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Spektrometri Metode yang didasarkan pada absorpsi photon oleh
analit.

Dalam metode spektrometri, lar. Sampel mengabsorbsi radiasi
elektromagnetik dari suatu sumber, dan jumlah yang diabsorpsi
berhubungan dengan konsentrasi analit dalam larutan.


	
Suatu larutan mengandung ion tembaga dan berwarna biru,
disebabkan karena ia mengabsorpasi warna komplementer kuning dari
cahaya putih dan meneruskan sinar biru. Makin pekat larutan
tembaga, warna kuning semakin diabsorpsi dan makin menghasilkan
warna biru. Dalam metode spektrometri, jumlah warna sinar kuning
yang diabsorpsi akan diukur dan berhubungan dengan konsentrasi.


	
Daerah Panjang Gelombang Beberapa Warna

Panjang Gelombang (nm)Warna yang DiabsorpsiWarna yang diteruskan
(komplement)380 450VioletYellow-green450 495BlueYellow495
570HijauViolet570 590YellowBlue590 620OrangeGreen-Blue


	
SPEKTROSKOPISpektroskopi adalah ilmu yang mempelajari interaksi
antara gelombang elektromagnetik dengan benda

Gelombang elektromagnetik (radiasi elektromagnetik, REM) adalah
sejenis energi yang disebarkan oleh suatu cahaya dan bergerak lurus
ke depan

Gelombang elekromagnetik dapat berupa:Cahaya tampakPanas
radiasiSinar XSinar UVGelombang mikroGelombang radio


	
Gelombang ElektromagnetikAspek REM adalah bahwa REM merupakan
partikel yang bertenaga disebut Fotonv . = c ; = c/v meter E = h .
v

= panjang gelombangv = frekuensi = banyaknya pola putaran per
detik


	
Absorpsi RadiasiMolekul mengabsorpsi foton melalui transisi
energi, yang sama dengan energi yang diabsorpsi.


	
Molekul dapat memiliki jenis energi, antara lain:1. energi
rotasional2. energi vibrasional3. energi elektronik4 . Energi
translasi

Etranslasi


	
Energi merupakan sesuatu yang quantizedSuatu molekul tertentu
dapat berada dalam berbagai tingkatan energi dan hanya dapat pindah
dari tingkatan yang satu ke tingkatan yang lain apabila ada suatu
loncatan yang melibatkan sejumlah energi tertentuE = (E2 E1)


	
Daerah Spektrum Elektromagnetik

NoNamaMekanisme dasar penyerapan1Sinar Gamma


	
Spektra Elektronik dan Struktur MolekulTransisi elekronik pada
daerah UV dan Vis absorpsi radiasi terjadi oleh : tipe gugus yang
spesifik, ikatan, dan gugus fungsi dalam molekul.Panjang gelombang
absorpsi dan intensitas bergantung pada tipe tersebut.Panjang
gelombang suatu absorpsi merupakan suatu pengukuran energi yang
diperlukan untuk transisi.Intensitasnya tergantung pada kemungkinan
terjadinya transisi pada sistem elektronik dan interaksi radiasi
dan polaritas dari keadaan eksitasi.


	
Jenis-Jenis TransisiElektron-elektron dalam suatu molekul dapat
diklasifikasikan pada empat tipe, yaitu : Close-shell elektron yang
tidak membentuk ikatan.Mempunyai energi eksitasi sangat tinggi dan
tidak memberikan serapan dalam daerah vis-UV


	
Tipe-tipe.2. Covalent single-bond electron (ikatan tunggal
kovalen) (, sigma) Juga memiliki energi eksitasi yang sangat tinggi
dan memberikan serapan pada daerah Vis-Uv.(Misal : single-valensi
bonds dlm hidrokarbon jenuh, -CH2-CH2-)3. Pasangan elektron bebas
(n elektron) misahnya : N, O, S dan halogen.Dapat tereksitasi dan
memberikan serapan pada daerah Vis-UV


	
Tipe-tipe4. Elektron dalam orbital pi () contoh :Pada ikatan
rangkap dua atau tiga.Sangat mudah tereksitasi dan bertanggung
jawab untuk sebagian besar spektra elektronik dalam daerah
Vis-UV.


