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 PE�GUKURA� KADAR KLOROFIL ME�GGU�AKA�
 SPEKTROFOTOMETER
 (SPEKTRO�IK 20)
 A. Tujuan
 1. Dapat menjelaskan prinsip kerja spektrofotometer
 2. Dapat menentukan kadar klorofil a dan b
 3. Dapat menentukan kadar klorofil total
 4. Dapat mengetahui nilai absorbansi klorofil dari daun sawi yang diekstrak
 5. Mampu mengoperasikan spektrofotometer secara benar
 B. Dasar Teori
 1. Pigmen Fotosintetik
 Semua bagian yang
 berwarn hijau pada tumbuhan,
 termasuk batang hijau dan buah
 yang belum matang, memiliki
 kloroplas yaitu tampat
 fotosistesis pada tumbuhan
 Tetapi daun merupaan tempat
 utama berlangsungya
 fotosintesis pada sebagian
 besar tumbuhan karena
 kandungan kloroplasnya yang
 sangat besar, kira-kira terdapat
 setengah juta kloroplas tiap
 millimeter persegi permuakaan
 daun.
 Warna daun berasal dari
 klorofil, pigmen warna hijau
 yang terdapat di dalam
 kloroplas. Pigmen merupakan zat-zat yang dapat menyerap cahaya

Page 3
						

3 | P e n g u k u r a n K a d a r d a n J e n i s K l o r o f i l
 tambak. Energi cahaya yang diserap klorofil inilah yang menggerakkan
 sintesis molekul makanan dalam kloroplas
 Didalam pigmen daun terdapat klorofil a
 hijau, klorofil b
 merupan pigmen yang berperan
 terang, sedangkan karoten sebagai fotoproteksi
 yang menyerap dan melepaskan energy cahaya yang berlebihan, yang
 jika tidak dilepa
 Klorofil a
 Berat molekul: 893.49 g/mol
 Klorofil b
 Berat molekul : 907.47 g/mol
 (DHI Lab
 P e n g u k u r a n K a d a r d a n J e n i s K l o r o f i l
 Energi cahaya yang diserap klorofil inilah yang menggerakkan
 sintesis molekul makanan dalam kloroplas. (Campbell, 2000 :183).
 Didalam pigmen daun terdapat klorofil a yang berwarna biru
 hijau, klorofil b yang berwarna biru-hijau dan karoten. Klorofil a dan b
 merupan pigmen yang berperan-serta secara langsung dalam reaksi
 , sedangkan karoten sebagai fotoproteksi yaitu sebagai senyawa
 yang menyerap dan melepaskan energy cahaya yang berlebihan, yang
 jika tidak dilepas akan merusak klorofil (Campbell, 2000 : 188)
 Klorofil a (C55H72O5N4Mg)
 Berat molekul: 893.49 g/mol
 Klorofil b(C55H70O6N4Mg)
 Berat molekul : 907.47 g/mol
 (DHI Lab,-)
 Energi cahaya yang diserap klorofil inilah yang menggerakkan
 . (Campbell, 2000 :183).
 yang berwarna biru-
 dan karoten. Klorofil a dan b
 serta secara langsung dalam reaksi
 yaitu sebagai senyawa
 yang menyerap dan melepaskan energy cahaya yang berlebihan, yang
 s akan merusak klorofil (Campbell, 2000 : 188)
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 Kadar kandungan dan jenis klorofil dapat ditentukan dengan
 berbagai cara salah satunya yaitu menggunakan rumus Wintermans and De
 Mots yaitu :
 � Klorofil total (mg/L) = 20 (OD649) + 6,1 (OD665)
 � Klorofil a (mg/L) = 13,7 (OD665) - 5,76 (OD649)
 � Klorofil b (mg/l) = 25,8 (OD649) - 7,7 (OD665)
 2. Spektrofotometer
 Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur
 absorbansi dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang tertentu
 pada suatu obyek kaca atau kuarsa yang disebut kuvet.[1] Sebagian dari cahaya
 tersebut akan diserap dan sisanya akan dilewatkan (Wikipedia,2010). Sedangkan
 pengukuran menggunakan spektrofotometer ini, digunakan metoda yang sering
 disebut dengan spektrofotometri. (Yoky, 2009)
 Gambar Spektofotometer
 (Wikipedia, 2010)
 Spektrofotometer adalah alat yang terdiri dari spektrometer dan fotometer.
 Spektrometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang
 tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan
 atau diabsorbsi. (rgmaisyah, 2008). Jadi istilah spektrofotometri berhubungan
 dengan pengukuran energi radiasi yang diserap oleh suatu sistem sebagai fungsi
 panjang gelombang dari radiasi.
 Secara umum spektrofotometri dibedakan menjadi empat macam, yaitu:
 spektrofotometer ultraviolet, spektrofotometer sinar tampak, spektrofotometer
 infra merah, dan spektrofotometer serapan atom.
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 Ketika cahaya melewati suatu larutan biomolekul, terjadi dua
 kemungkinan. Kemungkinan pertama adalah cahaya ditangkap dan kemungkinan
 kedua adalah cahaya discattering. Bila energi dari cahaya (foton) harus sesuai
 dengan perbedaan energi dasar dan energi eksitasi dari molekul tersebut. Proses
 inilah yang menjadi dasar pengukuran absorbansi dalam spektrofotometer.
 Cara kerja spektrofotometer dimulai dengan dihasilkannya cahaya
 monokromatik dari sumber sinar. Cahaya tersebut kemudian menuju ke cuvet
 (tempat sampel/sel). Banyaknya cahaya yang diteruskan maupun yang diserap
 oleh larutan akan dibaca oleh detektor yang kemudian menyampaikan ke layar
 pembaca.
 Secara kuantitatif, besarnya energi yang diserap oleh zat akan
 identikdengan jumlah zat di dalam laarutan tersebut. Secara kualitatif, panjang
 gelombang dimana energi dapat diserap akan menunjukkan jenis zatnya.
 3. Spektronik 20
 Spektronik 20 adalah sebuah spektrofotometer. Sebuah
 spektrofotometer mengukur intensitas radiasi cahaya sebelum dan sesudah
 melewati sample dan membandingkan kedua intensitas ini.
 Gambar spektronik 20 D
 Spektronik 20 ini menghasilkan dua tipe pengukuran : persen
 penerusan (transmittance) dan persen penyerapan (absorbance). Persen
 transmittance adalah perbandingan dari intensitas cahaya setelah melewati
 sample dengan internsitas pancaran cahaya pada sample sebelum melewati
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 sampel dikalikan 100%. Absorbance adalah logaritma dari transmittance.
 Spektronik 20 dapat mengukur absorbance dan transmittance dalam
 rentangan panjang gelombang tertentu. Sehingga diharuskan memilih
 panjang gelombang dan mengkalibrasi alat pada panjang gelombang
 tersebut sebelum digunakan untuk pengukuran.
 Kuvet—kuvet yang digunakan pada spektronik 20 ini menyerupai
 tabung tes kecil. Setiap kuvet ditandai sehingga dapat diposisikan dengan
 tepat pata tempat kuvet. Tanda itu terletak pada bagian atas kuvet dan
 harus diposisikan ke arah depan dari spektrofotometer saat pengukuran.
 Pegan tabung ini dengan sangat hati-hati untuk menjaga permukaan luar
 dan dalam bersih dan bebas dari goretan.
 Petunjuk umum penggunaan spektronik 20
 1. Hubungkan spektronik 20 pada “electrical outlet”. Nyalakan alat
 dengan pengatur on/off dan biarkan sekitar 15 menit agar stabil dan
 hangat.
 Putar knop pengontril panjang gelombang untuk memilih panjang
 gelombang yang dikehendaki.
 2. Dengan tanpa kuvet dalam alat dan dalam keadaan ditutup, putar knop
 “zero adjust” sehingga penunjuk menunjukkan 0% transmittance
 3. Isi tabung spektrofotometer (kuvet) dengan aquades kira-kira 2/3
 bagian. Yakinkan bahwa bagian luar tabung bersih dan kering (jangan
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 memegang tabung pada sisinya untuk menghindari sidik jari dan masukan
 kuvet pada tempat kuvet, tekan tabung sampai turun dan luruskan kuvet
 sehingga garis penunjuk pada kuvet sesuai dengan pada tempat kuvet pada
 spektrofotometer. Tutup penutup tempat kuvet.
