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Spektroskopi Molekular 2011
 Spektroskopi Ultraviolet/Visible dan Spektroskopi Fluoresensi
 Oleh Anissa Permatadietha Ardiellaputri, 1006661203
 Pengertian spektroskopi dan spektrofotometri pada dasarnya sama yaitu di dasarkan pada
 interaksi antara materi dengan radiasi elektromagnetik. Namun pengertian spektrofotometri lebih
 spesifik atau pengertiannya lebih sempit karena ditunjukan pada interaksi antara materi dengan
 cahaya (baik yang dilihat maupun tidak terlihat). Sedangkan pengertian spektroskopi lebih luas
 misalnya cahaya maupun medan magnet termasuk gelombang elektromagnetik.
 Interaksi antara materi dan cahaya dapat dilihat dari peyerapan cahaya yang terjadi, baik
 antara cahaya ultraviolet/cahaya tampak (UV-Vis), inframerah (IR), serta cahaya berpendar
 (fluoresensi) oleh materi, sehingga spektrofotometri disebut juga sebagai spektroskopi absorbsi.
 Ketiga jenis spektofotometri ini sebenarnya memiliki prinsip kerja yang sama yaitu adanya
 interaksi antara materi dengan cahaya yang memiliki panjang gelombang tertentu. Perbedaan
 ketiganya justru terletak pada panjang gelombang yang digunakan.
 1. Ultraviolet and Visible Molecular Absorption Spectroscopy (UV-Vis)
 Spektroskopi UV-Vis adalah pengukuran jumlah radiasi ultraviolet dan cahaya tampak
 yang diserap oleh senyawa sebagai fungsi panjang gelombang radiasi. Jadi, data yang
 diperoleh dari percobaan serapan radiasi UV-Vis adalag grafik antara jumlah relatif radiasi
 yang diserap (absorbansi) sampel pada panjang gelombang tersebut dengan panjang
 gelombang. Spektroskopi dengan sinar ultraviolet (UV) dan sinar tampak (Vis) dibahas secara
 bersamaan karena keduanya berkaitan dengan proses berenergi tinggi, yakni transisi elektron
 dalam molekul, sehingga informasi yang didapat cenderung untuk molekul secara keseluruhan
 bukan bagian-bagian molekulnya.
 Metode ini sangat sensitif sehingga sangat cocok untuk tujuan analisis. Analisis metode
 ini sebenarnya sangat kuantitatif dimana jumlah sinar yang diserap diungkapkan melalui
 hukum Lambert-Beer.
 Menurut hukum ini, absorban A larutan sampel sebanding dengan panjang lintasa cahaya l dan
 konsentrasi larutannya c.
 Kimia Analitik 1
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Spektroskopi Molekular 2011
 1.1. Komponen Instrumentasi Spektroskopi UV-Vis
 Pada spektroskopi UV-Vis, alat yang digunakan disebut dengan spektrofotometer.
 Komponen-komponen penting yang terdapat pada spektrofotometer UV-Vis adalah
 sebagai berikut.
 Sumber Cahaya
 Sumber cahaya yang digunakan dalam spektrofotometer UV-Vis adalah Tungsten
 Filament Lamp (wolframe Lamp) yang memiliki panjang gelombang pada daerah
 sinar tampak dan dekat dengan daerah sinar UV. Sumber cahaya ini digunakan untuk
 memancarkan cahaya sinar tampak maupun sinar UV yang nantinya akan dideteksi
 oleh detektor.
 Monokromator
 Monokromator berfungsi sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu mengubah
 cahaya yang berasal dari sumber sinar polikromatis menjadi cahaya monaokromatis.
 Jenis monokromator yang saat ini banyak digunakan adalan gratting atau lensa
 prisma. Penggunaan grating akan mengubah cahaya menjadi spektrum cahaya.
 Kuvet (sample container)
 Wadah sampel yang digunakan pada umumnya disebut sel atau kuvet. Kuvet yang
 baik untuk spektroskopi ultra violet dan spektroskopi sinar tampak adalah kuvet yang
 terbuat dari kuarsa yang dapat melewatkan radiasi daerah ultraviolet (< 350 nm).