	
Spektrofotometer UV-VISSpektrum UV-VIS merupakan hasil interaksi
antara radiasi elektromagnetik (REM) dengan molekulREM merupakan
bentuk energi radiasi yang mempunyai sifat gelombang dan partikel
(foton)besarnya tenaga foton berbanding dengan frekuensi dari REME
= h. vE = energih = tetapan Planck = 6,63.1027 erg.s.molekul-1 =
6,63.1034 joule.s.molekul_1


	
Daerah Spektrum Elektromagnetik

NoJenis Spektroskopi (cm)Jenis Radiasi1Emisi sinar
X3.10-11Sinar2Serapan, Emisi sinar X3.10-9Sinar X3Serapan
UV-VIS3.10-5UV-VIS4Serapan IR3.10-3IR5Serapan panjang
gelombang3.10-1 3.10Gelombang mikro6Resonansi magnit
inti3.103Radio


	
Spektrum AbsorpsiSpektrofotometer dapat digunakan untuk mengukur
besarnya energi yang diabsorpsi/diteruskan.Jika radiasi
monokromatik melewati larutan yang mengandung zat yang dapat
menyerap, maka radiasi ini akan dipantulkan, diabsorpsi oleh zatnya
dan sisanya ditransmisikanI0 = Ir + Ia + ItPengaruh Ir dapat
dihilangkan dengan menggunakan blanko/kontrol, sehingga:I0 = Ia +
It


	
Hukum Lambert-BeerA = log(I0/It) = .b.cdimana:A = serapanI0 =
Intensitas sinar yang datangIt = intensitas sinar yang diteruskan =
absorvibitas molekuler (mol.cm.It-1)a = daya serapb = tebal
larutan/kuvetc = konsentrasi (g.It-1.mg.ml-1)


	
Penyimpangan-penyimpangan Hukum BeerPada konsentrasi rendah,
grafik hubungan dari serapan dengan konsentrasi biasanya garis
lurus.Pada konsentrasi yang lebih tinggi kurva dapat membelok
kearah absis atau ordinatPenyimpangan ini disebabkan oleh kondisi
percobaan:Cahaya tidak cukup monokromatisCahaya sampingan mengenai
detektorKepekaan detektor berubahIntensitas sumber cahaya dan
amplifier dari detektor berubah-ubah karena tegangan tidak
stabilPada desiasi-asosiasi keseimbangan kimia berubah, misalnya
pada pH larutan Larutan berfluoresensiSuhu larutan berubah selama
pengukuran


	
Jenis-jenis Spektofotometer UV-VISSingle BeamCelah keluar
monokromatis hanya satuWadah atau kuvet yang dapat dilalui sinar
hanya satuSetiap perubahan panjang gelombang, alat harus
dinolkanDoubel BeamCelah keluar sinar monokromatis ada duaWadah
melalui dua kuvet sekaligusAlat cukup satu kali dinolkan dengan
cara mengisi kedua kuvet dengan larutan blanko


	
Penggunaan Spektrofotometer UV-VisDigunakan terytama untuk
analisa kuantitatif, tetapi juga untuk analisa kualitatifUntuk
analisa kualitatif yang diperhatikan adalah:Membandingkan
maksimumMembandingkan serapan (A), daya serap (a), Membandingkan
spektrum serapannya


	
Transisi Elektronik pada Senyawa Organik elektronElektron ini
membentuk ikatan tunggal pada senyawa jenuh, misalnya
alkanaTransisi elektronik *, memerlukan energi tinggi yaitu pada
daerah ultraviolet (dibawah 210 nm)

n elektronElektron valensi ini membentuk ikatan kimia berupa
pasangan elektron sunyi (lone pairs), misalnya pada O, N, S atau
hologenTransisi elektronik yang terjdi yaitu transisi n *

elektronelektron-elektron ini membentuk ikatan rangkap yang
merupakan pertautan (overlap) orbit p (p orbital) yang sejajar dari
dua atom


	
Transisi Elektron pada Senyawa AnorganikSenyawa anorganik yang
memiliki kromofirik umumnya melibatkan:beberapa atom misalnya MnO4-
dan CrO72- hanya atom tunggal yang memiliki d elektron terluar yang
tidak lengkapTingkat energi yang tidak terduduki tersediaBeberapa
unsur transisi yang membentuk senyawa komplek koordinasiSpektrum
serapan untuk senyawa ini merupakan hasil dari proses transfer
muatan dimana suatu elektron dipindahkan dari ion negatif ke ion
positif


	
Faktor-faktor yang Menpengaruhi Spektrum Serapan:Jenis pelarut
(polar, non polar)pH pelarutKadar larutan, jika konsentrasi tinggi
akan terjadi polimerisasi yang menyebabkan maksimum berubah sama
sekali atau harga I0 < IaTebal larutan, jika digunakan kuvet
dengan tebal berbeda akan memberikan spektrum serapan yang
berbedaLebar celah

Semakin lebar celah (slit width) maka semakin lebar pula serapan
(band width),cahaya semakin polikromatis, resolusi dan
puncak-puncak kurva semakin sempurna


