ + 8H* > 2Cr3* + 3BQ + 7H,0 (4.6)
CI’2072' + 3CsHgOs + BH'> 2Cr3t + 3CsHO6 + 7H-0 (4.7)
Cr,07 (sisa) + DPC = Cr(VI)-DPC (4.8)

Nilai potensial sel reaksi Cr(VI) dengan vitamin C yakni 1,21 V,
sementara nilai potensial sel reaksi Cr(VI) dengan HQ yakni 0,63 V.
Nilai potensial sel reaksi Cr(VI) dengan vitamin C lebih besar jika
dibandingkan dengan HQ sehingga reaksi yang lebih mudah terjadi
adalah reaksi antara Cr(\V1) dengan vitamin C. Setelah vitamin C habis
teroksidasi, maka terjadi reduksi Cr(\VI) oleh HQ. Hal ini
menunjukkan bahwa keberadaan konsentrasi vitamin C terhadap
metode ini sangat berpengaruh dan dapat mengganggu pengukuran
kadar hidrokuinon.

4.3.2 Pengaruh lon Pb?

Uji pengaruh ion Pb?* pada penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui tingkat selektivitas dari metode penentuan hidrokuinon
dengan pembentukan kompleks Cr(VI1)-DPC. Penentuan pengaruh
senyawa pengganggu terhadap analisis hidrokuinon dilakukan dengan
penambahan ion pengganggu Pb?" kepada larutan yang mengandung
hidrokuinon standar 0,5 ppm dengan konsentrasi 0,5 ppm (1:1); 1 ppm
(1:2); 2,5 ppm (1:5); dan 5 ppm (1:10). Larutan lain yang digunakan,
yakni K>Cr;O7, H.SO4, dan DPC diitambahkan sesuai konsentrasi
pada kondisi optimum dan diukur pada waktu optimum. Pb*
merupakan ion yang umumnya terdapat pada krim penghilang flek
hitam. Pemilihan Pb?* sebagai ion pengganggu dikarenakan Pb?* dapat
mengganggu pengukuran absorbansi kompleks Cr(VI)-DPC akibat
pembentukan endapan PbSO, dengan nilai Ksp sebesar 2,53 x 1078,
Reaksi pembentukan endapan PbSO. ditunjukkan pada reaksi (4.9)
dan (4.10).

Pb(NOz3)2 + H2SO4 - PbSO, + 2HNO; (4.9)
PbSO4 + H2SO4 - Pb(HSO,), (4.10)
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Reaksi pembentukan endapan ini menghasilkan kristal PbSO4
berwarna putih yang tidak larut dan mengendap di dalam air.
Keberadaan kristal ini dapat mengganggu pengukuran sehingga perlu
dilakukan optimasi pengaruh ion Pb?" terhadap kompleks Cr(VI)-
DPC. Namun, pada kondisi sangat asam, endapan tersebut akan larut
dan membentuk larutan Pb(HSOa,),. Selain itu, pada reaksi reduksi
oksidasi Pb?* hanya dapat terjadi pada kondisi basa, sedangkan reaksi
reduksi oksidasi yang terjadi pada pembentukan kompleks Cr(VI)-
DPC berada pada kondisi asam sehingga tidak dapat terjadi reaksi
reduksi oksidasi oleh Pb?". Hasil pengukuran absorbansi kompleks
Cr(V1)-DPC dengan penambahan senyawa pengganggu Pb?* dapat
dilihat pada gambar 4.6.
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Gambar 4.6 : Kurva hubungan pengaruh penambahan Pb?
terhadap absorbansi kompleks Cr(VI1)-DPC

Berdasarkan kurva di atas yakni hasil rata-rata absorbansi dari
tiga kali pengulangan terlihat tidak ada perubahan signifikan pengaruh
penambahan Pb?* yang terhadap absorbansi kompleks Cr(V1)-DPC.
Sebagai langkah untuk meyakinkan pengaruh penambahan
konsentrasi Pb?* diperlukan uji statistika dengan menentukan %
kesalahan yang menunjukkan penyimpangan konsentrasi setelah
penambahan dibandingkan dengan tanpa penambahan Pb?" yang
dilanjutkan dengan uji t untuk mengetahui perbedaan konsentrasi yang
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diperoleh dengan taraf nyata 5% dengan % ketepatan lebih dari atau
sama dengan 95%. Perbedaan absorbansi dengan selisih tidak
signifikan dapat ditentukan beda nyata atau tidak dari perhitungan
nilai t hitung yang lebih besar dibandingkan dengan t tabel 5%. Hasil
yang diperoleh dari perhitungan % kesalahan ditunjukkan pada tabel
4.3.

Tabel 4.3 : Pengaruh ion Pb?* terhadap absorbansi kompleks Cr(V1)

DPC

[HQ] | [Pb*] . Konsentrasi %
(ppm) (ppm) Absorbansi terukur (ppm) kesalahan

0,0 0,623 0,50 £ 0,04 0,0

0,5 0,624 0,49 £ 0,04 2,0

0,5 1,0 0,625 0,49 £0,01 2,0

2,5 0,626 0,49 £ 0,03 2,0

5,0 0,628 0,48 +£ 0,06 4,0

Setelah dilakukan perhitungan % Kesalahan, dapat diketahui
bahwa pada penambahan Pb?* 0,5; 1; 2,5; dan 5 ppm memiliki tingkat
% kesalahan yang rendah sehingga konsentrasi Pb?* tidak terlalu
berpengaruh terhadap absrbansi kompleks Cr(VI)-DPC yang
terbentuk. Selain itu, nilai % ketepatan melebihi taraf nyata (o)) yang
digunakan, yakni 5% atau ketepatan lebih dari sama dengan 95%. Hal
ini didukung pula oleh uji t yang menunjukkan nilai t hitung pada
penambahan variasi konsentrasi Pb?* sebesar -0,43; -1,73; -0,58; dan
-0,58. Nilai t hitung lebih rendah dibandingkan nilai t tabel yakni 2,92
sehingga dapat disimpulkan bahwa penambahan Pb?* pada konsentrasi
tidak beda nyata atau tidak mempengaruhi pengukuran maupun
pembentukan kompleks Cr(\V1)-DPC.

