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Penentuan Kadar Hidrokuinon pada Krim Pemutih Wajah
Menggunakan Teknik pPAD (Microfluidic Paper-based
Analitycal Device) Berdasarkan Pembentukan Kompleks
Besi(l1)-Fenantrolin

ABSTRAK

Metode Microfluidic Paper-Based Analitycal Device (LUPAD)
pada penelitian ini adalah metode yang digunakan untuk
menganalisa hidrokuinon di dalam produk kosmetik pemutih
wajah. Sistem ini dibuat melalui pencetakan area hidrofobik pada
kertas Whattmann no.1 dengan teknik wax printing. Penghalang
hidrofobik yang dicetak berbentuk bulat berfungsi untuk
mengontrol aliran fluida, sehingga zona reaksi dan zona deteksi
berada pada satu area hidrofilik yang sama. Prinsip penelitian
didasarkan pada hidrokuinon sebagai agen pereduksi yang mampu
mengubah bilangan oksidasi Fe(l1l) menjadi Fe(ll) dalam sistem
redoks. Fe(ll) yang terbentuk akan bereaksi dengan fenantrolin
membentuk senyawa  kompleks yaitu Fe(ll)-fenantrolin yang
berwarna merah-jingga. Metode deteksi yang digunakan adalah
kolorimetri yang diukur menggunakan analisis image color yaitu
imagelJ. Penelitian ini perlu, menentukan kondisi konsentrasi
optimum fenantrolin, waktu optimum pembentukkan kompleks
Fe(l)-fenantrolin, serta uji validitas dan selektifitas. Hasil yang
diperoleh adalah konsentrasi optimum fenantrolin adalah 0,1% .
Waktu optimum pembentukkan kompleks Fe(l1)-fenantrolin pada
waktu 5 menit dan waktu maksimum 20 menit. Kurva baku
standar hidrokuinon memiliki persamaan regresi y = -880,73x +
242376 dengan R? > 0,9979.  Presisi kurva baku standar

hidrokuinon memiliki nilai %RSD 0,4-2,3%.

Kata kunci : uPAD, Hidrokuinon, Redoks, Kompleks besi(ll)-
fenantrolin,-imageJ




Determination Of Hydroquinone In Facial Whitening
Cream Using UPAD (Microfluidic Paper-based Analytical
Device) Based On The Formation of Iron(11)-
Phenantrholine Complex

ABSTRACT

Microfluidic Paper-Based Analytical Device (UPAD) method
in this research was developed for analyzing hydroquinone in
facial whitening cosmetic products. This system was created by
printing hydrophobic areas on Whattmann paper number 1 with
—_wax printing techniques. The hydrophobic barrier which is printed
in a round shape functions to control the flow of fluid, so that the
reaction zone and the detection zone are in the same hydrophilic
area. The principle of this research is based on hydroguinone as a
reducing agent that is able to change the oxidation number of Fe
(111 to Fe(Il) in the redox system. Fe(Il) which is formed will react
with phenanthroline to form a complex compound that is Fe(l1)-
phenanthroline which is red-orange. The detection method used is
colorimetry measured using image color analysis, imageJ. This
research is necessary, to determine the conditions of the optimum
concentration of phenanthroline, the optimum time of the
formation of Fe (I1)-phenanthroline complex, the validity and
selectivity tests. The results obtained are the optimum
oncentration of phenanthroline is 0.1%. The optimum time for
the formation of Fe(ll)-phenanthroline complex is 5 minutes and
maximum time is 20 minutes. The hydroquinone standard curve
has a regression equation y= -880.73x + 242376 with R? > 0.9979.

Precision results for a standard hydroquinone curve is 0.4-2.3%.

Key World :uPAD, Hydroquinone, Redox, Fe(ll)-phenanthroline
complex, imageJ.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dewasa ini, Penggunaan berbagai jenis kosmetik telah meningkat
pesat terutama dikalangan wanita. Banyak kaum wanita yang
mengidamkan kulit yang sehat, putih dan cerah khususnya kulit
wajah tanpa noda hitam. Adanya berbagai produk kosmetik
diharapkan memberikan efek untuk memutihkan kulit wajah.
Terdapat berbagai bentuk kosmetik seperti krim, cairan, serbuk dan
suspensi yang ditujukan untuk digunakan pada bagian luar tubuh[1].

Produk kosmetik yang umum ditemukan adalah dalam bentuk
sediaan krim. Hal ini karena, krim memiliki beberapa kelebihan
seperti cara pemakaian yang sederhana dan tidak rumit pada area
tubuh bagian luar[2]. Selain itu, tidak menempel secara permanen
pada kulit setelah penggunaan, dapat digunakan pada seluruh bagian
kulit, serta tidak terjadi pengumpalan di bagian kulit tertentu[3].
Krim adalah produk kosmetik berbentuk semi padat yang terbentuk
karena sistem emulsi antara dua zat yang tidak saling bercampur, zat
yang satu terurai menjadi butir-butir kecil dalam zat lainnya[4].
Contoh produk kosmetik berupa krim yang sering ditemukan dan
banyak digunakan oleh kaum wanita adalah krim pemutih wajah.

Krim pemutih wajah menjadi salah satu produk kosmetik yang
populer dikalangan masyarakat khususnya wanita. Produk kosmetik
ini sangat diminati karena mampu memberikan solusi untuk
mengatasi masalah kulit wajah seperti kulit gelap ataupun
hiperpigmentasi[5]. Disamping itu, banyak produsen yang
menawarkan dengan harga yang terjangkau serta proses kerja produk
kosmetik ini tidak -membutuhkan waktu yang lama untuk
menghasilkan kulit yang putih[6]. Krim ini bekerja secara cepat,
disebabkan oleh penambahan zat kimia tertentu seperti hidrokuinon
yang berfungsi untuk membatasi aktivitas melanin yang
menyebabkan kulit menjadi gelap. Sehingga, pemakaian krim
pemutih secara terus menerus akan mencerahkan kulit dan mengatasi
masalah kulit seperti hiperpigmentasi[7].



Kemampuan hidrokuinon dalam mencengah pembentukkan kulit
gelap menjadikan senyawa ini sering ditambahkan sebagai bahan
tambahan pada krim pemutih terutama krim pemutih wajah[7, 8].
Hidrokuinon yang terdapat di dalam krim, berperan sebagai inhibitor
yang merusak kerja enzim tironase untuk menghasilkan pigmen
melanin pada kulit. Akibatnya, senyawa ini menyebabkan kerusakan
pada jaringan kulit dan bersifat karsiogenik[7]. Hidrokuinon telah
dimasukkan sebagai kelompok obat keras dan berbahayal6, 7]. Oleh
karena itu, pemakaian hidrokuinon yang terus menerus dapat
menyebabkan berbagai dampak buruk bagi kesehatan. Kelainan pada
kulit seperti iritasi, rasa terbakar pada kulit dan penyebab kanker

“adalah beberapa dampak dari penggunaan hidrokuinon > 2%.
Sedangkan dampak lainnya berupa hilangnya pigmen kulit yang di
kenal dengan istilah leukodermakontak adalah akibat penggunaan
hidrokuinon < 2% dalam rentang waktu yang lama. Akibat bahaya
yang ditimbulkan oleh senyawa inilah yang menjadi dasar larangan
penggunaan atau penambahan hidrokuinon di dalam sedian kosmetik
di Indonesia[7, 9]. Akan tetapi, ketidaktahuan masyarakat akan
bahaya hidrokuinon, menyebabkan produsen masih menambahkan
hidrokuinon ke dalam krim pemutih[6, 7]. Maka dari itu, perlu
dilakukan analisis hidrokuinon di dalam sediaan krim pemutih
wajah.

Berbagai metode telah dikembangkan untuk menganalisa kadar
hidrokuinon di dalam sediaan krim pemutih wajah. Metode-Metode
yang telah umum digunakan anatara lain adalah kromatografi lapis
tipis, spektrofotometri UV-Vis, kromatografi cair kinerja tinggi,
analisa volumetrik, dan kolorimetri[6-10]. Metode-metode tersebut
diketahui memberikan hasil yang baik dalam analisis hidrokuinon.
Namun, perlu dilakukan pengembangan metode lain untuk
mengurangi penggunaan volume reagen, limbah serta biaya yang
lebih rendah, seperti metode YPAD (Microfluidic Paper-based
Analitical Device).

= Microfluidic Paper-based Analytical Devices merupakan metode

yang didasarkan pada pemanfaatan sifat hidrofilik kertas dan
pembatas hidrofobik yang di desain pada kertas[11]. Metode ini
sesuai untuk negara berkembang karena beberapa keuntungan yang
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dapat diperoleh seperti murah, cepat, sederhana dan penggunaan
volume reagen yang kecil[11, 12]. Teknik ini telah dimanfaatkan
untuk analisa Protein, logam berat dan obat-obatan[11]. Pendekatan
kolorimetri adalah teknik yang paling sering dan umum digunakan
untuk mendeteksi analit pada teknik LPAD. Akan tetapi, pendekatan
melalui sifat elektrokimia, penyerapan atau emisi cahaya dapat
digunakan juga sebagai metode deteksi pada uPAD[13].

Penentuan hidrokuinon yang memanfaatkan reaksi redoks
menggunakan metode flow- injection analysis pada krim pemutih
telah dilakukan oleh (Albhibhani dkk, 2019). Penelitian tersebut
melaporkan bahwa hidrokuinon bertindak sebagai agen pereduksi
yang mengubah besi (I111) menjadi besi (I1). Pada tahap selanjutnya,
besi(ll) dapat membentuk kompleks dengan fenantrolin berwarna
merah jingga. Kompleks inilah yang akan diukur pada panjang
gelombang 510 nm[14]. Diketahui bahwa pada rentang pH 2-9,
menghasilkan senyawa kompleks yang sangat stabil[15]. Oleh
karena itu, Analisis hidrokuinon berdasarakan reaksi redoks dan
pembentukan kompleks besi(ll)-fenantrolin dapat aplikasikan dan
dikembangkan menggunakan teknik uPAD.

Uraian diatas menjadi latar belakang penelitian ini dalam
mengkaji  kadar hidrokuinon dalam krim = pemutih wajah
menggunakan teknik uPAD. Penentuan ini berdasarkan banyaknya
Fe(l1l) yang direduksi oleh hidrokuinon. ~ Selanjutnya, Fe(ll)
direaksikan dengan fenantrolin membentuk senyawa kompleks
berwarna merah-jingga yang stabil dan di ukur menggunakan
program imageJ melalui pendekatan kolorimetri.

1.2. Rumusan Masalah
Mengacu pada latar belakang yang telah di uraikan di atas, maka
dapat dirumuskan beberapa permasalahan sebagai berikut:
1. Berapa konsentrasi fenantrolin yang dibutuhkan untuk
menentukan kadar hidrokuinon di dalam sampel krim pemutih
wajah dengan teknik pPAD ?



2. Berapa waktu optimum yang dibutuhkan untuk pembentukan
senyawa kompleks Fe(ll)-fenantrolin sebelum pengukuran
nilai RGB menggunakan program imageJ ?

3. Bagaimana selektivitas dan validitas metode pPAD untuk
penentuan hidrokuinon dalam sampel pemutih wajah
berdasarkan reaksi Fe(ll)-fenantrolin?

1.3. Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Sampel yang digunakan adalah sampel pemutih wajah dalam
bentuk krim

2. Konsentrasi Fe(lll) yang digunakan adalah 100 ppm

3. Variasi konsentrasi fenantrolin yaitu 0,1% ; 0,2% ;0,3% ;
0,4% dan 0,5%

4. Variasi konsentrasi hidrokuinon yang digunakan adalah 10
ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 250 ppm, 500 ppm,
750 ppm, dan 1000 ppm ppm

5. Desain WPADs (MikroFluidic Paper-based Analytical
Devices) yang digunakan adalah desain berbentuk bulat
dengan diameter 5 mm

6. Waktu reaksi adalah 5, 10, 15, dan 20 menit

7. Konsentrasi asam askorbat dan niasinamida 5 ppm, 10 ppm,
20 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, dan 100 ppm

1.4. Tujuan penelitian
Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut ;

1. Menentukan konsentrasi  optimum  fenantrolin  untuk
penentuan  kadar  hidrokuinon  berdasarkan = reaksi
pembentukan kompleks Fe(ll)-fenantrolin - dengan  teknik
HPAD

2. Menentukan waktu optimum yang dibutuhkan untuk reaksi
pembentukan kompleks Fe(ll)-fenantrolin sebelum dilakukan
analisis menggunakan program imageJ




3. Mempelajari  selektivitas dan = validitas metode PPAD
berdasarkan pembentukan kompleks Fe(ll)-fenantrholin
dalam menentukan konsentrasi hidrokuinon dalam krim
pemutih wajah

1.5. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah mengetahui metode lain yang
lebih efisien, sederhana, mudah, cepat dan akurat yang digunakan
dalam menentukan kadar hidrokuinon yang terdapat pada krim
pemutih wajah dengan metode UPAD berdasarkan pembentukan
kompleks Fe(ll)-fenantrolin
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kosmetik

Kosmetik merupakan berbagai bentuk produk kecantikan.
Komponen yang memberikan manfaat untuk meningkatkan atau
memperbaiki penampilan tubuh, memberikan wangi tertentu serta
membersihkan tubuh dan digunakan pada bagian luar tubuh seperti
rambut, kuku, organ genital, kulit, gigi, dan membran mukosa mulut
adalah definisi dari kosmetik. Pada umumnya, campuran bahan kimia
adalah bahan dasar pembuatan produk kosmetik yang digunakan
langsung pada kulit[1, 16]. Menyembuhkan dan merawat kulit adalah
salah satu dari manfaat kosmetik lainnya[17]. Produk yang sering
digunakan seperti kondisioner, lipstick, pasta gigi, parfum, pewarna
rambut, pewarna kuku, deodoran dan lain-lain merupakan bagian dari
produk kosmetik[18].