	
Analisa KuantitatifUntuk analisa kuantitatif dilakukan
langkah-lagkah sebagai berikut:a. Pembuatan spektrum serapanb.
Pembuatan kurva kalibrasi 1. Pembuatan larutan standar 2.
Pengenceran sampel

Dari zat murni/standarDiukur pada maksPembuatan spektrum serapan
bertujuan untuk memperoleh panjang gelombang maksimum dari senyawa
tersebut pada konsentrasi yang biasa digunakan antara 5-10 ppm
(g/ml)


	
Perhitungan KadarAnalisa zat tunggal

gunakan rumus sebagai berikut:a. A = a.b.c = log(Io/Il)

dimana:A = serapana = daya serap, serapan yang disebabkan oleh
zat dengan konsentrasi g/lb = tebal kuvet, jika tidak dinyatakan
apa-apa, berarti 1 cmc = konsentrasi zat, mg/ml, g/lA = log (1/T) =
-log T%T = 100 x T


	
b. A1/A2 = C1/C2Dimana:A1 = serapan standarA2 = serapan sampelC1
= konsetrasi standarC2 = konsentrasi sampel

= serapan yang disebabkan oleh zat dengan konsentrasi 1 g/100
ml, tebal 1 cm = daya serap molar, serapan yang disebabkan oleh zat
dengan konsentrasi mol/l, tebal 1 cm


	
Contoh SoalHalaman 30


	
Analisa dengan Spektrofotometri UV-Vis Multikomponen
(Campuran)Untuk suatu larutan yang mengandung dua komponen yang
menyerap, X dan y, serapan diukur pada dua panjang
gelombangKetelitian yang tinggi didapatkan dengan memilih panjang
gelombang dimana panjang gelombang pengukuran merupakan panjang
gelombang yang maksimalJumlah komponen dalam campuran dapat
mencapai 8 komponen dengan syarat selisih panjang gelombang
maksimum antara komponen minimal 5 nmJika jumlah komponen lebih
dari 3, maka untuk menghitung digunakan softwere multikomponen yang
terdapat pada alat UV-Vis


	
Validasi Atotal= A1 + A2

A1= ax1 b cx + ay1 b cy A2= ax2 b cx + ay2 b cycx= ay2 A1 - ay1
A2 b(ay2 ax1 - ay1 ax2)cy = ax1 A2 - ax2 A1

b(ay2 ax1 - ay1 ax2)


	
Contoh soalHalaman 38


	
SPEKTROSKOPI FLUORESENSITabrakan antar molekul (molekul pelarut)
menyebabkan kehilangan energi dalam bentuk panas

Kehilangan energi sebagian ke tingkat vibrasi terendah pada
exited state, dan sisanya dilepas dalam bentuk radiasi, dengan
energi yang lebih kecil atau panjang gelombang lebih tinggi

Inilah yang dikenal dengan fluoresensi, yang berlangsung dalam
waktu 10-8 detik setelah eksitasi

Pada molekul tertentu, khususnya dalam keadaan padat dan suhu
sangat rendah, mungkin terjadi peristiwa fosforensi, dengan waktu
10-2 s/d 100 detik setelah eksitasi

Fosforensi terjadi bila molekul dalam keadaan singlet beralih
menjadi triplet dan kembali ke ground state singlet.


	
Intensitas fluorensensi dipengaruhi oleh:pelarutZat
terlarutpHSuhuKadar zatIntensitas cahaya

Efisiensi kuantum fluoresensi (Q) adalah perbandingan antara
jumlah foton yang dipancarkan dengan yang diserap

Pada kadar sangat rendah (A


	
Zat tidak berfluorosensi dapat memiliki sifat ini, misalnya
Thiamin dioksidasi menjadi Tiokrom

Molekul protein memiliki fluorosensi intrinsik dari kandungan
triptofan atau tirosin atau dapat berfluorosensi dengan mengikat
molekul yang bersifat demikian, seperti: fluorescein, densil
klorida, senyawa akridin dan etidium bromida (fluorosensi
eksentrik)

Zat yang berfluorosensi dapat dikenal dari spektrum eksitasi


	
Peralatan & Cara KerjaPeralatanSumber cahaya: lampu Hg atau
lampu XenonFluorometer filterSpektrofluorometer

Cara kerja:


	
KegunaanAnalisa:KualitatifKuantitatifReaksi enzimatikLiquid
scintillation counter

Penentuan konformasi makromolekulMengetahui letak gugus protein
Mengetahui sifat active site enzimPerubahan yang terjadi pada
denaturasi protein atau asam nukleat

Penentuan letak suatu protein pada sel (mikroskopi, metode
fluorescent antibody)