4.4 Uji Linieritas

Linieritas pengukuran dari metode penentuan kadar hidrokuinon
dengan pembentukan kompleks Cr(VI)-DPC  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Genesys dibuat dengan mengukur minimal
5 wvariasi konsentrasi larutan standar yang digunakan. Konsentrasi
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hidrokuinon yang digunakan yakni sebesar 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;
0,6;0,7;0,8;0,9; 1; 1,5; 2; 2,5; dan 3 ppm.
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Gambar 4.7 : Kurva pengaruh variasi hidrokuinon terhadap
selisih absorbansi

Berdasarkan gambar 4.7, dapat dilihat pengaruh penambahan

konsentrasi  hidrokuinon  terhadap  pembentukan  kompleks.
Konsentrasi hidrokuinon yang ditambahkan pada larutan memiliki
nilai sebesar selisih absorbansi setelah dikonversi menggunakan
persamaan regresi pada kurva baku.
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Gambar 4.8 : Kurva linieritas variasi konsentrasi hidrokuinon



Kurva linieritas ditunjukkan pada gambar 4.8 dengan nilai R?
sebesar 0,9961 yang menunjukkan tingkat linieritas metode sangat
baik. Nilai R? semakin baik jika memiliki nilai mendekati 1. Suatu
metode dapat dikatakan linier jika nilai R? lebih besar daripada 0,98
sehingga pada metode penentuan kadar hidrokuinon dari penurunan
absorbansi kompleks Cr(VI1)-DPC menggunakan spektroforometer
UV-Vis Genesys menunjukkan tingkat linieritas yang baik pada
konsentrasi 0,2 hingga 3 ppm hidrokuinon.

4.5 Pembuatan Kurva Baku

Pembuatan kurva baku standar dengan larutan standar
hidrokuinon dilakukan dengan mengukur absorbansi dari variasi
konsentrasi hidrokuinon 0,2; 0,5; 1; 1,5; dan 2 ppm. Konsentrasi yang
digunakan harus termasuk di dalam linieritas metode agar hasil yang
diperoleh optimal. Larutan lain yang digunakan, yakni KzCr,Oy,
H>SO,;, dan DPC diitambahkan sesuai konsentrasi pada kondisi
optimum dan diukur pada waktu optimum. Perlakuan untuk
pembuatan kurva baku dilakukan secara triplo. Kurva baku standar
dari larutan hidrokuinon dapat dilihat pada gambar 4.9. Kurva baku
standar ini digunakan untuk penentuan konsentrasi sampel dan
digunakan untuk uji validitas.

Berdasarkan kurva baku standar yang diperoleh, dapat
diketahui bahwa persamaan regresi linier y = -0,2224x + 0,7867
dengan nilai koefisien korelasi (R?) sebesar 0,9977.
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Gambar 4.9 : Kurva baku absorbansi dengan konsentrasi
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Pada penelitian ini, diperoleh grafik yang tidak sesuai dengan hukum
Lambert-Beer dikarenakan konsentrasi berbanding terbalik dengan
absorbansi. Metode yang digunakan berdasarkan reaksi tidak
langsung, sehingga kadar hidrokuinon dapat diketahui melalui selisih
absorbansi dari penambahan konsentrasi tertentu dengan konsentrasi
terkecilnya. Kurva baku standar yang sesuai dengan hukum Lambert-
Beer dapat diperoleh dari plot selisih absorbansi dengan konsentrasi
hidrokuinon seperti pada gambar 4.10.
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Gambar 4.10 : Kurva baku selisih absorbansi dengan konsentrasi

4.6 Uji Validitas Metode

Uji akurasi atau uji validasi dilakukan untuk mengetahui tingkat
validitas dengan metode adisi standar. Metode adisi standar dilakukan
dengan mengukur absorbansi sampel, dan dilakukan beberapa
penambahan larutan standar yang diukur sehingga diperoleh
kedekatan hasil analisis dengan kadar analit sesungguhnya yang
dinyatakan sebagai % recovery [10]. Pada penelitian ini, uji validitas
dilakukan dengan 2 jenis sampel krim penghilang flek hitam, yakni
sampel A dan sampel B. Setelah itu dilakukan penambahan
konsentrasi hidrokuinon standar sebanyak 0,2 ppm dan 0,4 ppm.
Larutan lain yang digunakan, yakni K,Cr,O;, H,SOs, dan DPC
ditambahkan sesuai konsentrasi pada kondisi optimum dan diukur
pada waktu optimum. Perlakuan untuk penentuan kadar hidrokuinon
dalam sampel krim penghilang flek hitam dan uji validitas dilakukan
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secara triplo. Hasil pengukuran pada sampel A dapat dilihat pada tabel
4.4,

Tabel 4.4 : Hasil pengukuran sampel A

Adisi [HQ] Absorbansi Konsentrasi %
Sampel (ppm) terukur (ppm) | Recovery
A 0,0 0,699 0,40+0,10 -
0,2 0,662 0,60 + 0,04 100,0
0,4 0,612 0,79 £ 0,08 97,5