Kosmetik dapat diklasifikasikan menjadi dua berdasarkan
kegunaannya, yaitu kosmetik sebagai riasan (make up) dan perawatan
kulit (skin care). Make up dikenal sebagai jenis kosmetik yang
berfungsi memberikan nilai estetika untuk meningkatkan penampilan
terutama pada kulit wajah[19]. Contoh make up antara lain eye liner,
perona pipi, maskara, pensil alis dan lain-lain. Produk-produk make
up tersebut biasa digunakan sebagai riasan yang mempercantik wajah
dengan masing-masing fungsinya[16]. Sedangkan, Kosmetik skin
care didefenisikan sebagai kosmetik yang digunakan untuk merawat,
memperbaiki dan meningkatkan kualitas bagian luar tubuh baik dari
segi aroma ataupun penampilan. Skin care ini dapat berupa kosmetik
berbahan alami ataupun sintesis yang digunakan dengan cara seperti
dioleskan, ditaburkan atau disemprotkan pada bagian tubuh[18, 19].
Melembabkan wajah dan kulit dengan menggunakan krim atau lotion
termasuk dari fungsi skin care. Selain itu, melindungi kulit dari sinar
UV menggunakan sunscreen dan mengatasi masalah kulit seperti
“ jerawat, kerutan, lingkar hitam di bawah mata, dan lain-lain dengan
produk kosmetik adalah manfaat skin care lainnya[16]. Produk anti
penuaan, anti kerut, dan anti jerawat merupakan contoh-contoh produk
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skin care[20]. Selain itu, produk sunscreen, body lotion Serta krim
pemutih juga kelompok produk skin care yang banyak digunakan oleh
masyarakat[6].

Kosmetik dapat dibedakan juga berdasarkan bentuk,
diantaranya cairan, bubuk, krim emulsi atau krim anhidrat, padatan
berupa stik, serbuk, dan suspensi. Namun, kosmetik berbentuk krim
lebih banyak digunakan terutama untuk perawatan tubuh tertentu
seperti kulit[1, 16]. Keuntungan dalam penggunaan kosmetik berupa
sediaan krim menjadikan sediaan ini lebih banyak digunakan. Krim
memiliki beberapa kelebihan seperti cara pemakaian yang sederhana
dan tidak rumit pada area tubuh bagian luar[2]. Selain itu, tidak
menempel secara permanen pada kulit setelah penggunaan, dapat
digunakan pada seluruh bagian kulit, serta tidak terjadi pengumpalan
di bagian kulit tertentu[3].

2.1.1 Krim Pemutih Wajah

Kulit adalah bagian penting dari tubuh. Kulit bisa menjadi
tolak ukur kesehatan tubuh atau meningkatkan rasa percaya diri,
terutama di kalangan wanita. Kebanyakan wanita berharap untuk
memiliki kulit putih, cerah, dan tanpa ada masalah, Khususnya kulit
wajah. Usaha yang dilakukan adalah menggunakan krim untuk kulit.
Contoh produk krim yang banyak digunakan adalah krim pemutih
wajah[1].

Krim pemutih wajah termasuk dalam jenis-jenis produk skin
care. Produk pemutih wajah adalah sediaan kosmetik baik sintetis
ataupun alami yang mampu memutihkan kulit akibat adanya suatu zat
aktif yang menghambat kerja pigmen melanin pada lapisan kulit[6, 8].
Oleh karena itu, tujuan penggunaan krim ini adalah untuk mengatasi
kulit gelap. Disamping itu, produk pencerah ini juga sebagai solusi
untuk mengatasi masalah hiperpigmentasi[8]. Kemampuan krim ini
untuk mengatasi masalah tersebut dikarenakan oleh kandungan-
kandungan bahan aktif yang menjadi komponen dasar pembentuk

gee — krim pemutih wajah.




Komponen-komonen  penyusun  kosmetik  terdiri  atas
senyawa-senyawa kimia. Selain itu, terdapat bahan kimia tambahan
yang berfungsi sebagai bahan aktif yang mempercepat kerja krim
pemutih. Bahan kimia yang ditambahkan ada yang berasal dari alam
seperti kojic acid, licorice, bearberry, arbutin, paper melburry,
kedelai, ascorbic acid, melatonin, glycolic acid, aleosin, niacinamide,
azelaic acid, dan asam retinoid. Selain itu, hidrokuinon dan
turunannya, merkuri, kortikosteroid dan retinoid juga menjadi bahan
tambahan pada krim pemutih[5, 10, 21]. Pada krim pemutih, merkuri
anorganik berpotensi untuk memucatkan warna kulit dengan
konsentrasi 1-10% di dalam sediaan krim. Sedangkan, hidrokuinon
berfungsi untuk mengatasi masalah kulit gelap dengan cara
mengelupas kulit sehingga aktifitas melanin akan terhambat[10].

Gambar 2.1.1 Krim untuk pencerah kulit[16]

2.2 Hidrokuinon

2.2.1 Sifat-Sifat Hidrokuinon

Hidrokuinon adalah turunan benzen yang memiliki dua gugus
—OH pada posisi para yang termasuk dalam senyawa organik aromatis
golongan fenol dengan rumus kimia CeHs(OH)[11,26]. Hidrokuinon
ini banyak terdapat pada makanan dan terbentuk secara alami. Arbutin
adalah konjugat glukosa yang terdapat pada tanaman tertentu yang
dimanfaatkan sebagai bahan makanan. Pada lambung, Hidrokuinon
—akan dihasilkan dari proses hidrolisis makanan yang mengandung
arbutin dan akan diserap oleh sistem pencernaan[20]. Contoh bahan
makanan yang mengandung hidrokuinon antara lain daun dan kulit
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buah blueberry dan cranberry, daun teh, biji kopi tertentu, buah-
buahan, sayur-sayuran, gandum, buah pir, bawang, bir dan wine[20,
22].

OH

OH
Gambar 2.2.1 Struktur Hidrokuinon[22]

Hidrokuinon  memiliki  beberapa nama lain yaitu
Dihydroxybenzene, 1,4-benzenediol, 1,4 dihydroxybenzene, dan p-
benzenediol. Senyawa ini memiliki berat molekul sebesar 110,11
g/mol dengan titik leleh sebesar 173°-174°C dan titik didih sebesar
286°-287°C pada tekanan 101,3 kPa. Hidrokuinon merupakan kristal
putih yang dapat larut dalam air, methanol, dan eter. Zat ini mudah
teroksidasi apabila terpapar cahaya dan udara sehingga akan berubah
menjadi Kristal yang berwarna lebih gelap[20]. Hidrokuinon yang
bereaksi dengan air memiliki pKai = 9,85 dan pKaz= 11,4 seperti pada
gambar 2.2.2[23].

+ HO' pKai; =9,85

OH

<> 4 pKa;=11,4
+ H,0 —> + H;0

Gambar 2.2.2 Reaksi hidrokuinon di dalam air membentuk ion
difenolat[23]

g
OH OH
Y
i



2.2.2 Aplikasi Hidrokuinon

Hidrokuinon telah banyak dimanfaatkan dalam berbagai
bidang. Hal tersebut, karena peran hidrokuinon sebagai agen
pereduksi. Contoh aplikasi hidrokuinon antara lain pada bidang
fotografi, industri pelapisan sebagai zat penstabil pada cat, minyak
pernis, dan bahan bakar motor, zat pewarna intermediet, pada bidang
industri makanan dan karet berfungsi sebagai antioksidan, sebagai
kimia antara untuk menghasilkan antioksidan, agrokimia dan polimer.
Selain itu, telah digunakan juga pada bidang kosmetik dan produk
kesehatan. Pewarna kuku dan rambut adalah salah satu contoh aplikasi
hidrokuinon pada bidang kosmetik[20, 22].  Hidrokuinon - juga
dimanfaatkan untuk produk pencerah kulit[20, 22, 24].

Aplikasi hidrokuinon pada produk pencerah kulit adalah
sebagai zat aktif, yang mampu mengatasi masalah hiperpigmentasi
seperti melasma[7, 24]. Melasma adalah suatu kelainan kulit yang
ditandai dengan munculnya bercak coklat atau abu-abu karena
produksi melanin yang meningkat pada lapisan epidermis, biasanya
terjadi di area kulit wajah dan leher[25]. Melanin terbentuk di dalam
melanosom melalui proses konversi asam L-tirosin menjadi
dopakuinon oleh enzim tironase. Melalui penghambatan aktivitas
ezim tironase secara langsung adalah salah satu cara untuk
menghalangi pembentukan melanin[9]. Penggunaan produk pencerah
kulit adalah cara untuk menghalangi kerja enzim tironase secara
langsung. Hal ini karena, pada krim pencerah kulit seringkali
ditambahakan zat aktif seperti hidrokuinon[8]. Pada melanogenosis,
hidrokuinon merupakan senyawa inhibitor[24]. Sehingga hidrokuinon
akan merusak kerja enzim tironase untuk tidak mengahasilkan
melanin pada lapisan epidermis kulit.

2.2.3 Bahaya Hidrokuinon

Kemampuan hidrokuinon sebagai zat pemutih pada krim
pencerah kulit, ternyata memiliki efek samping yang berbahaya bagi
tubuh.  Diketahui ~ bahwa kelainan  kulit seperti  melasma,
hiperpigmentasi yang dipicu oleh kehamilan, letingin dan vitiligo
dapat diobati dengan penggunaan hidrokuinon[21]. Namun,
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pemakaian hidrokuinon yang tidak sesuai aturan dan tanpa kontrol
dokter serta terus menerus memberikan efek berbahaya bagi tubuh[7].

Bahaya hidrokuinon dapat ditandai dengan beberapa gejala
ringan hingga berat. Efek yang ditimbulkan antara lain alergi dan
dermatitis[26]. Selain itu, bisa menyebabkan okronosis eksogen[10,
21, 26]. Okronosis adalah kelainan kulit yang ditandai dengan rasa
gatal dan panas serta muncul bintil yang berwarna coklat kebiruan
seperti pasir[10]. Dampak yang lebih berat menimbulkan kerusakan
ginjal dan hati, keracunan darah, mual, sakit perut, kejang hingga
koma[22]. Hidrokuinon adalah zat toksik yang bersifat
karsiogenik[20].

L=

Gambar 2.2.3 Okronosis eksogen yang di akibatkan dleh pemakaian
krim pemutih[21].

2.2.4 Analisis Hidrokuinon
Metode analisis untuk penentuan hidrokuinon telah banyak
dikembangkan diantaranya adalah kromatografi lapis tipis,
spektrofotometri UV-Vis, kromatografi cair kinerja tinggi, analisa
volumetrik, kolorimetri, elektrometri dan GC/MS[6-10]. Metode
yang paling umum dan sering digunakan -adalah metode
spektrofotometri.
Penelitian Analisis hidrokuinon secara spektrofotometri Uv-
Vis telah dilakukan oleh Irnawati,dkk (2016). Pengukuran dilakukan
dengan mengukur konsentrasi larutan hidrokuinon standar dalam
pelarut metanol pada panjang gelombang maksimum 293 nm. Blanko
yang digunakan berupa metanol. Sampel dibuat dari 25 mg sampel
dalam 50 ml pelarut metanol. Sampel yang digunakan adalah krim
pemutih wajah. Penelitian tersebut juga melakukan uji selektifitas
11



dengan kondisi hidrokuinon standar 14 pg/ml, teofilin standar, dan
campuran yang terdiri atas teofilin, hidrokuinon standar dan sampel.
Metode ini memiliki linieritas yang sangat baik, ditunjukkan dengan
nilai koefisien korelasi yaitu 0,9998. Dua dari lima sampel positif
mengandung hidrokuinon < 2% dengan kadar yaitu 1,966% dan
1,591%. Akan tetapi, uji spesifitas dari penelitian yang dilakukan tidak
spesifik untuk analisis hidrokuinon[27].

Metode Flow injection analysis-spektrofotometri tidak
langsung (FIA), juga telah digunakan untuk analisis hidrokuinon di
dalam sampel krim pemutih. Penelitian ini dilakukan oleh Albhibani,
dkk(2019). Kondisi operasional yang digunakan yaitu 2,8 ml/menit,
panjang mixing coil-1 dan mixing coil-2 adalah 50 cm dan 75 cm,
volum sampel 100 pL, besi (111) 100 ppm, fenantrolin 0,15%. Prinsip
penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah hidrokuinon
mereduksi besi(l1l) menghasilkan kuinon dan besi (I1) pada aliran-1.
Besi (1) bereaksi dengan ligan fenantrolin membentuk kompleks
besi(11)-fenantrolin pada aliran-2. Metode ini, menunjukkan linieritas
yang sangat baik dengan koefisien korelasi (R? 0,999. Selain itu,
metode ini juga menunjukkan selektifitas yang baik dengan
%recovery yaitu 95-97%][14].

Analisis hidrokuinon dengan metode FIA pada sampel krim
pemutih wajah juga dilakukan oleh Algibtiyah, dkk (2019). Penelitian
ini menggunakan kondisi opeasional yaitu panjang mixing coil-1 dan
2 adalah 50 cm dan 75 cm, fenantrolin 0,025%, besi (111) 80 ppm, laju
alir 3 ml/menit, volume sample loop 75 uL. Prinsip penelitian yang
digunakan juga menggunakan pembentukkan kompleks besi(ll)-
fenantrolin. Reaksi yang terjadi adalah hidrokuinon mereduksi
besi(111) menjadi besi(ll). Besi(ll) yang terbentuk bereaksi dengan
ligan fenantrolin membentuk kompleks besi(l1)-fenantrolin. Penelitian
ini, menunjukkan hasil bahwa sampel A mengandung hidrokuinon
(8,087 = 0,002) ppm dan sampel (9,627 £ 0,006) ppm. Selektifitas
metode ini menunjukkan %kesalahan < 5%[28].



2.3 Reaksi Redoks Hidrokuinon dan Besi

Reaksi reduksi-oksidasi (redoks) adalah reaksi yang
melibatkan proses transfer elektron yaitu pelepasan dan penangkapan
elektron, reaksi ini terdiri atas dua bagian yaitu reduksi dan oksidasi.
Jumlah elektron pada reaksi reduksi harus sama dengan reaksi
oksidasi[29].