 Detektor
 Detektor berfungsi untuk menangkap sinar yang merupakan sinar terusan dari
 larutan. Prinsipnya mengubah energi foton diluar yang jatuh mengenai sampel dan
 merubah energi tersebut menjadi besaran yang dapat diukur. Jenis detektor yang
 biasanya digunakan pada spektrofotometer UV-Vis adalah jenis photo tube. Arus
 listrik yang dihasilkan oleh detektor kemudian diperkuat dengan amplifier dan
 akhirnya diukur oleh indikator yang biasanya berupa recorder analog atau komputer.
 Amplifier dan rekorder
 Signal listrik dari detektor yang telah mengalami penguatan direkam sebagai
 spektrum yang berbentuk puncak-puncak dalam amplifier dan recorder untuk
 disampaikan kepada pengamat. Amplifier merupakan salah satu bagian terpenting
 dari spektroskopi UV-Vis, dimana amplifier tersebut berfungsi untuk memperkuat
 hasil pembacaan detektor tadi dalam hal panjang gelombang. Fungsi rekorder disini
 yaitu mengubah panjang gelombang hasil deteksi dari detektor yang diperkuat oleh
 Kimia Analitik 2
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Spektroskopi Molekular 2011
 amplifier menjadi sinyal-sinyal listrik dalam bentuk spektrum dan dibawa ke monitor
 sehingga dapat dibaca oleh pengamat.
 1.2. Spektrum UV-Vis
 Data yang dikeluarkan oleh UV-Vis berupa spektrum yang berbetuk pita lebar,
 berbeda dengan yang dikeluarkan oleh IR, dimana spektrum yang dikeluarkan berupa
 garis atau puncak tajam. Pita melebar dari UV-Vis disebabkan karena energi yang
 dimiliki menyebabkan transisi elektronik dan rotasi serta vibrasi elektron dalam molekul.
 Gambar 1. Spektrum UV-Vis
 (Sumber. Konsep dasar kimia analitik, UI-Press [2003])
 1.3. Analisa Hasil
 1.3.1. Analisa Kualitatif
 Penggunaan alat ini dalam analisis kuantitatif sedikit terbatas sebab spektrum sinar
 tampak atau sinar UV menghasilkan puncak-puncak serapan yang lebar sehingga dapat
 disimpulkan bahwa spektrum yang dihasilkan kurang menunjukan puncak-punca serapan.
 Namun, walaupun puncak yang dihasilkan bebentuk lebar, puncak tersebut masih dapat
 digunakan untuk memperoleh keterangan ada atau tidaknya gugus fungsional tertentu
 dalam suatu molekul organik.
 1.3.2. Analisa Kuantitatif
 Analisa kualitatif dilakukan dengan membandingkan serapan radiasi oleh sampel
 terhadap larutan standar yang telah diketahui konsentrasinya, sehingga konsentrasi
 Kimia Analitik 3
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 sampel dapat ditentukan. Larutan standar sebaiknya memiliki komposisi yang sama
 dengan komposisi cuplikan. Penentuan konsentrasi zat dapat menggunakan dua cara,
 yakni cara kurva kalibrasi dan cara adisi standar.
 Cara kurva kalibrasi. Hal pertama yang dilakukan dengan menggunakan cara ini
 adalah pembuatan deret larutan standar, kemudian diukur serapannya dan dibuat kurva
 kalibrasi antara konsentrasi dengan serapan. Dengan mengukur serapan sampel dan
 memesukannya ke dalam persamaan garis yang dihasilkan dari kurva kalibrasi, maka
 konsentrasi sampel akan diketahui.
 Cara adisi standar. Dilakukan dengan cara menambahkan sejumlah larutan sampel
 yang sama ke dalam larutan standar. Cara ini menggunakan persamaan Lamber-Beer;
 Dimana Ac merupakan absorbansi campuran antara sampel dan standar sedangkan
 Vx, Vs, Vt adalah volume standar, volume standar dan volume total. Sedangkan Cx dan Cs
 adalah konsentrasi sampel dan standar.