Berdasarkan pengukuran sampel A melalui pembentukan
kompleks Cr(VI)-DPC yang diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis Genesys, diperoleh nilai absorbansi rata-rata dari tiga kali
pengulangan sebesar 0,699 dan selanjutnya disubstitusi nilai y pada
persamaan regresi y = -0,2224x + 0,7867 sehingga diperoleh
konsentrasi terukur sebesar 0,40 + 0,1 ppm. Penambahan konsentrasi
hidrokuinon standar 0,2 ppm dan 0,4 ppm secara berturut-turut
menghasilkan absorbansi sebesar 0,662 dan 0,612. Konsentrasi yang
diperoleh dari penambahan 0,2 ppm dan 0,4 ppm sebesar 0,60 + 0,04
dan 0,79 £ 0,08 sehingga diperoleh nilai % recovery sebesar 100% dan
97,5%. Nilai kesalahan relatif pada penelitian ini cukup terkontrol
(RSD < 10%), yakni 6,7% dan 10,1% untuk penambahan 0,2 dan 0,4
ppm hidrokuinon standar.

Pada penentuan kadar hidrokuinon dengan sampel B dilakukan
menggunakan prosedur yang sama seperti sampel A sehingga
diperoleh hasil yang ditunjukkan pada tabel 4.5.

Tabel 4.5 : Hasil pengukuran sampel B

Adisi [HQ] Absorbansi Kolr:sentrasi %
Sampel (ppm) terukur (ppm) | Recovery
B 0,0 0,735 0,23 £ 0,05 -
0,2 0,689 0,44 + 0,04 104,3
0,4 0,646 0,63 + 0,06 100,0

Berdasarkan pengukuran sampel B melalui pembentukan
kompleks Cr(VI1)-DPC yang diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis Genesys, diperoleh nilai absorbansi rata-rata dari tiga kali
pengulangan sebesar 0,735 dan selanjutnya disubstitusi nilai y pada
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persamaan regresi y = -0,2224x + 0,7867 sehingga diperoleh
konsentrasi terukur sebesar 0,23 £ 0,05 ppm. Penambahan konsentrasi
hidrokuinon standar 0,2 ppm dan 0,4 ppm secara berturut-turut
menghasilkan absorbansi sebesar 0,689 dan 0,646. Konsentrasi yang
diperoleh dari penambahan 0,2 ppm dan 0,4 ppm sebesar 0,44 + 0,04
dan 0,63 £ 0,06 sehingga diperoleh nilai % recovery sebesar 104,3%
dan 100,0%. Nilai kesalahan relatif pada penelitian ini cukup
terkontrol (RSD < 10%), yakni 9,1% dan 9,5% untuk penambahan 0,2
dan 0,4 ppm hidrokuinon standar.

Pada uji validitas, nilai % recovery yang menunjukkan perolehan
kembali sangat baik pada rentang 90-110%. Pada sampel A dan
sampel B menunjukkan % recovery sangat baik dikarenakan nilainya
masih terdapat pada rentang tersebut. Selain itu, pada perhitungan
LOD dan LOQ diperoleh nilai sebesar 0,07 ppm dan 0,10 ppm
konsentrasi minimum analit atau sampel yang dapat diukur. Nilai
LOD dan LOQ biasa diekspresikan sebagai konsentrasi pada rasio
sinyal terhadap gangguan (noise) sehingga dengan pembacaan pada
konsentrasi  tersebut telah menunjukkan metode penentuan
hidrokuinon dapat mengukur konsentrasi analit untuk konsentrasi
tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa metode penentuan kadar
hidrokuinon pada sampel krim penghilang flek hitam melalui
penurunan absorbansi  kompleks Cr(VI)-DPC  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Genesys memiliki keakuratan tinggi dan
dapat digunakan untuk referensi metode penentuan kadar hidrokuinon
di dalam sampel krim penghilang flek hitam lainnya.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa:

1.

3.

Kondisi optimum yang diperoleh dari hasil optimasi
konsentrasi H.SO4 yakni 0,05 M dan optimasi konsentrasi
diphenylcarbazide yakni 0,0125%.

Kisaran konsentrasi hidrokuinon pada sampel krim
penghilang flek hitam yang dapat terukur menggunakan
metode ini sebesar 0,2 hingga 2,5 ppm.

Tingkat selektivitas metode cukup baik dikarenakan tidak
dipengaruhi oleh penambahan vitamin C sebanyak 0,5 ppm
atau satu kali konsentrasi HQ dan Pb?* hingga 5 ppm atau lima
kali konsentrasi HQ.

Metode yang dikembangkan memiliki tingkat validitas
dengan akurasi yang baik untuk menentukan kadar
hidrokuinon dalam sampel krim penghilang flek hitam dengan
nilai % recovery mendekati 100,0%.

5.2 Saran

Jika pada sampel krim penghilang flek hitam terdapat kadar
vitamin C sebesar 2 kali lipat atau lebih dari kadar hidrokuinon, maka
diperlukan pemisahan untuk menghilangkan vitamin C yang terdapat
pada sampel.
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B. Perhitungan dan Preparasi Larutan
B.1 Larutan Hidrokuinon
B.1.1 Pembuatan Larutan Stok Hidrokuinon 100 ppm
Larutan stok hidrokuinon 100 ppm dibuat dari padatan
hidrokuinon dengan massa yang sesuai pada perhitungan berikut:

__ massa hidrokuinon (mg)

Kadar (ppm) volume (L)
massa hidrokuinon

100 mg/L = 1L

Massa hidrokuinon =10mg=10,01g

B.1.2 Pembuatan Larutan Hidrokuinon 10 ppm

Pembuatan larutan hidrokuinon 10 ppm dibuat dari
pengenceran larutan stok hidrokuinon 100 ppm dengan perhitungan
sebagai berikut:

V1ix M =V2 XM
V1x100 ppm = 100mLx 10 ppm
V1 =10 mL

Larutan hidrokuinon 100 ppm yang digunakan untuk membuat
hidrokuinon 10 ppm adalah sebanyak 10 mL.