Besi adalah contoh senyawa yang dapat mengalami reduksi.
Pada reaksi setengah sel, Fe** dan Fe** memiliki potensial elektroda
standar(E®) +0,77 V. Reduksi Fe** dalam reaksi setengah sel
ditunjukkan oleh gambar 2.3.1[29]. Unsur besi memiliki tingkat
bilangan oksidasi lebih dari satu, yaitu +2 dan +3. Unsur ini dapat
membentuk kompleks dengan senyawa lain. Namun, pada senyawa
kompleks tertentu, Fe*" lebih stabil dibandingkan Fe**. Umumnya,
Fe* lebih banyak ditemukan, sehingga Fe** harus di reduksi terlebih
dahulu. Cara untuk mereduksi Fe®* adalah menggunakan agen
pereduksi. Senyawa-senyawa pereduksi tersebut antara lain ion Sn*,
seng, hidrogen sulfida, natrium tiosulfat, sulfit, asam askorbat,
hidrazin, hidroksilamin klorida dan hidrokuinon[15].

3+ - 2+
Fe© + € — Fe E°(V) =+0.77

Gambar 2.3.1 reaksi redoks setengah sel pada besi[29]

Hidrokuinon dan kuinon adalah pasangan redoks dalam reaksi
setengah sel. Sistem redoks antara kedua senyawa tersebut sangat
dipengaruhi oleh pH. Reduksi kuinon pada larutan buffer pH basa,
hanya melibatkan dua elektron yang membentuk dianion dari kuinon
(gambar 2.3.1). Pada pH asam, kuinon mengalami reduksi yang
melibatkan dua proton dan dua elektron membentuk hidrokuinon
sebagai pasangan redoks (gambar 2.3.2). Sedangkan, proses reduksi
kuinon yang melibatkan satu proton dan dua elektron atau dua elektron
saja terjadi pada pH netral[30]. Hidrokuinon memiliki potensial sel
sebesar -0,699 dengan mekanisme redoks seperti gambar 2.3.1[23].
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(e} OH
| B
+ 2e + 2H' E®=-0,699
|
(e} OH

Gambar 2.3.2 Reduksi kuinon pada larutan buffer pH asam([23, 28].

0 o)
|
-ya | + 2e
| _
o) o)

Gambar 2.3.3 Reduksi kuinon pada larutan buffer pH basa[28].

Pada sistem reaksi redoks hidrokuinon dan Fe**, hidrokuinon
akan mereduksi Fe** menjadi Fe?* dengan cara melepaskan dua
elekton sehingga ditangkap oleh Fe**. Reaksi redoks antara
hidrokuinon dan besi (I11) merupakan reaksi spontan, yang memiliki
nilai potensial + 0,071V. pada sistem ini terdapat dua pasangan redoks
yaitu Fe** dengan Fe?* dan hidrokuinon dengan kuinon[31, 32]

OH (O]
I
+ 2Fe’ — @ + 2Fe*
|
(0]

OH
Gambar 2.3.4 Skema reaksi redoks hidrokuinon dan besi(111)[14]
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2.4 Kompleks Besi dan Fenantrolin

Senyawa kompleks adalah senyawa yang dihasilkan karena
adanya ikatan antara suatu kation atau logam dengan beberapa
molekul netral atau ion donor elektron. Senyawa kompleks terdiri atas
atom pusat dan ligan. Kation atau logam pada senyawa ini disebut
sebagai atom pusat. Sedangkan ligannya adalah molekul netral atau
ion donor elektron. Umumnya, Atom pusat bersifat sebagai akseptor
elektron karena pada orbital-orbital d atom pusat, belum terisi penuh.
Kekosongan elektron pada orbital atom pusat diisi oleh elektron yang
berasal dari ligan. Hal inilah yang menyebabkan terbentuk ikatan
kovalen koordinasi antara atom pusat dan ligan membentuk senyawa
kompleks[33].

Salah satu contoh logam transisi yang dapat berlaku sebagai
atom pusat pada senyawa kompleks adalah besi. Unsur besi memiliki
konfigurasi elektron 1s? 2s®2p° 3s? 3p®3d°. Pada orbital d, masih ada
elektron yang belum  berpasangan. Terdapat perbedaan jumlah
elektron yang tidak berpasangan dari ion besi (II) dalam senyawa
kompleks, seperti pada gambar 2.4.1 dibawah. Fenomena pembelahan
tingkat energi orbital d pada ion besi (I1) dikenal sebagai fenomena
transisi spin. Keadaan ini dapat-balik dari spin rendah (LS) ke keaadan
spin tinggi (HS) yang di induksi oleh suhu, tekanan, radiasi cahaya
dan medan magnet. Spin rendah besi (11) bersifat diamagnetik dengan
S=2 sedangkan, spin tinggi bersifat paramagnetik dengan S=0.
Melalui pembelahan tingkat energi tersebut menghasilkan dua tingkat
energi yaitu eq dan tog[34, 35].

& — — _L l &

—

RN e htto

Radiasi cahaya

spin rendah spin tinggi
A, T
5=0 5=2

Gambar 2.4.1 Transisi spin dalam kompleks besi (11)[32]
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Pembentukkan senyawa kompleks besi membutuhkan ligan
yang dapat mendonorkan elektronnya. Ligan-ligan yang dapat
membentuk  kompleks  dengan  besi  yaitu  1,1-Fenantrolin,
pathofenantrolin sulfonat, ferrozine, azid tetrahirofuran, tiosianat-
benziltrietilammonium dan 2,4,6-tri(2’-piridil)-1,3,5-triazilamin[15].
Ligan 1,1-fenantrolin diketahui membentuk kompleks sangat baik
dengan besi dibandingkan dengan ligan kalium tiosianat (KSCN). 1,1-
fenantrolin dikelompokkan dalam ligan-ligan feroin seperti ligan
etilendiamin(en), 2,2-bipiridin(bp) dan 2,2 terpiridin (tpy)[15, 34].

Kompleks ferroin yang terbentuk antara ion pusat Fe** dan
ligan fenantrolin, melalui hibridisasi pembentukan ikatan kovalen
koordinasi sebagai berikut[36]:
26Fe = 18[AI’] 3d° 4s?

Vit [

3d 4s
Fe2+ = 13[Ar] 450 3d6
Keadaan dasar:

Vit

3d 4s 4p
Eksitasi:
VN
3d 4s 4p

Fe(ll)-fenantrolin:

WAl o]

3d 4s 4p
Gambar 2.4.2 Hibridisasi kompleks Fe(ll)-fenantrolin[34]
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Besi(ll)-fenantrolin adalah senyawa kompleks berwarna
merah-jingga yang disebabkan terbentuknya ion [Fe(Ci2HsN2)3]**
dalam kondisi asam. Reaksi yang terjadi ditunjukkan oleh gambar
2.4.3. Tanpa adanya zat pengadsorpsi, senyawa kompleks besi(ll)-
fenantrolin dapat terbentuk dalam waktu yang singkat.  Umumnya,
reaksi terjadi pada pH 2-9, menghasilkan warna merah-jingga yang
stabil dalam waktu yang lama. Senyawa kompleks Fe(Il)-fenantrolin
memiliki rentang panjang gelombang 480-560 nm sehingga dapat
diukur dengan spektrofotometri Uv-vis[15].

2+

Gambar 2.4.3 Reaksi komplzks pembentukan besi(ll)-
fenantrolin[14]

2.5 Senyawa pengganggu

Krim pemutih wajah terdiri atas bahan-bahan kimia seperti
kojic acid, licorice, bearberry, arbutin, paper melburry, kedelai,
ascorbic acid, melatonin, glycolic acid, aleosin, niacinamide, azelaic
acid, dan asam retinoid. Selain itu, hidrokuinon dan turunannya,
merkuri, kortikosteroid juga menjadi bahan tambahan pada krim
pemutih[5,10,21]. Asam askorbat atau vitamin C pada krim pemutih
memiliki- fungsi utama antara lain sebagai antioksidan yang
melindungi kulit, menjaga kekenyalan, kelenturan, kehalusan kulit
dengan cara merangsang pembentukan kolagen kulit dan mencerahkan
kulit[37]. Asam askorbat merupakan agen pereduksi yang kuat,
senyawa ini akan teroksidasi menjadi dehidro L-askorbat. Reaksi
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redoks yang terjadi bersifat reversible[38]. Mekanisme reaksi redoks

pada asam askorbat seperti pada gambar 2.5.1 di bawah ini.
HO HO

HO O 0 HO O\ 0
—( + 2H — P + 2v" + 2e
o o)

HO OH
Gambar 2.5.1 Reaksi redoks asam askorbat dan asam
dehidroaskorbat[37]

Niasinamida juga merupakan bahan kimia yang terdapat pada
krim pemutih wajah. Senyawa ini memiliki fungsi untuk mengurangi
hiperpimentasi pada kulit. Niasinamida akan mencengah terjadinya
transfer melanosom dari melanosit ke keratinosit. Niasinamida atau
nikotinamida yang merupakan bentuk aktif biologi dari gologan
vitamin B. Melalui uji klinis, penggunaan niasinamida 2%
mengurangi hiperpigmentasi dan mencerahkan kulit = setelah
pemakaian dalam waktu empat minggu. Struktur niasinamida atau
nikotinamida dapat dilihat pada gambar 2.5.2[39].

Gambar2.5.2 Struktur senyawa Niasinamida[38]

2.6 Microfluida Paper-based Analytical Device (LPAD)

Perangkat mikrofluida (Microfluidic device) merupakan alat
yang memiliki fungsi yang sesuai untuk analisa senyawa organik dan
anorganik. Perangkat ini, membutuhkan biaya produksi yang rendah,
dan komponennya sederhana yaitu ringan dan berukuran kecil, serta
portable. Selain itu, rendahnya pemakaian reagen menjadi kelebihan
khusus yang dimiliki oleh alat mikrofluida. Beberapa bidang ilmu
- seperti ilmu medis, genomik, forensik, toksikologi, imunologi, studi
lingkungan, kimia atau biokimia telah menggunakan mikrofluida
dalam analisisnya. Perangkat mikrofluida dibagi menjadi dua
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kelompok yaitu micro total analysis system (UTAS) dan microfluidic
paper-based analytical device (UPAD)[40].

Microfluidic paper analytical device (UPAD) merupakan
perangkat mikrofluida dengan memanfaatkan kertas yang bersifat
hidrofilik. Area hidrofilik ini menjadi tempat terjadinya reaksi.
Adanya daya kapilaritas kertas mendorong aliran reagen pada area
hidrofilik tanpa perlu alat tambahan. Selain itu, volume reagen dan
sampel yang diperlukan sangat kecil[41, 42]. Reagen di aplikasikan
pada zona deteksi di area hidrofilik yang memungkinkan reagen
mengalir pada Kkertas[13]. Untuk mengkontrol alur aliran reagen
tersebut diperlukan sebuah area hidrofobik. Pembatas hidrofobik ini
dibuat dengan cara membuat pola yang dicetak pada kertas[41].

2.6.1 Kertas pyPAD

Kertas merupakan komponen yang dibuat dari serat selulosa
berbentuk lembaran tipis yang berukuran <1 mm. Material ini tersedia
dalam berbagai variasi, yang dikelompokkan berdasarkan ketebalan,
komposisi kimia, ukuran pori dan harga[42]. Bidang kimia, telah
memanfaatkan kertas dalam menganalisis suatu analit. Contohnya
metode uPAD.

Penggunaan kertas dalam metode PPAD memiliki lima
keutamaan vyaitu tersedia dalam jumlah besar dengan harga yang
sangat murah, sifat serat selulosa kertas memberikan dorongan pada
cairan untuk mengalir tanpa ada bantuan sistem eksternal, porositas
dan biokompabilitas selulosa kertas memungkinkan reagen dan
biomolekul disimpan dalam perangkat kertas, pembuatan UPAD dan
diagnostik menggunakan kertas yang dikombinasikan dengan
pencetakan memberikan proses yang sangat fleksibel dan murah serta
mudah dibuang setelah pemakaian melalui pembakaran, daur ulang
dan terurai oleh mikroorganisme[12].

Berbagai jenis kertas telah banyak digunakan dalam
pembuatan sensor. Meskipun demikian, pemilihan bahan kertas harus
disesuaikan dengan pembuatan metode sensor yang akan digunakan.
Beberapa jenis kertas yang dapat digunakan untuk pembuatan sensor
antara lain adalah kertas kromatografi whattman no 1 dan 4, kertas
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saring whattman no 1 dan 4, membran nitroselulosa, kertas bioaktif,
kertas mengkilat (Glossy paper), glass microfiber filters, dan
polyester-cellulose blended-paper[13, 43].

Sifat bahan kertas harus di pertimbangkan dalam pembuatan
MPAD. Contoh, bahan membran nitrosellulosa sangat halus dan
memiliki ukuran pori 0,45 pum. material ini dapat dikombinasikan
dengan wax printing untuk pembuatan UPAD. Akan tetapi, penetrasi
pembatas hidrofobik membutuhkan waktu yang lama dibandingkan
dengan kertas saring. Membran nitroselulosa lebih umum digunakan
untuk metode ELISA dan uji nanopartikel emas. Kertas bioaktif juga
telah digunakan dalam pembuatan biosensor. Namun, kertas ini harus
dimodifikasi terlebih dahulu dan sifat kertasnya kurang efektif sebagai
area hidrofilik[13]. Sedangkan, Kertas saring whattman no.l
menawarkan keuntungan yaitu laju alir, retensi dan porosias partikel
yang sesuai. Sehingga, jenis kertas ini telah luas digunakan untuk
pembuatan sensor dan tPAD[43].

2.6.2 Teknik Pembuatan uPAD

Teknik pembuatan pembatas hidrofobik pada UPAD telah
banyak dikembangkan di antaranya Photolithography, pencetakan
lilin, pencetakan injek, plotting, cutting, Sablon, plasma treatment,
flexography, screen-printing, dan laser treatment[44, 45]. Teknik
pembuatan pembatas hidrofobik terbagi dua yaitu pola kimia dan pola
fisik. Tenik dengan pola kimia dan fisik memiliki tujuan masing-
masing untuk membentuk area hidrofobik/penghalang. Pola kimia
bertujuan untuk membentuk penghalang/area hidrofobik di dalam
pori-pori Kkertas. Pola ini meliputi photolithography, wax printing
(pencetakan lilin), plasma treatment, plotting, inkjet printing, laser
printing, flexographic printing, stamping, chemical vapor deposition,
wet etching, hand-held corona treatment, screen-printing, 3D printing
dan Spraying. Sedangkan, teknik pola fisik bertujuan untuk
membentuk saluran atau bentuk penghalang melalui pemotongan pola
yang telah ditentukan. Teknik fisik ini antara lain Knife plotter, craft
cutting, embossing, dan laser cutting[46].