	
Spektrum eksitasi (peresapan) dan fluoresensi (emisi)Maksimum
spektrum fluorosensi selalu pada panjang gelombang yang lebih
panjang jika dibandingkan dengan maksimum dari spektrum
eksitasi

Disebabkan oleh perbedaan energi dari excited state dan ground
state pada waktu absorpsi lebih besar dari proses emisi

Kedua spektrum merupakan bayangan cerminGambar hubungan spektrum
eksitasi dan spektrum emisi


	
Fluorosensi dan Struktur MolekulFluorosensi terjadi jika ada
peresapan cahaya yang kuat oleh suatu molekul

Terjadi pada senyawa aromatik, heterosiklik, dan molekul dengan
sistem konjugasi

Senyawa dengan transisi elektronik - *, mempunyai kemungkinan
yang lebih besar untuk berfluoresensi dari pada transisi n -
*Contoh: senyawa benzen mudah berfluoresensi dari pada piridin


	
Contoh: Dengan suatu pereaksi tertentu, senyawa yang tidak
berfluoresensi dapat diubah menjadi senyawa yang
berfluoresensiVitamin B1 dalam sediaan farmasi atau makanan dapat
ditetapkan secara spektrofluorometri setelah dioksidasi menjadi
tiokrom yang mudah berfluoresensi

SenyawapHPanjang GelombangKonsentrasi Minimum
(ppm)EksitasiFluoresensiAsam p-amino
salisilat113004050,004Sianokobalamin72753050,003Kinina1250,3504500,002Reserpina13003750,008Kloropromazina113504800,1


	
Analisa KuantitatifPada larutan konsentrasi tinggi, cahaya
sebagian besar diserap oleh lapisan larutan yang paling dulu kontak
dengan radiasi eksitasi sehingga fluoresensi tidak merata di
seluruh bagian larutan melainkan Larutan harus encer (serapan tidak
lebih dari 0,02) agar persamaan fluoresensi berikut dapat dipenuhiF
= 2,3 Io . Q . a . b . catau F = k . ck= konstanta = 2,3IoQabc Io=
intensitas sumber cahayaQ= efisiensi fluoresensi = (intensitas
fluoresensi) : (intensitas cahaya yang diserap)a= daya serapb=
tebal larutan

Eksitasi

Larutan encer

fluoresensi

Eksitasi

Larutan pekat

fluoresensi


	
Hal-hal yang harus diperhatikan pada analisa
spekrofotometri:

KonsentrasiRadiasi eksitasiMetode
iluminasiOksigenpHFotodekomposisiSuhu dan kekentalan


	
Instrumentasi


	
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA/AAS)Teknik analisa
spektrofotometer serapan atom (atomic absorption spectrophotometry,
AAS) pertama kali diperkenalkan oleh Welsh (Australia) pada tahun
1955

Metode ini berkembang pesat sampai sekarang

Teknik SSA berdasarkan pada penguraian molekul menjadi atom
(atomisasi) dengan energi dari api atau arus listrik

Sebagian atom akan berada pada ground state, dan sebagian kecil
(tergantung suhu) yang tereksitasi akan memancarkan cahaya dengan
panjang gelombang yang khas untuk atom tersebut

Beberapa metode sejenis:Flame emission spectrometry (FES)Atomic
fluorescence spectrometry (AFS)


	
FESNyala gas menyebabkan atom-atom dan molekul-molekul
tereksitasi (excited site) melalui proses kolisi termal dengan
komponen dari gas-gas yang terbakar tersebutASSRadiasi dari sumber
cahaya (hollow cathode lamp) dengan energi yang sesuai dengan
energi yang dibutuhkan oleh atom-atom dari unsur yang diperiksa
untuk melakukan transisi elektronik, dipancarkan melalui
nyalaAFSRadiasi dari sumber cahaya yang cocok dipancarkan pada
sudut 900 terhadap aksis optik dari spektrometer ke dalam nyala di
mana terdapat uap atom dari unsur zat kimia yang diperiksa


	
InstrumentasiNebulizer + sistem pembakaran (graphite
furnace)Spektrofotometer (monokromoter, detektor, rekorder)Sumber
cahaya (setiap logam memerlukan hollow cathide lamp)
masing-masing


	
Skema Atomisasi pada Molekul

NaCl larutan

Aerosol NaCl (butiran-butiran)

NaCl padat (butiran)

NaCl gas

Na (gas) + Cl (gas)

Ground state

Nebulizer

24500K

Penguapan

Na+


	
NyalaPemilihan pasangan fuel-oksidan sangat tergantung dari
temperatur nyala yang diperlukan untuk proses atomisasi
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