B.1.3 Pembuatan Larutan Standar Hidrokuinon

Larutan standar hidrokuinon dengan konsentrasi 0-3 ppm
dibuat dari pengambilan sejumlah hidrokuinon 10 ppm sesuai pada
tabel di bawah ke dalam campuran melalui perhitungan:

V1xM1=V2xM2

dimana, V1 =Volume larutan hidrokuinon stok (mL)
M; = Konsentrasi larutan hidrokuinon stok (ppm)
V>  =Volume campuran (mL)
M, = Konsentrasi larutan hidrokuinon dalam campuran
(ppm)
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Pembuatan larutan standar 0-3 ppm dapat dilihat pada tabel B.1.

Tabel B.1: Pembuatan larutan hidrokuinon 0-3 ppm

Vi (mL) Mz (ppm) V2 (mL) Mz (ppm)
0 10 10 0
0,1 10 10 0,1
0,2 10 10 0,2
0,3 10 10 0,3
0,4 10 10 0,4
0,5 10 10 0,5
0,6 10 10 0,6
0,7 10 10 0,7
0,8 10 10 0,8
0,9 10 10 0,9
1,0 10 10 1,0
1,5 10 10 15
2 10 10 2
2,5 10 10 2,5
3 10 10 3

B.2 Larutan K;Cr,0y
B.2.1 Pembuatan Larutan Stok K,Cr,07100 ppm

Larutan stok K;Cr,O; 100 ppm dibuat dari padatan K,Cr,O
dengan massa yang sesuai pada perhitungan berikut:

__ArCr2x massa K2Cr207 (mg)
~ MrK2Cr207 xvolume (L)

Kadar (ppm)

104—E— x massa K2Cr207
— mol

100 mg/L =

294-8_x 0,1L
mol
Massa K>Cr.O7 = 28,3 mg = 0,0283 g
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B.2.2 Pembuatan Larutan K;Cr,0O710 ppm
Pembuatan larutan K,Cr,O; 10 ppm dibuat dari pengenceran
larutan stok K>Cr,0O; 100 ppm dengan perhitungan sebagai berikut:

V1ix M =V XM
V1 x100 ppm = 100mLx 10 ppm
V1 =10 mL

Larutan K,Cr,O7 100 ppm yang digunakan untuk membuat larutan
K>Cr,07 10 ppm adalah sebanyak 10 mL.

B.3 Larutan H.SO4
B.3.1 Pembuatan Larutan H,SO41 M
Larutan H,SO, dengan konsentrasi 1 M dibuat dari larutan

H2S04 18 M dengan pengambilan sebanyak 5,5 mL ke dalam 100 mL
pelarut akuades melalui perhitungan:

V1ix M =V2 XM
Vix18 M =100mLx1M
V1 = 55mL

B.3.2 Variasi Volume Larutan H,SO41 M pada Optimasi

Variasi konsentrasi larutan H>SOs4 yang digunakan pada
optimasi dengan konsentrasi 0,02 M; 0,05 M, 0,1 M; 0,2 M; dan 0,3
M dibuat dengan memvariasikan volume H;SO; 1 M vyang
ditambahkan pada larutan campuran. Penambahan volume H,SO4 1 M
berdasarkan perhitungan:
a. Konsentrasi H,SO4 0,02 M

Vi X M =V2X M
Vix1M =10mLx 0,02 M
V1 = 0,2 mL

b. Konsentrasi H,SO, 0,05 M
V1 x M =V2 XM
Vix1M =10mLx0,05M
V1 =0,5mL

c. Konsentrasi H,SO4 0,1 M
Vi X M =V2x M
Vix1M =10mLx0,1 M
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V1 = 1mL
d. Konsentrasi H,S040,2 M

V1ix M =V X M;
Vix1M =10mLx0,2M
V1 =2 mL

e. Konsentrasi H.S0O4 0,3 M
V1ix M =V XM
Vix1M =10mLx0,3M
V1 =3 mL

B.4 Larutan Diphenylcarbazide
B.4.1 Pembuatan Larutan Diphenylcarbazide 0,25%

Larutan diphenylcarbazide dengan konsentrasi 0,25% dibuat
dari padatan diphenylcarbazide dengan pengambilan sebanyak 0,25 g
ke dalam 100 mL pelarut yang terdiri atas 50 mL aseton dan 50 mL

akuades melalui perhitungan:
g

% massa =
100 mL
0,25 g _ massa DPC
100 mL 100 mL
Massa DPC =0,25g

B.4.2 Variasi Volume Larutan Diphenylcarbazide 0,25% pada
Optimasi

Variasi konsentrasi larutan Diphenylcarbazide yang digunakan
pada optimasi dengan konsentrasi 0,005%; 0,0125%, 0,025%;
0,0375%; dan 0,0625% dibuat dengan memvariasikan volume
Diphenylcarbazide 0,25% yang ditambahkan pada larutan campuran
berdasarkan perhitungan:

a. Konsentrasi diphenylcarbazide 0,005%

V1 X M =V2x M;
V1 x 0,25% =10 mLx 0,005%
V1 = 0,2 mL
b. Konsentrasi diphenylcarbazide 0,0125%
V1 X M =V2 XM
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V1 x 0,25% =10mLx0,0125%