Salah satu teknik pembuatan pembatas area hidrofobik adalah
Teknik pencetakan lilin (wax printing ). Metode ini memiliki beberapa
kelebihan diantaranya biaya yang murah, proses pembuatan yang
mudah dan cepat. Teknik ini banyak digunakan karena kelebihannya
dibandingkan dengan teknik lainnya. Disamping itu, teknik ini bersifat
non-toksik. Wax printing adalah teknik pencetakan pembatas
hidrofobik dari lilin, yang dibuat polanya menggunakan pulpen atau
printer pada membran nitroselulosa, selanjutnya, pembatas dibuat
menembus hingga bagian belakang melalui pemanasan menggunakan
hot plate atau oven. Pola lilin yang berbentuk 3D pada kertas inilah
yang akan mengkontrol aliran fluida pada pPAD[13, 46].

H-

Gambar 2.6.2 Pembuatan pembatas hidrofobik sebelum dan sesudah
penetrasi wax pada kedua sisi[39]

2.6.3 Teknik Deteksi uPAD

Suatu analit pada sampel biologi atau lingkungan dapat
ditentukan dengan metode PPAD. Sampel di tetesi pada zona deteksi.
Pada tahap selanjutnya, analit tersebut dapat di analisis dengan
berbagai cara. Deteksi analit pada YUPAD didasarakan pada reaksi
kimia yang membentuk warna, sifat elektrokimia, dan penyerapan
atau emisi cahaya[13]. Beberapa teknik konvensional untuk deteksi
analit berbasis kertas, yang telah diterapakan adalah kolorimetri,
chemiluminescence, elektrokimia, spektrum massa (MS), Fluoresensi,
spektroskopi raman yang disempurnakan dengan permukaan (SERS),
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dan electrochemiluminescence.  Teknik-teknik tersebut  dapat
dikombinasikan dengan metode uPAD[13, 45, 46].

Teknik kolorimetri adalah salah satu teknik yang telah
dikombinasikan dengan pPAD. Kolorimetri merupakan metode
deteksi yang paling sering dan umum  digunakan. Deteksi ini
berdasarkan adanya pembentukan atau perubahan warna, meliputi dua
cara. Cara pertama, warna yang terbentuk pada perangkat uPAD di
rekam dengan menggunakan kamera single-lens reflex (SLR),
perangkat seluler, atau pemindaian menggunakan scanner dan
dikombinasikan dengan software seperti MATLAB dan aplikasi
pembaca warna RGB untuk kuantifikasi. Cara yang lainnya adalah
pengukuran absorbansi sampel pada panjang gelombang tertentu
dengan spektrofotometer[13]. Pembacaan analisis menggunakan
teknik kolorimetri memiliki kelebihan yaitu sederhana, biaya rendah,
deteksi cepat, dan portable[46, 47].

Gambar 2.6.3 Proses deteksi analit menggunakan teknik pPAD
dengan software[39]

2.7 ImageJ

Image-J adalah aplikasi perangkat lunak yang mengolah dan
analisis gambar berbasis java yang terinspirasi oleh gambar NIH untuk
Macintosh. Gambar dengan kualitas 8-bit,16-bit, dan 32-bit dapat di
tampilkan, diubah, di proses, dianalisis, disimpan dan dicetak
menggunakan software ini. Disamping itu, format gambar seperti
TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS dan raw dapat dibaca oleh
program imageJ. Software ini dapat mempermudah pengguna dalam
~menghitung nilai statistik area dan pixel dari gambar yang diinginkan
oleh pengguna. ImageJ dapat digunakan untuk pengukuran sudut dan
Jarak serta pembuatan densitas histogram dan plot profile garis[48].
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BAB Il1

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia =Analitik
Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Universitas Brawijaya pada bulan Januari hingga Mei 2020.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Penelitian ini menggunakan beberapa alat diantaranya yaitu
Pipet Mikro, Hot plate, pinset, labu ukur 100 ml, labu ukur 50 ml, pipet
tetes, pipet volume 10 ml, bola hisap, Erlenmeyer 250 ml, Erlenmeyer
100 ml, botol semprot, botol sampel, selotip gunting, tip, wax printer
Xerox ColorQube 8580 DN-2 tipe T2B047382, gelas arloji, scanner
HP Dekjet 2130 dan neraca analitik.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah kertas
whattman No.1, FeCl; (Merck), Fenantrolin(Merck),
Hidrokuinon(Sigma-aldrich), etanol 95%, akuades, HCI teknis, dan
sampel krim pemutih wajah.

3.3 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan kegiatan,
antara lain yaitu:
1. Pembuatan larutan stok
a. Larutan Fe(l1l) 100 ppm
Larutan Stok Fenantrolin 0,5%
Larutan Stok Hidrokuinon 1000 ppm
Pembuatan Larutan stok asam askorbat 100 ppm
Pembuatan larutan stok niasinamida 100 ppm

® -0- T
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2. Pembuatan pPADs
a. Pembuatan desain pPADs menggunakan Corel Draw
X7
b. Pencetakan desain puPADs menggunakan wax printer
Xerox
c. Penentrasi lapisan hidrofobik kertas pPADs
menggunakan hot plate
3. Prosedur kerja metode pPAD
4. Optimasi variasi konsentrasi fenantrolin
5. Optimasi waktu reaksi pembentukan kompleks Fe(ll)-
Fenantrolin
~ 6. Uji selektifitas
7. Pembuatan Kurva Baku hidrokuinon
8. Preparasai larutan sampel krim pemutih wajah
9. Penentuan konsentrasi hidrokuinon pada krim pemutih wajah
10. Analisis Data

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Preparasi Larutan

3.4.1.2 Pembuatan Larutan Fe(l11) 100 ppm

Larutan besi(lll) 100 ppm dibuat dengan cara menimbang
padatan FeCls sebanyak 0,0290 gram menggunakan neraca analitik.
Langkah selanjutnya, ditambahkan larutan HCI p.a sebanyak tiga tetes
dan- akuades di dalam gelas kimia 100 ml. Diukur pH larutan
menggunakan kertas pH hingga menunjukkan pH 1-3. Larutan
dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml secara kuantitatif. Akuades
ditambahakan ke dalam labu ukur 100 ml hingga tanda batas dan
dikocok hingga homogen. Larutan dipindakan ke dalam botol sampel.

3.4.1.3 Pembuatan Larutan Stok Fenantrolin 0,5%
Larutan Fenantrolin 0,5% dibuat dengan cara menimbang
padatan fenantrolin sebanyak 0,500 g, pada gelas arloji menggunakan
“ neraca analitik. Padatan fenantrolin dipindahkan secara kuantitatif ke
dalam gelas kimia 100 ml. Selanjutnya, dilarutkan dengan larutan
etanol p.a 95%. Larutan dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml.
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Akuades ditambahkan ke dalam labu ukur 100 ml hingga tanda batas
dan dikocok hingga homogen. Larutan fenantrolin dengan konsentrasi
yang lebih rendah dapat dibuat dengan melakukan pengenceran
larutan stok fenantrolin 0,5% menggunakan akuades dengan volume
yang sesuai.

3.4.1.4 Pembuatan Larutan Stok Hidrokuinon 1000 ppm

Larutan Hidrokuinon 1000 ppm dibuat dengan cara
menimbang padatan hidrokuinon sebanyak 0,100 g, menggunakan
neraca analitik. Padatan tersebut dilarutkan dengan akuades di dalam
gelas kimia 100 ml. Larutan dipindahkan secara kuantitatif ke dalam
labu ukur 100 ml. Akuades di tambahkan ke dalam labu ukur 100 ml
hingga tanda batas dan dikocok sampai homogen. Larutan hidrkuinon
dengan konsentrasi yang lebih rendah dapat dibuat dengan melakukan
pengenceran larutan stok hidrokuinon 1000 ppm menggunakan
akuades sesuai dengan volume yang diinginkan.

3.4.1.5 Pembuatan larutan Stok Asam Askorbat 100 ppm
Larutan asam askorbat 100 ppm dibuat melalui penimbangan
padatan asam askorbat 0,0100 g dengan neraca analitik. Dimasukkan
ke dalam gelas kimia 100 ml dan dilarutkan dengan akuades. Larutan
dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur 100 ml. Akuades
ditambahkan hingga tanda batas. Selanjutnya, Larutan dikocok hingga
homogen. Konsentrasi asam askobat yang lebih rendah dapat dibuat
melalui pengenceran larutan stok 100 ppm, menggunakan akuades.

3.4.1.6 Pembuatan Larutan Stok Niasinamida 100 ppm
Larutan niasinamida 100 ppm dibuat melalui penimbangan
padatan niasinamida 0,0100 g dengan neraca analitik. Dimasukkan ke
dalam gelas kimia 100 ml dan dilarutkan dengan akuades. Larutan
dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur 100 ml. Akuades
ditambahkan hingga tanda batas. Selanjutnya, Larutan dikocok hingga
homogen. Konsentrasi niasinamida yang lebih rendah dapat dibuat
melalui pengenceran larutan stok 100 ppm, menggunakan akuades.
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3.4.2 Pembuatan pPADs

Pembuatan pPADs dimulai dari tahap pembuatan pola
menggunakan program CorelDraw X7. Pola yang dibuat yaitu
berbentuk bulat seperti gambar 4.2.1 di bawah. Pada pola bulat
memiliki diamteter sebesar 5 mm, dengan panjang 12 mm dan lebar
9 mm. Garis hidrofobik pola memiliki ketebalan yang sama yaitu 0,8

mm.
Zona Reaksi @
v Zona deteksi

Gambar 3.2.1 Desain PAD dengan CorelDraw X7

Tahap - selanjutnya  adalah pencetakan pola pada Kkertas
whattman No.1 menggunakan wax printer xerox. Tinta yang
digunakan pada printer ini berfungsi sebagai penghalang hidrodobik
pada kertas. Akan tetapi, hanya pada bagian depan kertas saja
sedangkan pada bagian belakang kertas tidak terdapat penghalang
hidrofobik seperti gambar 4.2.2 sehingga perlu dilakukan penetrasi.

Tahap terakhir adalah tahap penetrasi penghalang hidrofobik
hingga ke bagian belakang kertas. Pada tahap ini, dilakukan dengan
cara memanaskan kertas yang telah dicetak diatas hot plate.
Pemanasan dilakukan pada suhu 120 °C selama 90 detik. Hot plate
yang digunakan sebelum pemanasan harus dilapisi oleh aluminium
foil terlebih dahulu. Kertas hasil pemanasan dapat dilihat seperti pada
gambar 4.2.3.

3.4.3. Prosedur Kerja Metode uPAD

Penentuan hidrokuinon dengan teknik pPAD dilakukan dengan
deteksi kolorimetri yaitu larutan fenantrolin dipipet dengan pipet
mikro sebanyak 0,5 pL. Diteteskan pada kertas pPAD. Dikeringkan.
Selanjutnya, Ditetesi larutan Fe(l11) sebanyak 0,5 pL pada zona yang
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sama. ditunggu hingga kering. Larutan hidrokuinon dipipet
menggunakan pipet mikro sebanyak 0,5 uL. Adanya perubahan warna
pada kertas di scan dan dilakukan analisis dengan menggunakan
software imageJ untu memperoleh nilai absorbansi melalui nilai
intensitas RGB yang di ukur.

3.4.4 Optimasi Konsentrasi Fenantrolin

Optimasi konsentrasi fenantrolin dengan berbagai konsentrasi
yaitu 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4% dan 0,5%. Dilakukan dengan cara yaitu
larutan fenantrolin 0,1-0,5% dipipet sebanyak 0,5 pL menggunkan
pipet mikro, ditetesi pada kertas pPAD. Pada tahap selanjutnya,
larutan FeCl; 100 ppm dengan volume sebanyak 0,5 pL ditetesi juga
pada kertas UPAD. Dipipet larutan hidrokuinon 50 ppm dan ditetesi
pada kertas. Perhatikan perubahan warna yang dihasilkan kemudian
dianalisis nilai RGB dari masing masing konsentrasi menggunakan
imageJ.

3. 4.5 Optimasi Waktu Reaksl

Optimasi waktu reaksi dilakukan dengan cara mempipet
variasi larutan fenantrolin sebanyak 0,5 pL pada kertas pUPAD.
Selanjutnya larutan larutan Fe(l11) diteteskan pada kertas sebanyak 0,5
ML menggunakan pipet mikro. Setelah kertas kering, ditambahkan
larutan hidrokuinon 50 ppm sebanyak 0,5 puL pada kertas. Setelah
penetesan hidrokuinon maka dilakukan variasi waktu reaksi yaitu 5
menit, 10 menit, 15 menit, dan 20 menit sebelum di lakukan analisis
dengan menggunakan software imageJ untuk mengetahui waktu
optimum reaksi.

3.4.6 Uji Selektifitas

Uji selektifitas dilakukan dengan meneteskan larutan
fenantrolin konsentrasi optimum, larutan Fe(lll) 100 ppm dan
hidrokuinon 50 ppm pada kertas uPAD. Selanjutnya, ditambahkan
larutan senyawa pengganggu asam askorbat dan niasinamida dengan
variasi konsentrasi yaitu 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75
ppm, dan 100 ppm. Perubahan warna yang terjadi pada kertas pPAD,
di analisis dengan software imageJ. Sehingga, diperoleh nilai
intensitas yang diubah menjadi absorbansi. Oleh karena itu, dapat
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dibuat kurva baku hubungan absorbansi dan konsentrasi hidrokuinon
yang telah ditambahkan senyawa pengganggu sehingga dapat diukur
% kesalahan.

3.4.7 Pembuatan Kurva Baku Hidrokuinon

Pembuatan kurva baku hidrokuinon dibuat dengan kondisi
yaitu larutan fenantrolin yang dibuat seperti pada prosedur 3.4.3,
larutan Fe(l11) 100 ppm dan larutan hidrokuinon dengan konsentrasi
10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750
ppm dan 1000 ppm. Perubahan warna pada kertas, dianalisis dengan
software imageJ. Berdasarkan hasil analisis akan diperoleh hasil
hubungan absorbansi dan konsentrasi sehingga dapat dibuat kurva
baku.