 4. Setel knop kontrol cahaya pada spektrofotometer sehingga pada
 pengukur (layar) membaca 100% penerusan (transmittance) dan 0 %
 penerapan (absorbance). Langkah 2-4 disarankan diulangi sebelum
 pengukuran masing-masing penyerapan (absorbance).
 5. Isi kira-kira 2/3 kuvet dengan larutan yang akan diuji. Lap dengan tissue
 halus bagian luar kuvet untuk menghilangkan air dan sidikjari kemudian
 masukkan pada tempat kuvet, kemudian luruskan seperti yang telah
 disebutakan diatas. Tutup penutup dan baca persentase % penerusan
 (transmittance) atau penyerapan (absorbance) dari skala penunjuk (layar).
 Tabung kuvet yang sama disarankan digunakan untuk semua pengukuran
 daya serap (absorbance) (New Mexico State University, 2006).
 Membersihkan kuvet
 1.Jangan menggunakan sikat untuk membersihkan bagian dalam kuvet
 2.Basuh kuvet dengan aquades beberapa kali
 3. Lap bagian luar kuvet dengan tissue lembut untuk menghilangkan
 kelembapan atau sidik jari
 Diagram skema spektronik 20
 (New Mexico State University, 2006).
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 C. Alat dan Bahan
 a.Alat
 No Nama Alat
 Beaker glass
 Corong
 Cuvet
 Erlenmayer
 Gelas ukur
 P e n g u k u r a n K a d a r d a n J e n i s K l o r o f i l
 Nama Alat Gambar
 Beaker glass
 Corong
 Erlenmayer
 Gelas ukur
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 Labu takar 100 ml
 Mortal dan alu
 Neraca digital
 Pipet tetes
 Spektronik 20
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 b.Bahan
 No Nama Alat Gambar
 Alkohol 96 %
 Aquades
 Daun sawi 1 gram
 (Richoyul, 2010)
 Kertas saring
 Tisu / serbet
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 D. Cara Kerja
 1. Menimbang 1 gram daun sawi dengan menggunakan neraca digital.
 2. Menghaluskan daun sawi tersebut dengan menggunakan mortal dan
 pestel (alu).
 3. Menambahkan alkohol 96% sampai 20 ml.
 4. Mengaduk hingga klorofildaun larut sepenuhnya.
 5. Menyaring dengan menggunakan kertas saring dan corong. Kemudian
 dimasukkan dalam Erlenmeyer kemudian diencerkan 2x. Sebelum
 dipakai kertas saring dibasahi dengan akuades terlebih dahulu agar
 penyaringan lancar.
 6. Hasil penyaringan dimasukkan ke dalam kuvet. Jangan sampai
 memegang permukaan luar kuvet.
 7. Menyalakan spektronik 20 15 menit sebelum digunakan. Mengatur
 dan mengkalibrasi spektronik dengan blanko diatur absorbance nya
 0% dan transmittance nya 100% ,
 8. Memasukkan kuvet yang telah diisi ekstrak klorofil pada “cuvette
 holder” pada spektronik dengan meluruskan tanda pada kuvet dengan
 tanda pada spektronik
 9. Menutup penutup “cuvette holder”
 10. Mengukur absorbansi larutan ekstrak klorofil tersebut pada panjang
 gelombang 649 nm dan 665 nm.