 Kurva Ac diperoleh dengan cara mengikuti persamaan di atas. Dimana kurva Ac
 merupakan fungsi dari Vs dan berbentuk linier.
 C x=bC s
 mV x
 Dengan menggunakan persamaan tersebut dapat ditentukan konsentrasi sampel Cx.
 2. Molecular Fluorescence Spectroscopy
 Spektroskopi fluoresensi merupakan jenis spektroskopi elektromagnetik yang
 menganalisis fluoresensi dari sebuah sampel. Fluoresensi adalah lepasnya energi dalam
 bentuk radiasi dengan energi yang lebih rendah atau panjang gelombang yang lebih tinggi
 berupa cahaya tampak.
 Supaya terjadi fluoresensi, harus terjadi peresapan cahaya yang kuat oleh suatu molekul.
 Hal ini dapat terjadi pada senyawa aromatik, senyawa heterosiklik dan molekul dengan sistim
 konjugasi. Spektroskopi fluoresensi digunakan dalam biokimia, kedokteran, dan bidang
 penelitian kimia untuk menganalisis senyawa organik.
 Kimia Analitik 4
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 2.1. Instrumentasi Spektroskopi Fluoresensi
 Spektroskopi fluoresensi ini dapat menggunakan dua jenis peralatan, yakni
 fluorometer penyaring dan spektrofluorometer. Peralatan penyaring menggunakan
 penyaring pita polos, yang membiarkan daerah spektrum cahaya berpendar lewat.
 Penggunaan pita polos mengurangi hilangnya energi pada monokrometer dibandingkan
 dengan spektrofluorometer. Oleh karena itu, penyaring cenderung lebih peka namun
 kurang selektrif dibandingkan degan alat bermonokromator.
 Spektrofluorometer umumnya terdiri dari :
 sumber cahaya
 dua buah monokromotor, satu untuk memilih panjang gelombang cahaya
 eksitasi, yang lainnya untuk memilih panjang gelombang cahaya yang
 diemisikan oleh sampel
 kuvat sampel
 sistem fotodetektor
 amplifier yan meneruskan hasil spektrum ke monitor untuk diamati oleh
 pengamat.
 2.2. Analisa Hasil
 Penafsiran hasil spektrosfotometri fluoresensi dapat dilakukan melalui dua analisi,
 kualitatif dan kuantitatif. Analisa kualitatif yang dilakukan hanya terbatas pada
 pengenlan senyawa melalui panjang gelombang yang digambarkan pada spektrum
 fluoresen. Analisa kuantitatif dapat dilakukan pada kadar yang sangat rendah dengan
 ketepatan, dan kepekaan yang tinggi.
 Pada larutan dengan konsentrasi tinggi, sebagian besar cahaya diserap larutan yang
 paling dulu kontak dengan radiasi eksitasi, sehingga floresensi hanya terjasi pada bagain
 yang menyerap cahaya tersebut. Dengan demikian, pada analisis kuantitatif harus
 digunakan larutan yang encer agar dapat memenuhi persamaan fluoresensi;
 dimana F merupakan fluoresensi, Po adalah intensitas sumber cahaya. K’ merupakan
 efisiensi fluoresensi, ε adalah daya serap, l merupakan panjang gelombang dan c adalah
 konsentrasi.
 Kimia Analitik 5
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 DAFTAR PUSTAKA
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 LAMPIRAN
 Gambar 2. Spektrofotometer UV-Vis Single Beam
 (Sumber. http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch /VirtTxtJml/Spectrpy/UV-Vis/spectrum.htm)
 Gambar 3. Spektrofotometer UV-Vis Double Beam
 (Sumber. http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch /VirtTxtJml/Spectrpy/UV-Vis/spectrum.htm)
 Gambar 4. Spektrofotometer UV-Vis Multi Channel
 (Sumber. http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch /VirtTxtJml/Spectrpy/UV-Vis/spectrum.htm)
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 Gambar 5. Skema kerja Spektrofluorometer
 (Sumber. Konsep dasar kimia analitik, UI-Press [2003])
 Kimia Analitik 8
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