3.4.8 Preparasi Larutan Sampel Krim Pemutih Wajah
Sampel krim pemutih wajah ditimbang sebanyak 0,01 g pada
gelas arloji menggunakan neraca analitik. Dipindahakan kedalam
gelas kimia 250 ml. Selanjutnya, etanol ditambahkan sebanyak 10 ml
dan diaduk. Disaring dengan kertas saring dan filtratnya dimasukkan
ke dalam labu ukur 100 ml. tambahkan etanol hingga tanda batas.
Dikocok hingga homogen. Sampel disimpan pada botol coklat
tertutup.

3.4.9 Penentuan Konsentrasi Hidrokuinon dalam sampel
krim pemutih wajah

Sampel krim pemutih wajah yang telah disiapkan diukur
sesuai dengan prosedur 3.4.3 dengan kondisi yaitu larutan Fe(l11) 100
ppm dan larutan fenantrolin konsentrasi optimum yang diperoleh
melalui prosedur 3.4.4. Berdasarkan pengukuran diperoleh data nilai
absorbansi melalui analisis softaware imageJ dan diinterpolasikan
pada persamaan kurva baku hidrokuinon sehingga diperoleh
konsentrasi hidrokuinon dalam sampel.

28



3.4.10 Analisis Data

3.4.10.1 Perhitungan Persamaan Regresi linier dan
Koefisien Korelasi
Kurva baku hidrokuinon standar digunakan untuk
menentukan kadar hidrokuinon yang terkandung dalam sampel.
Konsentrasi hidrokuinon dalam sampel diperoleh melalui persamaan
regresi linier sebagai berikut[49]:
y=ax+b (3.1)
Setelah dilakukan pengukuran dan diperoleh intensitas
sebagai nilai y serta slope (a) dan intersep (b) yang masing-masing
diperoleh dari persamaan di bawah, yaitu[49]:
_ nEXV)-(EX)EY) (3.2)
n(E(XZ)Z_)(Zé)Z)(Z )
Crxe)-Cx XY
hiR n(ZX?)~(IX)?2 (&)
Ketepatan nilai - regresi linier pada kurva ditentukan
berdasarkan nilai = koefisien korelasi. Kurva linier sempurna
dinyatakan dengan nilai koefisien korelasi sama dengan 1. Koefisien
korelasi dapat ditentukan melalui persamaan berikut ini[49]:
2 _ n(EXY)-(EX)XY) (3.4)
VInEXH-EX)2nEYH-(2r)?]

3.4.10.2 Perhitungan rata-rata
Nilai rata-rata intensitas hasil pengukuran yang dilakukan
dengan pengulangan sebanyak tiga kali dapat ditentukan dengan

persamaan sebagai berikut ini[49]:
Xi

xrata —rata = Y1, - (3.5)
Keterangan:
Xi = data pengulangan
n = jumlah pengulangan
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3.4.10.3 Penentuan Konsentrasi Hidrokuinon
Persamaan regresi pada kurva baku standar dapat digunakan
untuk menentukan konsentrasi hidrokuinon, seperti berikut[49]:
y=ax+b (3.6)
y adalah intensitas hidrokuinon sedangkan x adalah konsentrasi
hidrokuinon dalam satuan ppm. X dapat ditentukan dengan persamaan
sebagai berikut[49]:
x =22 (3.7)

a

3.4.10.4 Perhitungan % kesalahan

= Perhitungan %kesalahan dilakukan untuk mengetahui
besarnya pengaruh penyimpangan akibat penambahan senyawa
pengganggu. Nilai %kesalahan dapat diperoleh dengan persamaan
berikut ini[49]:

% kesalahan - [C]standar+spike_[C]standar X 100% (38)

[Clstandar

3.4.10.5 Presisi

Ketelitian (presisi) adalah ukuran yang menunjukkan derajat
kesesuain antara hasil uji tiap ulangan. Presisi diukur sebagai
simpangan baku atau simpangan baku relatif (koefisien variasi).
Presisi ditentukan berdasarkan nilai RSD (relative standard deviation)
melalui persamaan berikut[47]:

1 .
SD = EZ? (Xi ra X)Z (39)
RSD = 2 X 100% (3.10)
Keterangan :
SD = Standar deviasi
RSD - = Standar relatif deviasi
Xi = nilai intesitas yang diperoleh
X = nilai intensitas rata-rata
“A-— = jumlahulangan
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3.4.10.6 Akurasi

Akurasi (ketepatan) adalah ukuran yang menunjukkan
kedekatan hasil analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Ada dua
cara untuk penentuan akurasi, yaitu metode simulasi (spike-placebo
recovery) atau metode penambahan baku (standard addition method).
Ketepatan diukur berdasarkan persen perolehan kembali (%recovery)
analit yang ditambahkan. Nilai %recovery dapat ditentukan
berdasarkan persamaan berikut[47]:

% recovery = [C]““"d[“cr]*:””:—[c]s”ike x 100% (3.11)
standar

3.4.10.7 Perhitungan LOD dan LOQ
Perhitungan LOD dan LOQ dapat ditentukan dengan
persamaan sebagai berikut[49]:

ALog = 10 X Sb/SI (3.13)
Keterangan :
Sh = Simpangan baku atau Standar deviasi
Sl = Slope
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan microfluidic
paper analitycal device dalam menentukan hidrokuinon yang terdapat
pada krim pemutih wajah. Metode pPAD yang digunakan dibuat
dengan teknik wax printing dengan bentuk seperti pada gambar 3.2.1.
Pada metode ini, hidrokuinon ditentukan berdasarkan pembentukkan
senyawa kompleks Fe(ll)-fenantrolin yang berwarna merah-jingga.
Semakin - banyak kompleks Fe(ll)-fenantrolin yang terbentuk
mengindikasikan bahwa semakin banyak Fe(l1l) yang direduksi oleh
hidrokuinon menjadi Fe(Il). Skema reaksi yang terjadi dapat dilihat
pada gambar 2.3.3. dan 2.4.3. Konsentrasi hidrokuinon ditentukan
melalui pengukuran nilai intensitas warna RGB.

Pada penelitian ini, dilakukan beberapa tahapan optimasi
sebelum menentukan konsentrasi HQ pada sampel. Tahapan-tahapan
tersebut terdiri atas, optimasi konsentrasi fenantrolin, optimasi waktu
reaksi terbentuknya kompleks Fe(ll)-fenantrolin, uji selektifitas yang
meliputi penambahan senyawa pengganggu (niasinamida dan vitamin
C), serta validitas metode yang meliputi linieritas, presisi, akurasi.

4.1 Penentuan Konsentrasi Optimum Fenantrolin

Salah satu parameter yang perlu ditentukan pada penelitian ini
adalah penentuan konsentrasi optimum dari fenantrolin. Tujuan
optimasi fenantrolin adalah untuk mengetahui fenantrolin dengan
konsentrasi minimum yang dapat bereaksi maksimum dengan Fe(ll)
membentuk warna kompleks merah-jingga yang dapat diidentifikasi
pada zona deteksi. Konsentrasi fenantrolin yang diteteskan pada zona
deteksi akan mempengaruhi warna kompleks yang terbentuk. Apabila
konsentrasi fenantrolin yang terlalu kecil maka akan menyebabkan
~warna kompleks yang terbentuk sulit diidentifikasi. Sehingga, akan
berpengaruh terhadap nilai intensitas yang terukur. Oleh karena itu,
perlu ditentukan konsentrasi fenantrolin yang sesuai untuk
menghasilkan warna kompleks yang baik.
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Penentuan konsentrasi optimum fenantrolin dilakukan dengan
variasi konsentrasi yaitu 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, dan 0,5% dengan
kondisi Fe(Il) 100 ppm dan HQ 50 ppm. Variasi konsentrasi yang
digunakan ini berdasarkan penelitian albibani et al. (2019) yang
menggunakan konsentrasi fenantrolin pada rentang 0,05-0,25% secara
flow injection analysis-spechtrophotometry. Akan tetapi, Konsentrasi
tersebut menghasilkan warna yang tidak dapat diamati dengan baik
jika di aplikasikan pada kertas pPAD untuk membentuk kompleks
dengan Fe(ll). Sehingga, rentang konsentrasi optimasi fenantrolin
pada percobaan ini dimulai dari konsentrasi 0,1-0,5%.

Fenantrolin dengan masing-masing konsentrasi di teteskan
sebanyak 0,5 pL pada setiap zona reaksi UPAD. Warna yang
dihasilkan oleh kompleks Fe(ll)-fenantrolin adalah merah-jingga.
Scanner digunakan untuk menangkap citra, sehingga diperoleh
gambar yang dapat dilihat pada gambar 4.1.1 di bawah.

Phen 0,1% OOOOOOOOOO
o QOQOO0000000

oz @OO00000000
wowe . OOQO00000000
Phen 0,5% OOOOOOOOOO

HQ(ppm) 10 25 50 75 100 250 500 750 1000

Gambar 4.1.1 Pengaruh Perubahan Warna Senyawa Kompleks
Fe(ll)-fenantrolin pada Pengukuran Sederetan HQ Standar (0-1000
ppm) akibat Pengaruh Variasi Konsentrasi Fenantrolin (0,1-0,5%)
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Pada tahap selanjutnya, citra yang diperoleh di analisis dengan
menggunakan software imageJ. Analisis citra olenh imageJ akan
menghasilkan nilai intensitas RGB. Indeks warna RGB diketahui
sebagai warna primer yang menjadi dasar pembentukkan warna lain.
Intensitas warna (indeks warna RGB) inilah yang digunakan untuk
menentukan konsentrasi optimum fenantrolin.

Penentuan optimasi yang didasarkan pada nilai indeks warna
RGB, dilakukan dengan menentukan intensitas acuan. Indeks warna
RGB diubah ke dalam kurva hubungan intensitas dengan variasi
konsentrasi fenantrolin. Intensitas yang dijadikan sebagai acuan
adalah komplementer warna dari warna kompleks yang terbentuk.
Menurut Bao, J et al.(2018) Intensitas merah-jingga memiliki warna
komplementer yaitu warna biru-kehijauan[50]. Kurva intensitas green
dan blue dapat dilihat pada gambar 4.1.2 di bawah ini. Pada gambar
tersebut, dapat dilihat bahwa intensitas green dan blue tidak jauh
berbeda. Maka, dilakukan peninjauan berdasarkan pengaruh
fenantrolin terhadap linieritas dan sensitivitas kurva hubungan
intensitas warna (green dan blue) terhadap konsentrasi HQ pada
gambar 4.1.3.

250,000
200,000 ° ° ® °
150,000
100,000

50,000

Intensitas Fe(ll)-fenantrolin

0
0 0.2 0.4 0.6

Konsentrasi fenantrolin(%)
~Gambar 4.1.2 kurva hubungan intensitas warna (green dan blue)
dengan variasi konsentrasi fenantrolin

-

|
-
-
-
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Gambar 4.1.3 (a) kurva pengaruh variasi konsentrasi fenantrolin
terhadap liniaritas hubungan intensitas green dan konsentrasi HQ (0O-
50 ppm) (b) kurva pengaruh variasi konsentrasi fenantrolin terhadap

hubungan intensitas blue dan konsentrasi HQ (0-50 ppm)
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Kedua kurva seperti pada gambar 4.1.3, menunjukkan
pengaruh variasi fenantrolin terhadap linieritas kurva hubungan
intensitas warna dengan konsentrasi HQ. Pada intensitas green nilai
memiliki R?> 0,99-0,999, sedangkan intensitas blue memiliki R? >
0,98-0,999. Hal ini, menunjukkan bahwa linieritas kedua kurva tidak
berbeda secara signifikan. Sehingga, berdasarkan linieritas belum
dapat menentukan intensitas acuan yang akan digunakan. Maka dari
itu, perlu ditinjau berdasarkan nilai sensitivitas.

Sensitivitas ditentukan melalui nilai slope (a) yang terdapat
pada persamaan regresi gambar 4.1.3. Nilai slope pada persamaan
tersebut seluruhnya bernilai negatif. Hal ini dikarenakan, terjadinya
penurunan nilai intensitas yang dimulai dari kiri atas ke kanan bawah.
Semakin besar nilai slope maka semakin besar sensitivitas. Pada kurva
intensitas green, slope berkisar antara 795,79-933,11. Sedangkan,
kurva intensitas blue memiliki slope berkisar antara 741,56-855,98.
Nilai slope kurva intensitas green lebih tinggi dibandingkan kurva
intensitas blue. Sehingga, sensitivitas yang lebih tinggi terdapat pada
kurva intensitas green. Oleh karena itu, kurva intensitas green
digunakan sebagai intensitas acuan dalam penelitian ini.

Pada gambar 4.1.1, terlihat bahwa tidak ada perbedaan warna
yang signifikan akibat pengaruh variasi konsentrasi fenantrolin. Maka
untuk menentukan pengaruhnya, ditentukan melalui nilai intensitas.
Pada gambar 4.1.2. dapat dilihat perbedaan nilai intensitas yang
terukur dari konsentrasi fenantrolin 0,1-0,5%. Kurva tersebut
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan - signifikan yang
mempengaruhi - perubahan intensitas antara kosentrasi 0,1-0,5%.
Perbedaan intesitas terukur tersebut <5%. Maka, konsentrasi optimum
yang dipilih adalah 0,1% karena memiliki pengaruh yang sama dengan
konsentrasi fenantrolin lainnya .
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4.2 Optimasi waktu pembentukkan kompleks

Pada metode WPAD, Penentuan waktu penagkapan citra oleh
Scanner/kamera sangat menentukan keakuratan data. Waktu
penangkapan citra pada penelitian ini, ditentukan berdasarkan
terbentuknya warna senyawa kompleks Fe(l1)-fennatrolin.