Vi1 = 0,5mL

c¢. Konsentrasi diphenylcarbazide 0,025%
V1 X M =V X M;
V1 X 0,25% =10mLx 0,025%
V1 =1mL

d. Konsentrasi diphenylcarbazide 0,0375%
V1 X M =V XM
V1 x 0,25% =10mLx0,0375%
V1 = 1,5 mL

e. Konsentrasi diphenylcarbazide 0,0625%
Vi X M =V2 XM
V1 x0,25% =10 mLx 0,0625%
V1 =2,5mL

B.5 Larutan Asam Askorbat (Vitamin C)
B.5.1 Pembuatan Larutan Stok Vitamin C 100 ppm

Larutan vitamin C dengan konsentrasi 100 ppm dibuat dari
padatan vitamin C dengan pengambilan sebanyak 0,01 g ke dalam 100

mL pelarut akuades melalui perhitungan:
__ massa vitamin C (mg)

Kadar (ppm) volume (L)
massa vitamin C
Massa vitamin C =10mg=10,01g

B.5.2 Pembuatan Larutan Vitamin C 10 ppm

Pembuatan larutan vitamin C 10 ppm dibuat dari pengenceran
larutan stok vitamin C 100 ppm dengan perhitungan sebagai berikut:
V1 x M =V2 XM

V1 x 100 ppm = 100 mLx 10 ppm
Vi =10 mL

Larutan vitamin C 100 ppm yang digunakan untuk membuat larutan
vitamin C 10 ppm adalah sebanyak 10 mL.
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B.5.3 Variasi Volume Larutan Vitamin C 10 ppm pada Uji
Selektivitas
Variasi konsentrasi larutan vitamin C yang digunakan pada uji
selektivitas dengan konsentrasi 0,5 ppm; 1 ppm; 2,5 ppm; dan 5 ppm
dibuat dengan memvariasikan volume vitamin C 10 ppm yang
ditambahkan pada larutan campuran berdasarkan perhitungan:
a. Konsentrasi vitamin C 0,5 ppm

Vi X M, =V2XM;
Vix10ppm =10mLx0,5ppm
V1 = 0,5 mL

b. Konsentrasi vitamin C 1 ppm
Vi X M =V2 XM
Vix10ppm =10mLx 1 ppm
V1 = 1mL

¢. Konsentrasi vitamin C 2,5 ppm
V1 X M =V x M
Vix10ppm =10mLx2,5ppm
V1 = 2,5 mL

d. Konsentrasi vitamin C 5 ppm
V1 x M =V2x M
Vix10ppm =10mLx5 ppm
V1 = 5mL

B.6 Larutan Pb?* dari Pb(NOs)2
B.6.1 Pembuatan Larutan Stok Pb?* 100 ppm

Larutan Pb?" dengan konsentrasi 100 ppm dibuat dari padatan
Pb?*dengan pengambilan sebanyak 0,016 g ke dalam 100 mL pelarut
akuades melalui perhitungan:

__ ArPbx massa Pb(NO3)2 (mg)

Kadar (ppm) Mr Pb(NO3)2 x volume (L)

207-8- x massa Pb(NO3)2
— mol

100 mg/L =

331-8-x 0,1L
mol

Massa Pb(NQO3),= 16 mg = 0,016 g
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B.6.2 Pembuatan Larutan Pb?* 10 ppm

Pembuatan larutan Pb?* 10 ppm dibuat dari pengenceran larutan
stok Pb?* 100 ppm dengan perhitungan sebagai berikut:
V1ix M =V2X M

V1 x 100 ppm = 100 mLx 10 ppm
V1 = 10 mL

Larutan Pb?* 100 ppm yang digunakan untuk membuat larutan Pb?* 10
ppm adalah sebanyak 10 mL.

B.6.3 Variasi Volume Larutan Pb?* 10 ppm pada Uji Selektivitas
Variasi konsentrasi larutan Pb?* yang digunakan pada Uuji
selektivitas dengan konsentrasi 0,5 ppm; 1 ppm; 2,5 ppm; dan 5 ppm
dibuat dengan memvariasikan volume Pb?" 10 ppm yang ditambahkan
pada larutan campuran berdasarkan perhitungan:
a. Konsentrasi Pb?* 0,5 ppm

Vi X M =V2XM;
Vix10ppm =10mLx0,5 ppm
V1 =0,5mL

b. Konsentrasi Pb** 1 ppm
V1 X M =V2 XM
Vix10ppm =10mLx1ppm
V1 = 1mL

c. Konsentrasi Pb?* 2,5 ppm
Vi x M =V X M
Vix10ppm =10mLx2,5ppm
V1 =2,5mL

d. Konsentrasi Pb*" 5 ppm
Vi X M =V2x M;
Vix10ppm =10mLx5 ppm
V1 = 5mL
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C. Data Hasil Optimasi
C.1 Optimasi Konsentrasi H.SO4

Tabel C.1: Hasil pengukuran absorbansi optimasi H>SO4

Konsentrasi H.SO4 (M) Absorbansi
0,02 0,700
0,05 0,714
0,1 0,690
0,2 0,680
0,3 0,662

C.2 Optimasi Konsentrasi Diphenylcarbazide (DPC)
e Mol K2Cr2071 ppm

K2Cr,07 1 ppm =122=10,0012
Mol Cr = %

__0,001g

G

mol

=1,923 x 10° mol
Mol Cr di dalam Cr,07* = x 1,923 . 10°
=9,615 x 10 mol
e Mol DPC0,0125%

