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SPEKTROSKOPIMUSYIRNA RAHMAH NST, M.Si

Page 2
						

PENDAHULUAN
 Spektroskopi ilmu yang mempelajari interaksi
 antara energi cahaya dan materi. berdasarkan cahaya yang
 dipancarkan, diserap atau dipantulkan oleh materi tersebut.
 Analisa kualitatif dan kuantitatif.
 http://id.wikipedia.org/wiki/Cahaya
 http://id.wikipedia.org/wiki/Materi
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Spektroskopi umumnya digunakan dalam kimia fisik dan kimia analisis untuk mengidentifikasi suatu substansi melalui spektrum yang dipancarkan atau yang diserap.
 Alat untuk merekam spektrum disebut spektrofotometer.
 http://id.wikipedia.org/wiki/Kimia_fisik
 http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Kimia_analisis&action=edit&redlink=1
 http://id.wikipedia.org/wiki/Spektrometer
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Spektrofotometri merupakan salah satu metode dalam kimia analisis yang digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel baik secara kuantitatif dan kualitatif yang didasarkan pada interaksi antara materi dengan cahaya. Peralatan yang digunakan dalam spektrofotometri disebut spektrofotometer. Cahaya yang dimaksud dapat berupa cahaya visibel, UV dan inframerah, sedangkan materi dapat berupa atom dan molekul
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RADIASI ELEKTROMAGNETIK Adalah energi yang dipancarkan menembus ruang dalam bentuk
 gelombang-gelombang Tipe:
 Gelombang radio Gelombang ultraviolet Gelombang infra merah Gelombang sinar tampak , dll
 Ciri panjang gelombang (wavelangth, λ) Jarak antara satu lembah dan satu puncak Frekuensi adalah kecepatan cahaya dibagi panjang gelombang Bilangan gelombang satu satuan per panjang gelombang,
 satuan (1/cm, atau cm-1)
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RUMUS
 v= frekuensi (Hz)C= 3x1010cm/dtΛ = panjang gelombang (cm)
 Persamaan Planck: hubungan antara energi tiap foton dengan frekuensi
 ΔE = energih = konstanta planck (6,6 10-27erg dt atau (6,626 x 10-34 J.s) v= frekuensi
 Mikrometer (µm) 10-6 mNanometer (nm) 10-9 m
 Angstrom (A) 10-10 m atau 10-1 nm
 c = λ . v atau λ = c/v atau v = c/λ
 ΔΔ E = h . vΔΔ E = h . c/ λ
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Dari rumus di atas dapat diketahui bahwa energi dan frekuensi suatu foton akan berbanding terbalik dengan panjang gelombang tetapi energi yang dimiliki suatu foton akan berbanding lurus dengan frekuensinya.
  Misalnya: energi yang dihasilkan cahaya UV lebih besar dari pada energi yang dihasilkan sinar tampak. Hal ini disebabkan UV memiliki panjang gelombang (λ) yang lebih pendek (100–400 nm) dibanding panjang gelombang yang dimiliki sinar tampak (400–800 nm).
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Radiasi elektromagnetik dipancarkan dalam bentuk partikel (foton atau kuantum)
 Energi suatu foton berbanding terbalik dengan pj gel dan berbanding lurus dengan frekuensi
 Radiasi dg pj gel < erg >>>
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Pengertian spektroskopi dan spektrofotometri pada dasarnya sama yaitu di dasarkan pada interaksi antara materi dengan radiasi elektromagnetik.
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SPEKTROSKOPI UV DAN TAMPAK
 Sinar UV 200 -400 nm Sinar UV-Vis 400-800 nm
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HUKUM LABERT-BEER Beer’s Law hubungan linearitas
 antara absorban dengan konsentrasi larutan analit
 Intensitas yang diteruskan oleh zat Penyerap berbanding lurus dengan tebal kuvet dan konsentrasi larutan.
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Absorbsi energi direkam sebagai absorbanAbsorbsi energi direkam sebagai absorban Absorban pada suatu panjang gel tertentu Absorban pada suatu panjang gel tertentu
 didefenisikan sebagai:didefenisikan sebagai:
 A = absorbanA = absorbanIo = intensitas berkas cahaya rujukanIo = intensitas berkas cahaya rujukanI = intensitas berkas cahaya contohI = intensitas berkas cahaya contoh Absorban tergantung pada struktur Absorban tergantung pada struktur
 elektronik senyawa dan kepekatan contoh elektronik senyawa dan kepekatan contoh dan panjang sel contohdan panjang sel contoh
 εε = absorptivitas molar atau koefisien = absorptivitas molar atau koefisien ekstingsi molar biasanya dilaporkan pada ekstingsi molar biasanya dilaporkan pada λλmaksmaks A= a . b . c atau A = ε .
 b . c
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Data-data yang dikeluarkan oleh UV atau VIS dapat berupa absorbansi atau transmitansi yang langsung dibaca pada spektrofotometer.
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Gambar spektrum UV. Namun spektrum dari spektrofotometer VIS dan UV-VIS menyerupai spektrum UV.
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ABSORBANCE VS TRANSMITTANCE
 Absorbance Transmittance (I / I0)  
 Percent transmittance (100 * I / I0)  
 0 1 100
 0.1 0.79 79
 0.25 0.56 56
 0.5 0.32 32
 0.75 0.18 18
 0.9 0.13 13
 1 0.1 10
 2 0.01 1
 3 0.001 0.1
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ISTILAHKromofor gugus tak jenuh (pada
 ikatan kovalen) yang bertanggung jawab terhadap terjadiny absorbsi elektronik (misalnya C=C, C= C, C=O, -CO-, benzen, dan NO2)
 Ausokrom gugus jenuh dengan adanya elektron bebas dimana jika gugus ini bergabung dengan kromofor akan mempengaruhi panjang gelombang dan intensitas atau meningkatkan warna (misalnya –OH, -OR, -NH2, -NHR, -NR2, -X)
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pERGESERAN bATOKROMIK PERGESERAN ABSORBAN KE DAERAH PANJANG GELOMBANG YANG LEBIH PANJANG KARENA ADANYA SUBSTITUSI ATAU EFEK PELARUT
 pERGESERAN hIPSOKROMIK PERGESERAN ABSORBAN KE DAERAH PANJANG GELOMBANG YANG LEBIH PENDEK KARENA ADANYA SUBSTITUSI ATAU EFEK PELARUT
 eFEK hIPERKROMIK PENINGKATAN INTENSITAS ABSORBAN
 eFEK hIPOKROMIK PENURUNAN INTENSITAS ABSORBAN
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TERMINOLOGY FOR ABSORPTION SHIFTS
 Nature of Shift Descriptive Term
 To Longer Wavelength Bathochromic
 To Shorter Wavelength Hypsochromic
 To Greater Absorbance Hyperchromic
 To Lower Absorbance Hypochromic
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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.
 Sebagian dari cahaya tersebut akan diserap dan sisanya akan dilewatkan.
 Nilai absorbansi dari cahaya yang dilewatkan akan sebanding dengan konsentrasi larutan di dalam kuvet.
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JENIS-JENIS Spektrofotometer dibagi menjadi dua jenis yaitu
 spektrofotometer single-beam dan spektrofotometer double-beam.
 Perbedaan kedua jenis spektrofotometer tersebut hanya pada pemberian cahaya, dimana pada single-beam, cahaya hanya melewati satu arah sehingga nilai yang diperoleh hanya nilai absorbansi dari larutan yang dimasukan.
 Berbeda dengan single-beam, pada spektrofotometer double-beam, nilai blanko dapat langsung diukur bersamaan dengan larutan yang diinginkan dalam satu kali proses yang sama.
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Prinsipnya adalah dengan adanya chopper yang akan membagi sinar menjadi dua, dimana salah satu melewati blanko (disebut juga reference beam) dan yang lainnya melewati larutan (disebut juga sample beam).
 Dari kedua jenis spektrofotometer tersebut, spektrofotometer double-beam memiliki keunggulan lebih dibanding single-beam, karena nilai absorbansi larutannya telah mengalami pengurangan terhadap nilai absorbansi blanko.
 Selain itu, pada single-beam, ditemukan juga beberapa kelemahan seperti perubahan intensitas cahaya akibat fluktuasi voltase.
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CONTOH ALAT SPEKTROFOTOMETER
 Gambar spektronic-20 yang bekerja pada rentang panjang gelombang sinar tanpak
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DOUBLE BEAM
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SINGLE BEAM
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UPON EXITING THE SAMPLE CELL THE BEAM OF MONOCHROMATIC LIGHT EVENTUALLY STRIKES THE SPECTROPHOTOMETER’S DETECTOR.
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An example of a UV/Vis readout
 Beckman DU640 UV/Vis spectrophotometer.