Senyawa kompleks Fe(ll)-fenantrolin, terbentuk disebabkan
adanya interaksi antara logam dengan ligan. Logam yang digunakan
adalah senyawa besi (Fe*). Sedangkan, ligan yang digunakan adalah
fenantrolin. Fe?* lebih stabil membentuk kompleks dengan fenantrolin
dibandingkan Fe**. Oleh karena itu, Fe** harus direduksi terlebih
dahulu menjadi Fe**. Pada pH asam, hidrokuinon akan melepaskan
dua elektron dan dua H* (gambar 4.2.1)[23]. Sehingga, hidrokuinon
mengalami kenaikan bilangan oksidasi (oksidasi). Sebaliknya, Fe**
menangkap dua elektron sehingga mengalami penurunan bilangan
oksidasi (reduksi). Hasil proses reaksi redoks antara hidrokuinon dan
Fe**mengahsilkasn kuinon dan Fe*'seperti pada gambar 4.2.2a. pada
tahap selanjutnya, Fe?* akan bereaksi dengan ligan fenantrolin

Logam Fe?* memiliki elektron yang tidak berpasangan pada
orbital d sehingga bersifat sebagai akseptor elektron (asam lewis).
Sedangkan ligan fenantrolin merupakan donor elektron atau bersifat
sebagai basa lewis. Elektron dari ligan fenantrolin akan mengisi
orbital d dari logam pusat. Maka, terbentuk ikatan koordinasi antara
Fe’* dengan ligan fenantrolin. Transfer elektron dari ligan ke atom
pusat ini, menyebabkan kompleks [Fe(C12HsN2)s]*" berwarna merah-
jingga. Terbentuknya ion-ion [Fe(C12HsN2)s]* ini berlangsung dalam
waktu tertentu dan stabil dalam jangka waktu yang lama. Reaksi yang
terjadi ditunjukkan pada gambar 4.2.2b di bawah.

(o) OH
|
: o

Gambar 4.2.1 Proses Oksidasi Hidrokuinon pada pH asam[23, 28].
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Gambar 4.2.2 prinsip reaksi (a) reaksi reduksi-oksidasi besi dan
hidrokuinon (b) reaksi senyawa kompleks besi(ll1)-fenantrolin[14].

Warna senyawa kompleks inilah, yang ditangkap citranya
menggunakan kamera kemudian di analisis dengan imageJ. Namun,
Apabila citra warna ditangkap pada saat masih berlangsung interaksi
Fe(ll) dengan fenantrolin membentuk ion [Fe(Ci,HsN2)s]** maka
indeks warna RGB yang akan diperoleh tidak akurat. Hal ini karena,
masih terjadi proses pembentukkan warna atau belum mencapai
kesetimbangan. Oleh karena itu, perlu dilakukan penentuan waktu
optimum  pembentukkan  kompleks  Fe(ll)-fenantrolin  yang
menghasilkan warna paling baik dan stabil.

Penentuan waktu optimum kompleks Fe(ll)-fenantrolin dilakukan
dengan kondisi yaitu konsentrasi hidrokuinon standar 50 ppm, Fe(ll)
100 ppm dan fenantrolin 0,1%. Penggunaan konsentrasi hidrokuinon
= standar 50 ppm dan fenantrolin 0,1% ini berdasarkan penentuan
konsentrasi optimum fenantrolin yang dapat dilihat pada gambar
4.1.2. Melalui, konsentrasi fenantrolin optimum yang diperoleh adalah
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0,1%. Penentuan waktu optimum, ditentukan melalui kurva hubungan
intensitas warna dangan variasi waktu. Variasi waktu yang digunakan
pada penelitian ini adalah 5, 10, 15, dan 20 menit. Perubahan warna
pada variasi waktu tersebut dapat dilihat pada gambar 4.2.2 di bawah.

5 Menit G’O.....oo
10 Menit eooooo.oo
s DOOO0OO000
20 meni DOOO@OOOOO

HQ (ppm) 10 25 50 75 100250500 750 1000

Gambar 4.2.3 Pengaruh Waktu Terhadap Perubahan Warna Senyawa
Kompleks

Pada gambar 4.2.2 dapat dilihat bahwa warna yang paling pekat
dihasilkan pada waktu lima menit. Akan tetapi, warna antara 5-10
menit tidak jauh berbeda. Sedangkan warna pada 15 dan 20 menit
lebih pudar. Hubungan perubahan warna dan waktu dapat dilihat pada
kurva 4.2.3. Diketahui bahwa nilai intensitas tertinggi terdapat pada
waktu 20 menit dan paling rendah pada waktu 5 menit. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Bustomi,dkk (2014) nilai indeks warna RGB yang
tinggi menunjukkan citra semakin terang. Sebaliknya nilai indeks
warna RGB yang rendah menunjukkan citra tersebut akan semakin
gelap[51]. Sehingga, waktu optimum yang diperoleh adalah 5 menit.
Akan tetapi, pada waktu 5 menit kertas IPAD yang ditetesi larutan
masih dalam keadaan basah. Sehingga, Apabila Penangkapan citra
dilakukan pada waktu 5 menit dikhawatirkan adanya gangguan karena
kondisi pengukuran yang basah. Oleh karena itu, waktu pengukuran
yang digunakan adalah 20 menit karena sabagai waktu maksimum dan
kertas UPAD telah kering. Sehingga, diperkirakan tidak ada gangguan
kondisi pengukuran.
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Gambar 4.2.4 kurva hubungan intensitas warna dengan variasi waktu
pembentukkan kompleks Fe(Il)-fenantrolin

4.3. Uji Selektifitas

Uji selektifitas dilakukan untuk mengetahui pengaruh
penyimpangan - konsentrasi hidrokuinon dalam larutan = dengan
penambahan senyawa pengganggu dari konsentrasi standarnya. . Pada
uji ini, dilakukan dengan menambahkan senyawa pengganggu yaitu
asam askorbat dan niasinamida. Kedua sanyawa tersebut adalah
senyawa yang banyak ditemukan pada krim pemutih wajah. Uji
selektifitas ini ditentukan berdasarkan nilai %kesalahan.

4.3.1 Pengaruh Asam Askorbat

Uji selektifitas ini dilakukan dengan menambahkan asam
askorbat pada berbagai konsentrasi. Akan tetapi, uji selektifitas
dengan penambahan asam askorbat dalam penelitian ini belum
dilakukan. Namun, pengaruh asam askorbat terhadap prinsip
penelitian dapat diperkirakan melalui studi literatur.

Diketahui bahwa asam askorbat merupakan salah satu bahan
yang terdapat di dalam krim pemutih wajah. Selain itu, asam askorbat
memiliki sifat yang sama dengan hidrokuinon yaitu sebagai agen
pereduksi. Prinsip percobaan yang digunakan pada penelitian ini
_-adalah hidrokuinon mereduksi Fe** menjadi Fe** seperti pada gambar
4.2.1a. Sehingga, penambahan asam askorbat ditujukan untuk
mengetahui pengaruh asam askorbat terhadap kerja hidrokuinon untuk
proses reduksi Fe(l11) menjadi Fe(ll).
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Asam askorbat atau disebut juga sebagai vitamin C, memiliki
sifat sebagai antioksidan. Berdasarkan metode penentuan Ferric
Reduction Activity Potential (FRAP) yaitu proses reduksi Fe** menjadi
Fe?* dikarenakan adanya aktivitas antioksidan. Pada penelitian
tersebut, Jatmika, dkk (2015) menyatakan bahwa nilai FRAP asam
askorbat adalah yang paling kecil dibandingkan dengan sampel
antioksidan lainnya. Semakin kecil nilai FRAP maka kemampuan
antioksidan senyawa tersebut untuk mereduksi Fe** semakin
besar[52]. Kemampuan asam askorbat sebagai agen pereduksi
disebabkan oleh adanya ikatan ganda antar C2 dan C3 pada cincin
lakton karbon tersebut[53]. Menurut penelitian pengukuran
hidrokuinon ~ berdasarkan  pembentukkan kompleks  besi(ll)-
fenantrolin dengan metode flow injection analysis (FIA) oleh
Algibtiyah (2019) bahwa asam askorbat mengganggu ketika
konsentrasi asam askorbat yang ditambahkan lebih dari 1% [28]. Oleh
karena itu, Asam askorbat diperkirakan dapat mengganggu penentuan
hidrokuinon pada metode PPAD ini. Hal ini dikarenakan asam
askorbat merupakan agen pereduksi kuat yang juga dapat mereduksi
Fe** sehingga, akan mempengaruhi banyaknya jumlah Fe** yang
tereduksi. Tingkat selektifitas dari metode UPAD dapat ditentukan
berdasarkan nilai %kesalahan, maka pada uji ini diharapkan nilai
Y%kesalahan yang diperoleh adalah < 5% sehingga selektifitas metode
MPAD ini dapat diterima.

4.3.2 Pengaruh Niasinamida

Uji selektifitas pada penelitian ini, dilakukan dengan
panambahan variasi konsentrasi niasinamida yaitu 5 ppm, 10 ppm, 20
ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, dan 100 ppm. Kondisi kimia yang
digunakan adalah fenantrolin 0,1%, Fe(l11) 100 ppm, dan hidrokuinon
50 ppm dan waktu penetesan niasinamida setelah pengeringan
hidrokuinon 20 menit. Akan tetapi, penelitian ini belum dilakukan
sehingga pengaruh niasinamida dapat diperkirakan melalui studi

“ = literatur.
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Niasinamida termasuk bahan yang juga banyak ditemukan
pada krim pemutih. Senyawa ini memiliki fungsi yang sama dengan
hidrokuinon untuk mengatasi “masalah hiperpigmentasi, namun
niasinamida memiliki struktur yang berbeda dengan hidrokuinon[38].
Selain itu, niasinamida tidak bersifat sebagai agen pereduksi seperti
asam askorbat dan hidrokuinon. Sehingga, Niasinamida tidak akan
mereduksi Fe** menjadi Fe**. Akan tetapi, atom N yang terdapat pada
niasinamida memiliki pasangan elektron bebas yang dapat dipakai
bersama dengan Fe®*. Sehingga memungkinkan niasinamida untuk
membentuk kompleks dengan besi (I1). Akan tetapi, kemungkinan
terbentuknya kompleks besi(ll) dengan  niasinamida diperkirakan
tidak mempengaruhi pengukuran. Hal ini disebabkan niasinamida
tidak meningkatkan jumlah besi (111) yang direduksi oleh hidrokuinon.
Selain itu, besi(ll) lebih cenderung membentuk kompleks dengan
ligan fenantrolin. Hal ini disebabkan ligan fenantrolin merupakan
ligan kuat. Menurut Algibtiyah (2019) penambahan niasinamida
dengan konsentrasi 0 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 30 ppm dan 50 ppm dengan
metode FIA, tidak memberi pengaruh yang signifikan terhadap
pengukuran hidrokuinon dengan nilai %kesalahan < 5%[28]. Oleh
karena itu, Adanya penambahan senyawa niasinamida pada uji
selektifitas ini, diperkirakan tidak akan mengganggu penentuan
hidrokuinon. Metode uPAD ini diharapkan memiliki selektifitas yang
baik ditandai dengan nilai %kesalahan yang terukur < 5%.

4.4. Penentuan Kisaran Hidrokuinon di dalam sampel

Hidrokuinon yang terdapat pada sampel krim pemutih wajah
dapat ditentukan dengan metode UPAD melalui kurva baku standar.
Penentuan hidrokuinon di- dalam sampel dilakukan ' dengan
penggunaan kondisi yaitu fenantrolin 0,1%, Waktu reaksi 20 menit,
dan Fe(l11) 100 ppm. Kurva baku hidrokuinon dibuat dengan larutan
hidrokuinon pada variasi konsentrasi 0 ppm, 10 ppm, 25 ppm, dan 50
ppm. Kurva baku hidrokuinon ditunjukkan oleh gambar 4.4 dibawah
ink.-Akan tetapi, penelitian ini belum melakukan pengukuran pada
sampel krim pemutih wajah.
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Pengukuran sederetan konsentrasi hidrokuinon menghasilkan
kurva baku standar. Kurva baku hidrokuinon ditunjukkan oleh
gambar 4.4, menghasilkan persamaan regresi dengan nilai koefisien
korelasi (R? > 0,9979. Koefisien korelasi (R? yang mendekati 1
menunjukkan linieritas hubungan antara intensitas dan hidrokuinon
standar yang terukur. Selain itu, konsentrasi hidrokuinon dapat
ditentukan melalui persamaan regresi y = -880,73x + 242376 yang
diperoleh pada gambar 4.4, melalui persamaan 3.7.

Pengukuran sederetan konsentrasi hidrokuinon' standar ini
dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Prinsip penentuan
hidrokuinon ini adalah Semakin besar konsentrasi hidrokuinon pada
sampel maka warna kompleks Fe(ll)-fenantrolin yaitu merah-jingga
akan semakin pekat. Hal ini, disebabkan oleh semakin banyak
hidrokuinon yang mereduksi Fe(Ill) menjadi Fe(Il) maka akan
semakin banyak Fe(ll) yang terbentuk. Tahap selanjutnya, besi (II)
akan membentuk kompleks dengan ligan fenantrolin. Oleh karena itu,
hidrokuinon dapat ditentukan dengan kurva pada gambar 4.4 di
bawah serta diharapkan mampu menentukan kadar hidrokuinon
dengan %RSD vyaitu < 2%.

250,000

240,000
y =-880.73x + 242376

® -
230,000 R?=0.9979

220,000 ®

Intensitas

210,000
200,000 °

190,000
0 20 40 60

Konsentrasi HQ (ppm)

Gambar 4.4 Kurva baku standar hubungan Intensitas dan konsentrasi
HQ standar
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Pada gambar 4.4 terjadi penurunan intensitas green terhadap
kenaikan konsentrasi HQ. Menurut Bustomi,dkk (2014) nilai indeks
warna RGB yang tinggi menunjukkan citra semakin terang.
Sebaliknya nilai indeks warna RGB yang rendah menunjukkan citra
tersebut akan semakin gelap[51]. Suatu citra yang terang terbentuk
karena pengaruh warna putih yang lebih banyak, sedangkan citra yang
gelap disebabkan adanya warna hitam. Pada kurva diatas, HQ 0 ppm
(blanko) memiliki indeks green tertinggi. Hal ini terjadi karena, pada
blanko tidak terbentuk warna apapun (cenderung putih).Sehingga,
indeks green menjadi tinggi. Sebaliknya, indeks green terendah adalah
50 ppm, dikarenakan terbentuknya warna merah jingga yang lebih
pekat (cenderung gelap). Sehingga, pada HQ 50 ppm memiliki indeks
green terendah. Semakin tinggi konsentrasi maka akan semakin
rendah indeks warna green/intensitas warna. Oleh karena itu,
intensitas warna akan berbanding terbalik dengan konsentrasi.