DPC 0,0125% =0,0125—2— =0,125<
100 mL L
Mol DPC =
Mr
_0125g
- 242,28%
=5,16 x 10* mol

Tabel C.2: Hasil pengukuran absorbansi optimasi DPC

Konsentrasi DPC (%) Absorbansi
0,005 0,686
0,0125 0,728
0,0375 0,703
0,025 0,688
0,0625 0,698
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D. Validasi Metode
D.1 Pembuatan Kurva Baku Standar

Tabel D.1: Hasil pengukuran absorbansi optimasi H2SO4

Konsentrasi Absorbansi Rata-rata Selisih
HQ (ppm) 1 2 3 Absorbansi | Absorbansi
0,2 0,742 | 0,732 | 0,75 0,741 0
0,5 0,681 | 0,654 | 0,678 0,671 0,070
1 0,562 | 0,571 | 0,567 0,567 0,175
15 0,475 | 0,465 | 0,455 0,465 0,276
2 0,317 | 0,321 | 0,361 0,333 0,408

D.2 Uji Selektivitas Terhadap Pengganggu
D.2.1 Pengaruh Senyawa Asam Askorbat (Vitamin C)

Tabel D.2: Hasil pengukuran absorbansi penambahan vitamin C

[Vit. C] Absorbansi

(ppm) 1 2 3
0 0,631 0,614 0,625
0,5 0,611 0,631 0,623
1 0,612 0,615 0,615
2,5 0,555 0,565 0,566
5 0,507 0,501 0,503

D.2.1.1 Perhitungan Konsentrasi Hidrokuinon Terukur

Perhitungan konsentrasi hidrokuinon dengan digunakannya
persamaan pada kurva baku standar yang digunakan untuk penelitian
uji selektivitas, yakni y = -0,2023x + 0,7606 dengan R? = 0,998. Nilai
absorbansi disubstitusi dengan y dan nilai x menunjukkan konsentrasi

terukur.

D.2.1.2 Perhitungan Standar Deviasi (SD) Pengukuran
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e SDOppm = \/7(0 0012+0,0019+0,000049)
= 0,04
e SDO5pPM = \/:o 0024+0,0018+0,000036)
= 0,05
e SD1ppm = Wo 000081+0,000025+0,000025)
= 0,01
e SD 2,5 ppm = FO 0010+0,00019+0,00036)
= 0,03
e SD5ppm = \/70 00023+0,00017+0,000016)

= 0,01
D.2.1.3 Perhitungan % Kesalahan dan % Akurasi
[C]standar+spike B [C]standar

% Kesalahan = | | x 100%

[C] standar
0,5-0,5

e % Kesalahan 0 ppm = | x100% = 0%
% Akurasi 0 ppm = 100% - 0% = 100%

e % Kesalahan 0,5 ppm = |°51 05| 100% = 2%
% Akurasi 0,5 ppm  =100% - 2% = 98%

e % Kesalahan 1 ppm = |054 05 | x 100% = 8%
% Akurasi 1 ppm =100% - 8% = 92%

e 9% Kesalahan 2,5 ppm = |O’78'0'5| x100% = 56%
% Akurasi 2,5 ppm  =100% - 56% = 44%

e 9 Kesalahan 5 ppm = |1’°5,'0'5| x100% = 110%
% Akurasi 5 ppm =100% - 110% = -10%
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Tabel D.3: Hasil perhitungan uji selektivitas dengan vitamin C

ST | vt | e T [ %
0 0,631 0,46
0 0,614 0,54 0,04 100
0 0,625 0,49
0,5 0,611 0,56
0,5 0,631 0,46 0,05 98
0,5 0,623 0,50
1 0,612 0,55
1 0,615 0,54 0,01 92
1 0,615 0,54
25 0,555 0,81
2,5 0,565 0,77 0,03 44
25 0,566 0,76
5 0,507 1,04
5 0,501 1,06 0,01 -10
5 0,503 1,06

D.2.1.4 Perhitungan Uji t
e Penambahan 0,5 ppm vitamin C
=)

thiung = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (SD

= (0,51 - omn(f) 0,35
e Penambahan 1 ppm vitamin C

thing = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (‘é—g)

4%4owx() 6,92

e Penambahan 2,5 ppm vitamin C
)

thiung = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (SD

/5

4msoww@m

) 16,17
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e Penambahan 5 ppm vitamin C
=)

thiung = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (SD

= (105050 x () = 95,26

Tabel D.4: Uji t pengaruh senyawa vitamin C terhadap absorbansi
kompleks Cr(VI1)-DPC

[Vit. C] (ppm) | T hitung | T tabel* Kesimpulan
0 - -
0,5 0,35 Tidak Beda Nyata
1 6,92 2,92 Beda Nyata
2,5 16,17 Beda Nyata
5 95,26 Beda Nyata

*digunakan tingkat kepercayaan 95% (o = 5%)
D.2.2 Pengaruh Senyawa Pb?*

Tabel D.5: Hasil pengukuran absorbansi penambahan Pb?*

[Pb?*] Absorbansi
(Ppm) 1 2 3
0 0,631 0,614 0,625
0,5 0,624 0,617 0,632
1 0,628 0,622 0,625
2,5 0,623 0,622 0,632
5 0,643 0,622 0,618