 11. Catat dan nilai absorbansinya dan dimasukkan pada rumus
 perhitungan klorofil menggunakan rumus dari Wintermans and de
 mots
 E. Hasil Pengamatan
 Dalam pengukuran menggunakan spektronik 20, diperoleh data sebagai
 adsorbsi sebagai berikut:
 • Pada panjang gelombang 649 nm : 0,500
 • Pada panjang gelombang 665 nm : 0,855
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 Perhitungan kadar klorofil:
 � Klorofil total (mg/l) = 20 (OD649) + 6,1 (OD665)
 = 20 (0,500) + 6,1 (0,855)
 = 10 + 5,215
 = 15,215 x 2
 = 30,43 mg/L
 � Klorofil a (mg/l) = 13,7 (OD665) - 5,76 (OD649)
 = 13,7 (0,855) – 5,76 (0,500)
 = 11,7 – 2,88
 = 8,83 x2
 = 17,66 mg/L
 � Klorofil b (mg/l) = 25,8 (OD649) - 7,7 (OD665)
 = 25,8 (0,500) - 7,7 (0,855)
 = 12,9 – 6,58
 = 6,32 x 2
 = 12,64 mg/L
 F. Pembahasan
 Dari hasil pengukuran dengan menggunakan alat spektrofotometer
 (Spektronik 20) dengan menggunakan sampel daun sawi dengan panjang
 gelombang 649 nm diperoleh nilai absorbsinya sebesar 0,500 dan pada panjang
 gelombang 655 nm diperoleh nilai absorbsinya sebesar 0,855. Dari nilai absorbs
 tersebut dapat dihitung kadar klorofil total, klorofil a, dan klorofil b.
 Dalam perhitungan akhir masing-masing klorofil dikalikan dua (2) kali
 karena hasil ekstraksi 1 gram daun sawi dienceran 2 kali agar larutan ekstrak
 klorofil daun sawi dapat terbaca oleh sprektrofotometer .
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 Kadar klorofil setiap daun berbeda tergantung pada jenis daun, umur
 tanaman, kualitas daun, dan warna daun, berikut ini adalah perbandingan hasil
 pengukuran absorbance klorofil dengan kelompok lain.
 �O KELOMPOK
 HASIL
 PE�GUKURA�
 DE�GA� λ PE�GE�CERA� KETERA�GA�
 649 nm 665 nm
 1 I 0.5 0.855 2X Daun Sawi
 2 II 0.500 1.305 2X Daun Penitian
 3 III 0.472 0.825 2X Daun Sirih Cina
 4 IV 0.4 0.7 3X -
 5 V 0.474 0.820 6X Daun Pukul Empat
 6 VI 0.261 0.428 6X Daun Kerangkong
 Besar kecilnya nilai absorbance menunjukkan banyak sedikitnya kadar
 klorifil yang terkandung dalam daun tersebut dengan cara dimasukkan ke rumus
 Wintermans and De Mots yaitu :
 � Klorofil total (mg/L) = 20 (OD649) + 6,1 (OD665)
 � Klorofil a (mg/L) = 13,7 (OD665) - 5,76 (OD649)
 � Klorofil b (mg/l) = 25,8 (OD649) - 7,7 (OD665)
 Jadi, semaik besar nilai absorbance nya semakin banyak juga kandungan
 klorofil total pada daun.
 G. Kesimpulan
 Dari pembahasan di atas dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut.
 1. Prinsip kerja spektofotometer yaitu dengan membandingkan hasil
 pengukuran intensitas radiasi cahaya sebelum melewati sample (sebelum
 diabsorbsi oleh sampel) dan sesudah melewati sample (setelah diabsorbsi
 oleh sampel).
 2. Untuk menentukan kadar total klorofil, klorofil a dan klorofil b dapat
 menggunakan rumus dari Wintermans and de mots yaitu :
 � Klorofil total (mg/L) = 20 (OD649) + 6,1 (OD665)
 � Klorofil a (mg/L) = 13,7 (OD665) - 5,76 (OD649)
 � Klorofil b (mg/l) = 25,8 (OD649) - 7,7 (OD665)
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 3. Nilai absorbansi klorofil dari suatu daun dapat digunakan prinsip pelarutan
 kemudian digunakan metode spektrofotometri untuk menentukan nilai
 absorbsinya
 4. Setiap spektofotometer mempunyai standart operational procedure oleh
 karena itu sebelum kita menggunakan alat spektrofotometer harus
 mengerti terlebih dahulu cara pemakaiannya sehingga tidak menimbulkan
 kerusakan alat, misalnya yaitu dengan menyalakan 15 menit sebelum
 pemakaian agar alat hangat dan stabil.
 H. Daftar Pustaka
 Aisyah, RGM. Spektrofotometer, (Online),
 (http://rgmaisyah.wordpress.com/spektrofotometer, diakses 1 Desember 2010).