4.5 Validitas Metode

Uji validitas metode diperlukan untuk menentukan keakuratan
data hasil suatu metode. Melalui, uji ini dapat diketahui kedekatan
hasil analisis suatu metode terhadap nilai analit yang sebenarnya.
Maka, penentuan hidrokuinon dengan teknik uPAD pada penelitian
ini, harus dilakukan uji validitas. Sehingga, data yang diperoleh
melalui-metode UPAD dapat diterima. Uji validitas yang digunakan
pada penelitian ini didasarkan pada nilai linieritas, presisi, akurasi,
LOD dan LOQ.

4.5.1 Uji Linieritas

Salah satu penentuan validitas metode pada penelitian ini
adalah melalui uji linieritas. Uji linieritas yang dilakukan dengan
membuat kurva baku standar. Kurva tersebut adalah kurva hubungan
intensitas dan konsentrasi HQ sehingga akan diperoleh persamaan
regresi y = ax+b dan nilai koefisien korelasi (R?). Menurut Lestari,dkk
(2011) nilai R? > 0,99 menujukkan linieritas kurva yang sangat
baik[54]. Pada kurva baku standar gambar 4.4, diketahui bahwa
persamaan regresi yang diperoleh adalah y = -880,73x + 242376 dan
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nilai koefisien korelasi (R%)>0,9979. Hasil kurva baku pada penelitian
ini memiliki linieritas yang sangat baik yang ditandai dengan nilai R?
> 0,9979 atau mendekati 1.

4.5.2 Presisi (Ketelitian)

Presisi (ketelitian) merupakan ukuran yang menunjukkan
derajat kesesuain hasil pengukuran setiap pengulangan. Nilai
ketelitian ini dinyatakan sebagai %RSD  (relative standard
deviation)[47]. Pada penelitian ini, pengukuran dilakukan tiga kali
pengulangan untuk setiap konsentrasi HQ' standar. Maka, presisi
ditentukan untuk menentukan presisi kurva baku standar hidrokuinon.
Pada tabel 4.5.2, diperoleh nilai %RSD untuk setiap ulangan
pengukuran konsentrasi. Pada lampiran D.4 dapat dilihat hasil
perhitungan SD dan %RSD HQ standar. %RSD yang diperoleh
berkisar pada rentang 0,47-2,3% untuk presisi pengukuran HQ standar
dengan metode pPPAD. Nilai %RSD < 2% menunjukkan bahwa
pengukuran memiliki ketelitian yang baik.

Tabel 4.5.2 Hasil pengukuran %RSD konsentrasi HQ standar tanpa

sampel
HQ Ulangan Rata-rata | %RSD
(ppm) 1 2 3
0 246.075 243.651 240.149 243.292 1,225
10 234.721 236.588 227.690 233.000 2,014
25 220.546 219.296 218.467 219.436 0,477
50 201.612 201.612 193.517 198.914 2,350

4.5.3 Akurasi (Ketepatan)

Akurasi atau ketepatan adalah ukuran yang menunjukkan
kedekatan hasil analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Ukuran
akurasi ditentukan berdasarkan %recovery[47]. Melalui, penambahan
senyawa pengganggu dapat ditentukan akurasi pada penelitian ini.
Senyawa pengganggu yang digunakan pada penelitian ini adalah asam
askorbat dan niasinamida. Asam askorbat dan niasinamida
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ditambahakan dengan berbagai konsentrasi yaitu 5 ppm, 10 ppm, 20
ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, dan 100 ppm. Kondisi kimia yang
digunakan adalah fenantrolin 0,1%, HQ 50 ppm, Besi(lll) 100 ppm
dan waktu reaksi 20 menit. Akan tetapi, pengujian dengan
penambahan senyawa pengganggu belum dilakukan pada penelitian
ini. Sehingga, nilai %recovery belum dapat ditentukan untuk
mengetahui akurasi metode UPAD untuk penentuan hidrokuinon pada
penelitian ini.

4.5.4 LOD dan LOQ

- LOD (limit of detection) digunakan untuk menentukan kadar
analit terkecil yang dapat dideteksi. Sedangkan LOQ (limit of
guantification) adalah - jumlah analit terkecil yang masih dapat
dideteksi dan memenuhi kriteria presisi dan akurasi. LOD dan LOQ
dapat dihitung melalui persamaan regresi linier Kkurva baku
standar[47]. Nilai LOD yang diperoleh dari penelitian ini adalah 11,
404 ppm sehingga, analit terkecil yang dapat di deteksi adalah 11,404
ppm. Sedangkan, LOQ sebesar 38,013 ppm. Hasil ini diperoleh
melalui perhitungan yang dapat dilihat pada lampiran D.5
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BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Penentuan hidrokuinon di dalam sampel krim pemutih wajah
dengan metode PPAD berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa, kondisi optimum yang diperoleh pada
optimasi konsentrasi fenantrolin adalah 0,1%. Sedangkan waktu
optimum terbentuknya kompleks Fe(ll)-fenantrolin pada waktu 5
menit dan waktu maksimumnya adalah 20 menit. Persamaan
regresi diperoleh y = -880,73x + 242376 dengan nilai R? sebesar
0,9979 melalui kurva baku standar hidrokuinon. Uji linieritas
diperoleh bahwa kurva baku standar HQ memiliki linieritas yang
sangat baik serta presisi dengan %RSD berkisar antara 0,4-
2,3%%.

5.2 Saran

Saran dalam penelitian ini, yaitu:

1. Penelitian ini perlu dipelajari lebih lanjut, untuk mengetahui
waktu optimum reaksi antara Fe(ll) dengan fenantrolin
membentuk - senyawa  Fe(ll)-fenantrolin 'yang berwarna
merah-jingga pada kertas WUPAD dengan rentang waktu yang
lebih lama sehingga waktu optimum dapat ditentukan lebih
akurat.

2. Pengujian penambahan pengaruh senyawa pengganggu perlu
dilakukan untuk mengetahui selektifitas metode pPAD dalam
menentukan hidrokuinon dalam sampel serta mengetahui
validasi metode UPAD yang ditinjau berdasarkan linieritas
presisi, akurasi, LOD dan LOQ

3. Penelitian ini belum menentukan konsentrasi hidrokuinon
pada sampel krim pemutih wajah. Sehingga, perlu melakukan
pengukuran sampel krim pemutih wajah untuk menentukan
konsentrasi hidrokuinon yang terkandung.
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LAMPIRAN

Lampiran A . Tahapan Penelitian

[ Pengumpulan alat dan bahan ]

N

e

Pembuatan larutan:

1.larutan Stok Hidrokuinon 1000 ppm
2. larutan FeCl; 100 ppm

3. larutan Fenantrolin 0,5%

4. larutan stok asam askorbat 100 ppm
\5. larutan stok niasinamida 100 ppm /

l

[ Penentuan Kondisi Optimum ]

|

~

sebelum dilakukan fenantrolin

\

Waktu pengeringan [ Konsentrasi ]

|
Analisis nilai RGB

A\ 4

Pembuatan Kurva baku Hidrokuinon

>
=
-
=
-t

A\ 4

Preparasi Sampel Krim pemutih wajah
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[ Penentuan konsentrasi sampel ]
\4

[ Uji selektifitas ]

[ Validitas metode ]

Lampiran B. Prosedur Kerja

B. 1 Prosedur pembuatan larutan Fe(l1)

Larutan FeCls

L Ditimbang sebanyak 0,0290 g dengan neraca
analitik

— Ditambahkan HCI p.a sebanyak tiga tetes

L Dilarutkan dengan akuades pada gelas kimia 100
ml

—  Diukur pH larutan

— Dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml
—  Ditambahkan akuades hingga tanda batas
— Dikocok hingga homogen

— Disimpan dalam larutan botol coklat

Larutan FeCl; 100 ppm
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B. 2 Pembuatan Larutan Stok Fenantrolin 0,5%

Padatan Fenantrolin

Ditimbang sebanyak 0,500 g dengan neraca
analitik

Dipindahkan ke dalam gelas kimia 100 ml
Dilarutkan dengan etanol p.a 95%
Dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml
Ditambahkan akuades hingga tanda batas
Dikocok hingga homogen

Disimpan di dalam botol sampel

Larutan Stok Fenantrolin 0,5 %

B. 3 Pembuatan Larutan Stok Hidrokuinon 1000 ppm

Padatan Hidrokuinon

Ditimbang sebanyak 0,100 g dengan neraca
analitik

Dilarutkan dengan akuades dalam gelas kimia
100 ml

Dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml
Ditambahkan akuades hingga tanda batas

Dikocok hingga homogen

Larutan Stok Hidrokuinon 1000 ppm
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B. 4 Pembuatan Larutan Stok Asam Askorbat 100 ppm

Padatan Asam Askorbat

— Ditimbang sebanyak 0,100 g dengan neraca
analitik

— Dilarutkan dengan akuades dalam gelas kimia
100 ml

— Dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml
— Ditambahkan akuades hingga tanda batas

— Dikocok hingga homogen

Larutan stok asam askorbat 100 ppm

B. 5 Pembuatan Larutan Stok Niasinamida 100 ppm

Padatan Niasinamida

— Ditimbang sebanyak 0,100 g dengan neraca
analitik

— Dilarutkan dengan akuades dalam gelas kimia
100 ml

— Dipindahkan ke dalam labu ukur 100 ml
—  Ditambahkan akuades hingga tanda batas

— Dikocok hingga homogen

Larutan Stok Niasinamida 100 ppm
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Lampiran C Perhitungan Pembutan Larutan
C. 1 Perhitungan Larutan Fe(11) 100 ppm

Larutan FeCl; 100 ppm dibuat dari padatan FeCl; dengan
perhitungan sebagai berikut :

Massa Fe (mg)

Kadar (ppm) " Volume Larutan (€3]
100 mg Ul Massa Fe (mg)
L 0,1L

Massa FeCl;  =10mg=0,01¢

Massa FeCl; yang dibutuhkan adalah

Mr FeCl3

Massa FeCls. = X Massa Fe
Ar Fe

Massa FeCl; = 28259/mol, 401 4
56 g/mol

Massa FeCl; = 0,0290 g
C. 2 Perhitungan Pembuatan Larutan Fenantrolin 0,5%
Larutan Fenantrolin 0,5% sebanyak 100 ml dengan pelarut

etanol 95% : akuades (1 : 9) berdasarkan perhitungan sebagai
berikut:

Massa Fenantrolin (g)

0
100 mL e

Konsentrasi Fenantrolin =

0,5 % & Massa Fenantrolin (g) % 100 %

100 mL

Massa Fenantrolin =05¢

Larutan Fenantrolin  dengan berbagai konsentrasi dibuat
dengan cara melakukan pengenceran larutan stok Fenantrolin 0,5 %

berdasarkan perhitungan sebagai berikut :
59



Vix M; = V2 x M3

V1% 0,5% = 100 mL x 0,4%
Uiv: sttt
V1 E= 20 mL

Larutan standar fenantrolin dengan konsentrasi yaitu 0,4% ;
0,3% ; 0,2% ; dan 0,1 % dapat dibuat dengan volume larutan seperti
pada tabel C.2 berikut ini :

Tabel C.2 Pembuatan Variasi Larutan Fenantrolin

Vi1 M V, M;
10 0,5 50 0,1
20 0,5 50 0,2
30 0,5 50 0,3
40 0,5 50 0,4

e
e
-
-
-t
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C. 3 Perhitungan Pembuatan Larutan Hidrokuinon

C.3.1 Larutan Stok Hidrokuinon 1000 ppm

Larutan hidrokuinon 1000 ppm dibuat berdasarkan
perhitungan sebagai berikut:

Massa hidrokuinon (mg)

Kadar (ppm) W Volume Larutan (L)
mg __ Massa hidrokuinon (mg)

100 L . 01L

Massa Hidrokuinon = 100 mg=0,1g

Larutan standar hidrokuinon 500 ppm dapat dibuat melalui
pengenceran larutan stok hidrokuinon' 1000 ppm dengan

menggunakan akuades berdasarkan perhitungan sebagai berikut:

V1 x My V2 X M2

V1 % 1000 ppm

100 mL x 100 ppm

50 mL X100 ppm

V1 =
1000 ppm

V1

25 mL

Larutan standar hidrokuinon pada berbagai konsentrasi yaitu
500 ppm, 250 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 30 ppm dan 10 ppm dapat
dibuat dengan cara pengenceran larutan stok hidrokuinon 1000 ppm
berdasarkan perhitungan volume larutan sesuai dengan tabel C.3

berikut ini:
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Tabel C.3 Pembuatan Variasi Konsentrasi HQ standar

Vi(mL) M (ppm) V2 (mL) M2 (ppm)

0,5 1000 50 10

1,25 1000 50 25

2,5 1000 50 50

3,75 1000 50 75

5 1000 50 100

A 155 1000 50 250
25 1000 50 500

37,5 1000 50 750

C. 4 larutan Stok Asam Askorbat 100 ppm

Pembuatan larutan stok asam askorbat 100 ppm dilakukan

dengan perhitungan sebagai berikut ini:

massa asam askorbat (mg)

Kadar (ppm) = Volume larutan (L)

D mg _ massa asam askorbat (mg)
e 01L

Massa asam askorbat =10 mg =0,1 g
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C. 5 Larutan Stok Niasinamida 100 ppm

Larutan niasinamida 100 ppm dibuat melalui perhitungan

sebagai berikut ini:

massa niasinamida (mg)
volume larutan (L)

Kadar (ppm) =

0 mg  massaniasinamida (mg)
Le? 0,1L

Massa niasinamida = 10 mg = 0,01 g

Lampiran D. Data Hasil Penelitian
D. 1 Data Penentuan Konsentrasi Optimum Fenantrolin

D.1.1 Data Hasil Pengukuran Intensitas Green Terhadap
Konsentrasi Fenantrolin

Intensitas warna = (indeks ~warna green) terhadap variasi
konsentrasi fenantrolin diukur dengan kondisi yaitu Fe** 100 ppm, HQ
50 ppm. Sehingga, diperoleh hasil pengukuran intensitas warna
dengan tiga kali ulangan sebagai berikut:

Tabel D.1.1.1 Hubungan Variasi Konsentrasi Fenantrolin Terhadap
Intensitas Warna (Indeks Warna Green)