D.2.2.1 Perhitungan Konsentrasi Hidrokuinon Terukur
Perhitungan konsentrasi hidrokuinon dengan digunakannya

persamaan pada kurva baku standar yang digunakan untuk penelitian
uji selektivitas, yakni y = -0,2023x + 0,7606 dengan R? = 0,998. Nilai
absorbansi disubstitusi dengan y dan nilai x menunjukkan konsentrasi
terukur.
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D.2.2.2 Perhitungan Standar Deviasi (SD) Pengukuran

1 n
SD = mZ(Xi—f{)z

e SDOppm = \/go,0012+0,0019+0,000049)
= 0,04
e SD 0,5 ppm = \/50,000001+0,0012+0,0013)
= 0,04
e SD1ppm = \/50,00019+0,00019+0)
= 0,01
e SD 2,5ppm = Jgo,00014+o,00029+0,0009)
= 0,03
e SD5ppm = \/;0,0049+0,00073+0,0020)
= 0,06
D.2.2.3 Perhitungan % Kesalahan dan % Akurasi

C I \Tq
% Kesalahan = | [ ]Standar+splke [Clstandar

[C] standar
0,5-0,5

e % Kesalahan 0 ppm = | x100% = 0%
% Akurasi 0 ppm = 100% - 0,3% = 100%
e 9% Kesalahan 0,5 ppm = |049 05| x100% = 2%

% Akurasi 0,5 ppm =100% - 1,2% = 98%
0,49~ os|

e 9 Kesalahan 1 ppm =|
% Akurasi 1 ppm = 100% - 1,8% = 98%

222 x100% = 2%

* % Kesalahan 2,5 ppm = |
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% Akurasi 2,5 ppm  =100% - 2,4% = 98%

e 9% Kesalahan 5 ppm = |O‘4g;0‘5| x100% = 4%
% Akurasi 5 ppm =100% - 4,4% = 96%
Tabel D.6: Hasil perhitungan uji selektivitas dengan Pb?
2+ - )
omy | Aosoransi | oriitin opm | S° | Akuras
0 0,631 0,46
0 0,614 0,54 0,04 99,7
0 0,625 0,49
0,5 0,624 0,50
0,5 0,617 0,53 0,04 98,8
0,5 0,632 0,46
1 0,628 0,48
1 0,622 0,51 0,01 98,2
1 0,625 0,49
2,5 0,623 0,50
2,5 0,622 0,51 0,03 97,6
2,5 0,632 0,46
S 0,643 0,41
S 0,622 0,51 0,06 95,6
5 0,618 0,52
D.2.2.4 Perhitungan Uji t
e  Penambahan 0,5 ppm Pb?*
Voo
thing = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (5)
3
= (0,49 — 0,50) x (0—‘;) =043
e Penambahan 1 ppm Pb?
Voo
thing = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (S—D)

= (049-050)x (32) =-1,73
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e  Penambahan 2,5 ppm Pb?*

thiung = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (—

= (0,490,550 x (22) = 0,58

e  Penambahan 5 ppm Pb?

thing = (Kons. rata-rata — Kons. standar) x (S—g

V3

= (0,48-0,50) x (1) = -0,58

0,06

)

)

Tabel D.7: Uji t pengaruh senyawa Pb?* terhadap absorbansi
kompleks Cr(V1)-DPC

[Pb?*] (ppm) | T hitung | T tabel* Kesimpulan
0 - -
0,5 -0,43 Tidak Beda Nyata
1 -1,73 2,92 Tidak Beda Nyata
2,5 -0,58 Tidak Beda Nyata
5 -0,58 Tidak Beda Nyata

*digunakan tingkat kepercayaan 95% (o = 5%)

D.3 Uji Validitas

D.3.1 Sampel A
Tabel D.8: Hasil pengukuran absorbansi sampel A
[HQ] Absorbansi
(ppm) 1 2 3
0 0,713 0,709 0,674
0,2 0,647 0,663 0,650
0,4 0,616 0,626 0,593
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D.3.1.1 Perhitungan Konsentrasi Hidrokuinon Terukur

Perhitungan konsentrasi hidrokuinon dengan digunakannya
persamaan pada kurva baku standar yang digunakan saat penelitian uji
validitas, yakni y = -0,2224x + 0,7867 dengan R? = 0,9977. Nilai
absorbansi disubstitusi dengan y dan nilai x menunjukkan konsentrasi
terukur.

D.3.1.2 Perhitungan Standar Deviasi (SD) Pengukuran

SD = ﬁZ(Xi — )2

e SDOppm = /i(o,oo42+o,0022+0,0123)
= 0,10

e SDO2ppm = /i(0,00084+0,0018+0,00023)
= 0,04

e SDO4ppm = /;—1(0,0004+o,0042+0,0071)
= 0,08

D.3.1.3 Perhitungan Relatif Standar Deviasi (RSD) Pengukuran

e RSDO2ppm =——2x100%

" Kons.Rata—rata
0,04
=—-—x1009
0,60 %
=6,7%

SD
— _ 0
e RSD04 ppm = Kons.Rata—rataX 100%
= %x 100%

=10,1%
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D.3.1.4 Perhitungan % Recovery

C e — [Cleni
[ ]sampeHSplke [ ]Splke x100%

% recovery =
[C]sampel

0’60_:’2|x 100% = 100%

0,79-0,4
0,4

* %recovery 0,2 ppm = |

* % recovery 0,4 ppm = | | x100% = 97,5%

Tabel D.9: Tabel perhitungan uji validitas sampel A

Sampel A
i o)
([:):)?n]) Absorbansi Ko?sgrrlr:)ray SD I?;E; Reco/(\)/ery
0,713 0,33
0 0,709 0,35 0,1 - -
0,674 0,51
0,647 0,63
0,2 0,663 0,56 0,04 6,7 100
0,65 0,61
0,616 0,77
0,4 0,626 0,72 0,08 | 10,1 97,5
0,593 0,87
D.3.2 Sampel B
Tabel D.10: Hasil pengukuran absorbansi sampel B
[HQ] Absorbansi
(ppm) 1 2 3
0 0,733 0,724 0,748
0,2 0,689 0,700 0,680
0,4 0,639 0,661 0,638