 DHI Lab. Tanpa tahun. Chlorophylla, (Online), (http://c14.dhigroup.com/
 pigments/chlorophylla.htm, diakses 1 Desember 2010).
 DHI Lab. Tanpa tahun. Chlorophyllb, (Online), (http://c14.dhigroup.com/
 pigments/chlorophyllb.htm, diakses 1 Desember 2010).
 Haryono, Cindy. 2009. Perbedaan Pigmen Klorofil a dan Klorofil b, (Online),(
 http://cindyharyono.wordpress.com/perbedaan-pigmen-klorofil-a-dan-klorofil-b/,
 diakses 1 Desember 2010).
 Jica. 2005 Petunjuk Praktikum (Semester 3) : Anatomi Fisiologi Tumbuhan,
 Fisiologi Hewan. Malang : JICA
 New Mexico State University. 2006. Spectronic 20, (Online),
 (http://www.chemistry.nmsu.edu/Instrumentation/Spectronic_20.html, diakses 1
 Desember 2010)
 Richoyul. 2010. Saawi Hijau Dicintai Mie Ayam Plus, (Online),
 (http://cozyeslife.blogspot.com/2010/04/sawi-hijau-di-cintai-mie-ayam-plus.html,
 diakses 1 Desember 2010).
 Panjicm.20010. Spektofotometer. (online), (http://panjijcm.wordpress.com/
 2010/07/15/31/spektrofotometer, diakses 25 November 2010).
 Wikipedia. 2010. Chlorophyll, (Online),(http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorophyll,
 diakses 1 Desember 2010).
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 I. Soal-Soal Diskusi
 1. Mengapa blanko yang digunakan dalam percobaan ini alcohol 96 % ?
 � Jawab : Digunakan alcohol 96% sebagai blanko saat mengkalibrasi
 spetkrofotometer karena alcohol 96% ini juga digunakan sebagai
 pelarut klorofil sehingga saat melakukan pengukuran adsobrsi
 klorofil data yang diperoleh benar-benar valid.
 2. Jelaskan mengapa sebelum mengukur absorbansi ekstrak, blanko diukur
 absorbansinya dan dibuat nilai absorbance nya 0 % dan transmitance
 100% ?
 � Jawab : Karena jika adsorbance nya tidak dibuat nol (0 %) saat
 pengkalibrasi dan transmittance tidak 100 % maka nilai
 adsorbance klorofil yang diperoleh tidak valid karena adsorbance
 nya ditambah oleh nilai absorbance mula-mula.
 3. Mengapa ekstrak klorofil diukur pada panjang gelombang λ 665nm dan
 649 nm?
 � Jawab :Panjang gelombang λ 610nm sampai λ 750nm merupakan
 panjang gelombang warna merah, dan merupakan warna yang
 paling banyak diserap klorofil, digunakan panjang gelombang λ
 665nm dan 649 nm dengan koefisien tertentu, karena telah
 dilakukan penelitian oleh Wintermans and De Mots bahwa klorofil
 a dan b menyerap secara optimal panjang gelombang tersebut.
 4. Faktor apakah yang berpengaruh terhadap kadar klorofil ?
 � Jawab : Yang berpengaruh terhadap kadar klorofil antara lain yaitu
 : jenis daun, umur tanaman, kualitas daun, dan warna daun.
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 5. Bandingkan dengan hasil kelompok lain !
 � Jawab : Perbandingan kadar klorofil dapat dilihat dari nilai absorbs
 pada saat diukur dengan spektronik 20. Perbandingannya dapat
 dilihat pada table berikut.
 �O KELOMPOK
 HASIL
 PE�GUKURA�
 DE�GA� λ PE�GE�CERA� KETERA�GA�
 649 nm 665 nm
 1 I 0.5 0.855 2X Daun Sawi
 2 II 0.500 1.305 2X Daun Penitian
 3 III 0.472 0.825 2X Daun Sirih Cina
 4 IV 0.4 0.7 3X Tidak Diketahui
 5 V 0.474 0.820 6X Daun Pukul Empat
 6 VI 0.261 0.428 6X Daun Kerangkong
 Dari perbandingan diatas dapat dilihat bahwa daun yang memiliki
 kandungan klorofil total terbesar yaitu daun sawi.
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