Konsentrasi Intensitas Green
fenantrolin(%)
0.1 198.914
0.2 194.888
0.3 189.862
0.4 201.924
0.5 197.912
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Hasil pengukuran intensitas dengan tiga kali ulangan setiap
konsentrasi fenantrolin dengan kondisi Fe** 100 ppm dan HQ 50 ppm
ditunjukkan pada tabel berikut ini:

Tabel D.1.2 Data hasil pengukuran intensitas green terhadap
variasi konsentrasi fenantrolin

Fenantrolin Intensitas Rata-
(%) 1 2 3 rata
0,1 201.612 | 201.612 | 193.517 | 198.914
0,2 197.577 | 193.331 | 193.756 | 194.888
- ] 0,3 189.701 | 200.998 | 178.887 | 189.862
0,4 204.025 | 201.990 | 199.758 | 201.924
0,5 191.891 | 195.812 | 206.032 | 197.912

*tiga kali ulangan

Nilai rata-rata intensitas pada tabel D.1.2 diperoleh melalui
perhitungan sebagai berikut:

n X
rata —rata = Y-, —
n

201.612 +201.612 + 193.517

e Rata-rata 0,1% = 3 =198.914
L Rata-rata 0’2% ~ 197.577 +193:.3331 +193.756 - 194.888
L Rata-rata 0’3% s 189.701 +200:.3998 +178.887 = 189.862
L Rata-rata 0’4% Ay 204.025 + 2013.990 +199.758 =201.924
K Rata-rata 0’5% i 191.891 +195.812 +206.032 - 197.912

3

64



D.1.2 Data Hasil Pengukuran Sederetan HQ standar pada kondisi
Variasi Konsentrasi Fenantrolin

Sederertan konsentrasi hidrokuinon standar diukur dengan
kondisi kimia yaitu Fe** 100 ppm, waktu 20 menit dan variasi
konsentrasi fenantrolin yaitu 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% dan 0,5%. Hasil
pengukuran intensitas warna (green dan blue) diperoleh sebagai

berikut:

Tabel D.1.2.1 Intensitas green HQ pada kondisi variasi Fenantrolin

HQ (ppm) Ulangan Rata-rata
1 2 3

0 246.075 243.651 240.149 243.292
10 234.721 236.588 227.690 233.000
25 220.546 219.296 218.467 219.436
50 201.612 201.612 193.517 198.914
75 200.811 192.716 198.496 197.341
100 196.644 196.711 199.031 197.462
250 194.968 194.450 198.289 195.902
500 194.861 205.607 189.188 196.552
750 188.866 192.576 204.660 195.367
1000 203.271 184.155 193.734 193.720

*kondisi fenantrolin 0,1%
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HQ Ulangan Rata-rata
(ppm) 1 2 3
0 240.075 239.062 242.924 240.687
10 233.295 233.638 234.524 233.819
25 217.872 216.915 219.755 218.181
50 197.577 193.331 193.756 194.888
75 190.227 190.412 190.392 190.344
100 183.541 187.144 185.387 185.357
250 191.286 183.720 185.011 186.672
500 185.165 184.581 181.962 183.903
750 186.732 183.175 183.306 184.404
1000 190.204 187.732 183.135 187.024
*Kondisi Fenantrolin 0,2%
HQ (ppm) Ulangan Rata-rata
1 2 3
0 223.745 245.581 234.968 234.765
10 218.407 235.340 225.982 226.576
25 199.358 219.752 227.966 215.692
50 189.701 200.998 178.887 189.862
75 180.945 184.909 192.147 186.000
100 178.525 181.566 187.480 182.524
250 181.876 181.570 173.861 179.102
500 160.572 181.138 187.335 176.348
750 176.451 180.245 190.519 182.405
1000 170.712 184.152 165.308 173.391

*Kondisi Fenantrolin 0,3%




HQ Ulangan Rata-rata
(ppm) 1 2 3
0 244.071 242.811 241.452 242.778
10 233.345 230.413 231.112 232.229
25 226.668 203.871 219.876 223.272
50 204.025 | 201.990 | 199.758 | 201.924
75 193.266 | 190.466 | 182.037 | 188.590
100 184.075 | 182.749 | 188.706 | 185.177
250 184.444 | 182.532 | 189.912 | 185.629
500 185.009 | 183.337 | 186.970 | 185.105
750 179.470 | 186.747 | 192.855 | 186.357
1000 186.302 | 192.428 | 194.373 | 191.034
*Kondisi Fenantrolin 0,4%
HQ Ulangan Rata-rata
(Ppm) 1 2 3
0 240.143 | 243.763 | 236.996 | 240.301
10 231.495 | 231.163 | 231.524 | 231.394
25 217.801 | 217.878 | 220.932 | 218.870
50 191.891 | 195.812 | 206.032 | 197.912
75 188.303 | 190.803 | 194.696 | 191.267
100 189.105 | 186.980 | 180.616 | 185.567
250 189.265 | 187.978 | 181.603 | 186.282
500 186.194 | 186.880 | 186.507 | 186.527
750 188.179 | 181.108 | 177.803 | 182.363
1000 187.041 | 180.191 | 186.002 | 184.411

*Kondisi Fenantrolin 0,5%

67



Tabel D.1.2.2 Intensitas blue HQ pada kondisi variasi Fenantrolin

HQ Ulangan Rata-rata
(ppm) 1 2 3
0 243.559 241.137 238.987 241.228
10 233.529 235.233 228.705 232.489
25 220.490 219.666 220.152 220.103
50 202.814 202.814 195.643 200.424
75 201.310 194.046 200.631 198.662
100 197.554 198.327 201.006 198.962
—+ 250 195.837 196.350 199.990 197.392
500 196.232 207.851 191.125 198.403
750 190.121 194.679 207.085 197.295
1000 205.020 185.783 195.749 195.517

*Kondisi Fenantrolin 0,1%

HQ Ulangan Rata-rata
(ppm) 1 2 3
0 238.090 | 235.848 | 239.359 | 237.766
10 231.852 | 231.704 | 233.305 | 232.287
25 218.003 | 217.479 | 218.970 | 218.151
| 50 198.420 | 194.695 194.705 195.940
75 191.204 | 191.423 191.086 | 191.238
100 184.710 | 188.670 | 186.443 186.608
250 192.737 | 185.586 | 186.210 | 188.178
500 186.878 | 186.128 | 183.117 | 185.374
750 188.488 | 184.621 184.744 | 185.951
1000 192.298 | 189.484 | 184.365 188.716

« *Kondisi Fenantrolin 0,2%
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HQ (ppm) Ulangan Rata-rata
1 2 3

0 216.760 242.734 231.762 230.419

10 214.003 233.399 224.949 224,117

25 196.479 219.615 227.250 214.448

50 187.545 201.692 179.123 189.453

75 178.797 | 186.450 | 193.270 186.172

100 176.031 183.073 189.474 182.859

250 179.724 183.279 175.112 179.372

500 159.453 182.951 188.921 177.108

750 175.308 | 181.866 | 192.778 183.317

1000 168.939 186.203 166.237 173.793
*Kondisi Fenantrolin 0,3%

HQ (ppm) Ulangan Rata-rata

1 2 3

0 240.101 241.767 | 240.145 240.671

10 232.366 192.606 | 231.499 231.933

25 225.668 | 203.639 220.888 223.278

50 205.066 202.576 | 201.137 202.926

75 194.589 191.827 182.643 189.686

100 185.431 183.521 189.750 186.234

250 185.583 183.642 191.450 186.892

500 186.498 184.677 188.450 186.542

750 181.054 188.469 194.688 188.070

1000 180.363 187.344 | 194.373 187.360

*Kondisi Fenantrolin 0,4%

69



HQ Ulangan Rata-rata
(ppm) 1 2 3
0 236.297 240.744 234.895 237.312
10 231.141 230.930 233.582 231.884
25 218.905 217.742 221.428 219.358
50 192.580 196.168 207.168 198.639
75 189.484 191.952 196.602 192.679
100 190.286 188.388 181.870 186.848
250 190.365 189.711 182.878 187.651
1 500 187.243 188.337 187.633 187.738
750 189.865 182.593 178.762 183.740
1000 188.831 182.189 187.254 186.091

*Kondisi Fenantrolin 0,5%

D.2 Data Hasil Penentuan Waktu Optimum

Waktu optimum ditentukan - berdasarkan pengukuran
intensitas warna (indeks warna green) dengan kondisi HQ 50 ppm, Fe
100 ppm dan Fenantrolin 0,1%. Berikut ini adalah tabel hubungan
intensitas dengan variasi waktu:

Tabel D.2.1 Hubungan waktu dengan intensitas warna hasil

pengukuran
Waktu (menit) Intensitas
5 127,697
10 125,234
15 130,294
20 143
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Hasil pengukuran intensitas green terhadap waktu dilakukan
melalui tiga kali ulangan pengukuran untuk setiap waktu. Hasil
pengukurannya adalah sebagai berikut:

Tabel D.2.2 Hasil Pengukuran intensitas terhadap waktu

Waktu(Menit) Intensitas Rata-rata
1 2 3
5 127,405 117,168 | 138,518 127,697
10 122,483 116,554 | 136,665 125,234
15 114,086 125,73 151,066 130,294
20 131 146 153 143

*tiga kali ulangan

Nilai rata-rata Intensitas pada tabel D.2.2. diatas diperoleh

melalui perhitungan sebagai berikut:

rata —rata = Y-, #h
n
\ Rata-rata 5 menit.= 127,405 + 117:;168+ 138,518 " 127,697
e Rata-rata 10 menit = 122’483“16'3554 H G0 125,234
e Rata-rata 15 menit = — 22012573 #151.066 _ 130,294

3

131+ 146 +153

e Rata-rata 20 menit = =143

D.3 Data Hasil Penentuan Kurva Baku Standar Hidrokuinon
Kurva baku standar hidrokuinon dibuat dengan mengukur
sederetan larutan standar hidrokuinon yaitu 0 ppm, 10 ppm, 25 ppm,
50 ppm dan 75 ppm. Kondisi kimia dalam pengukuran yang dilakukan
adalah fenantrolin 0,1%, Fe 100 ppm dan waktu 20 menit. Hasil

pengukuran intensitas yang diperoleh adalah sebagai berikut:
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Tabel D.3.1 Hubungan intensitas dengan sederetan konsentrasi

hidrokuinon
Konsentrasi (ppm) Inetensitas Green
0 243,292
10 233,000
25 219,436
50 198,914

Hasil pengukuran intensitas pada berbagai konsentrasi
hidrokuinon, dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Hasil tersebut

seperti berikut:

Tabel D.3.2 Hasil Pengukuran intensitas warna terhadap sederet
konsentrasi HQ dengan tiga kali ulangan

HQ Ulangan Rata-rata
(ppm) 1 2 3
0 246.075 243.651 240.149 243.292
10 234,721 236.588 227.690 233.000
25 220.546 219.296 218.467 219.436
50 201.612 201.612 193.517 198.914

Nilai rata-rata intensitas hasil pengukuran sebanyak tiga kali

diperoleh melalui perhitungan sebagai berikut:

B
rata’ —rata’'="Yi-, #
B 246.075+ 243;‘;51 +240149 _ 510005
oteges Bkiaia, et 234.721+236.3588 +277.690 _ 500 00
B et i 25 ppimi 220.546+219.3296 +218467 _ 510 pae
L Rata Tt i 50 PP 201612 +201612+193517 _ 100 014

3
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D.4 Perhitungan Standar Deviasi dan Relative Standard
Deviation Kurva Baku Standar

Kurva baku standar  pengukuran sederetan larutan
hidrokuinon standar yaitu 0 ppm, 10 ppm, 25 ppm, dan 50 ppm.
Dilakukan perhitungan standard deviation (SD) dan relative standard
deviation (%RSD) untuk menentukan ketelitian kurva baku standar
penelitian ini. Hasil yang diperoleh seperti pada tabel 4.5.2 dan tabel
D.4 dibawah ini, dengan perhitungan sebagai berikut:

Tabel D.4 Nilai SD dan %RSD

HQ Ulangan Rata- SD %RSD
(ppm) 1 2 3 rata

0 246.075 | 243.651 | 240.149 | 243.292 | 2979,297 | 1,225

10 234.721 | 236.588 | 227.690 | 233.000 | 4692,104 | 2,014

25 220.546 | 219.296 | 218.467 | 219.436 | 1046,58 | 0,477

50 201.612 | 201.612 | 193.517 | 198.914 | 4673,65 | 2,350

1 A
SD = \/mzl (xi — X)z

e SDHq0ppm= \/%(7.746.944,4 +129.120,4 + 9.876.353,7)
= 2979,297

e SDHq10 ppm = \/%(2.962.988,4 +12.876.136,1 + 28.192.560,1)
= 2,014

e SD Hq 25 ppm =\E(1.231.360,1+19.693,4+ 939.607,1)
=1046,58

e SDHq50 ppm = \E(?.zsl.oozj +7.281.002,7 + 29.124.011,1)

= 4673,65
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Perhitungan Penentuan %relative standard deviation (%RSD)
untuk sedretan konsentrasi hidrokuinon standar diperoleh sebagai
berikut:

SD
RSD = L7 X 100%

2979,297
243.292

=1,225%

e RSDHqgO0ppm=

x 100 %

4692,104

e RSD Hqg 10 ppm = T

x 100 %

=2,014%
1046,58

e RSD Hg 25 ppm=—=-— %100 %

219.436
= 0,477%
o RSD Hq 50 ppm = 222222+ 100 %

198.914
=2,350%

D.5 Perhitungan LOD dan LOQ
Persamaan regresi pada kurva baku standar hidrokuinon dapat
digunakan untuk menentukan nilai LOD dan LOQ pada penelitian ini.
Persamaan regresi yang diperoleh adalah y = -880,73x + 242376.
edangkan rata-rata SD diperoleh sebesar 3347,908. Sehingga, Nilai
LOD dan LOQ diperoleh melalui perhitungan sebagai berikut:

i it Sh
Lop =93 X S]
A =10 By
LoQ = X ]
3347,908
o LOD =3x——— =11,404 ppm
o 880,73
LO 10 x #0590 38,013
(] =y T T R e M
Q 880,73 ; AREY
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