D.3.2.1 Perhitungan Konsentrasi Hidrokuinon Terukur

Perhitungan konsentrasi hidrokuinon dengan digunakannya
persamaan pada kurva baku standar yang digunakan saat penelitian uji
validitas, yakni y = -0,2224x + 0,7867 dengan R? =
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absorbansi disubstitusi dengan y dan nilai x menunjukkan konsentrasi
terukur.

D.3.2.2 Perhitungan Standar Deviasi (SD) Pengukuran

SD = ﬁZ(xi — )2

e SDOppm = /i(0,000081+0,0025+0,0033)
= 0,05

e SDO2ppm = /i(0,000009+0,0021+0,0019)
= 0,04

e SDO4ppm = /5(0,001+0,0045+0,0013)
= 0,06

D.3.2.3 Perhitungan Relatif Standar Deviasi (RSD) Pengukuran
e RSD 0,2 ppm P x100%

" Kons.Rata—rata
0,04

=—=—x1009
0,44 /o

=9,1%

_ SD
* RSD 0’4 ppm = Kons.Rata—rataX 100%

0,06

=0 X 100%

=9,5%
D.3.2.4 Perhitungan % Recovery

C ike — [Clspi
[ ]sampeHSplke [ ]Splke x 100%

% recovery =

[C]sampel
e 9% Recovery 0,2 ppm = |°"t)42';'2| x100% = 104,3%
e 9% Recovery 0,4 ppm = |O’6032'3?'4| x100% = 100,0%
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Tabel D.11: Tabel perhitungan uji validitas sampel B

Sampel B
H . | Konsentrasi RSD %
([pp%l) Absorbansi (ppm) SD (%) | Recovery
0,733 0,241
0 0,724 0,281 0,054 | 7,3 -
0,748 0,174
0,689 0,439
0,2 0,700 0,390 0,044 | 10,1 101,7
0,68 0,480
0,639 0,664
0,4 0,661 0,565 0,058 | 9,2 100,0
0,638 0,668
D.3.3 Perhitungan LOD dan LOQ
Tabel D.12: Tabel pengukuran blanko
Pengulangan Absorbansi (xi — X)?
1 0,050 2,90 x 10°®
2 0,048 0,09 x 10°®
3 0,050 2,90 x 10°®
4 0,047 1,70 x 10®
5 0,048 0,09 x 10°®
6 0,047 1,70 x 10°®
7 0,049 0,49 x 10°®
8 0,048 0,09 x 10°®
9 0,049 0,49 x 10°®
10 0,047 1,70 x 10®
Jumlah 0,483 12,2 x 10
Rata - rata 0,0483
So = [ EMxi—%)?

1 .
Sp = /m (12,2 x 10)

= 0,001
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D.3.3.1 Perhitungan LOD

e Aiop =(3xSg)+ As
=3x0,0012 + 0,048
= 0,052
e Persamaan kurva linieritas:
A =0,2293x + 0,0362
0,052  =0,2293x + 0,0362
X - 0,0502,220(;(;362 — 0’07 ppm
D.3.3.2 Perhitungan LOQ
e Al = (10 x Sg) + As
=10x0,0012 + 0,0483
= 0,060
e Persamaan kurva linieritas:
A =0,2293x + 0,0362
0,060 =0,2293x + 0,0362
« _ 0,060(?220(;2362 - 0,10 ppm

D.4 Perhitungan Konsentrasi Hidrokuinon pada Sampel
D.4.1 Sampel A

e Perhitungan kadar hidrokuinon di dalam sampel

Pengambilan 0,01 g dan dilarutkan di dalam 100 mL, sehingga

konsentrasi larutan sampel sebesar 0,01 mogmL atau 100%.

Diperoleh konsentrasi hidrokuinon dalam larutan sampel 100 ppm
dengan pengambilan larutan sampel ke larutan campuran sebanyak 10
mL sebesar 0,40 ppm sehingga dapat dihitung konsentrasi
hidrokuinon dalam 100 mL sampel sebagai berikut:
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Dalam 100 mL sampel =FP x— O x Konsentrasi HQ terukur

1000

100 100 m
= x—x0,40=Y
10 1000 0,01g

=0,40

001g

Dalam 100 g sampel = %x 0,40 mg

=4,0

— 400
1009 4,0%

D.4.2 Sampel B
e Perhitungan kadar hidrokuinon di dalam sampel

Pengambilan 0,01 g dan dilarutkan di dalam 100 mL, sehingga
konsentrasi larutan sampel sebesar O, 01 O —  atau 100%.
Diperoleh konsentrasi hidrokuinon dalam Iarutan sampel 100 ppm
dengan pengambilan larutan sampel ke larutan campuran sebanyak 10
mL sebesar 0,23 ppm sehingga dapat dihitung konsentrasi
hidrokuinon dalam 100 mL sampel sebagai berikut:

Dalam 100 mL sampel = FP x— 9 x Konsentrasi HQ terukur

1000

_ 100 100 m
= x—x 0,239
0,01g

10 1000

=0,23
001g

Dalam 100 g sampel = VY le 0,23 mg

=23

— 0
100 =23%
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