Page 28
						

INSTRUMENTASI SPEKTROFOTOMETER UV VISSpektrofotometer UV VIS merupakan
 suatu sistem optik dengan kemampuan menghasilkan sinar monokromatis dalam jangkauan panjang gelombang 200-800 nm
 Komponen:Sumber sinarMonokromator dan sistem optik
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SUMBER LAMPU Lampu Deuterium digunakan untuk daerah
 UV pada panjang gelombang 200-400 Lampu halogen kuarsa dan lampu tungsten
 digunakan untuk daerah visibel pada panjang gelombang 400-800 nm
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MONOKROMATOR Digunakan untuk mendispersikan sinar
 kedalam komponen-komponen panjang gelombangnya yang selanjutkan akan dipilih oleh celah (slit)
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OPTIK Didesain untuk memecah sumber sinar
 sehingga sumber sinar melewati 2 kompartemen (contoh double beam)
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FUNGSI?? 1. Sumber sinar polikromatis berfungsi sebagai sumber sinar polikromatis dengan berbagai macam rentang panjang gelombang. Untuk sepktrofotometer UV menggunakan lampu deuterium atau
 disebut juga heavi hidrogenVIS menggunakan lampu tungsten yang
 sering disebut lampu wolframUV-VIS menggunan photodiode yang telah
 dilengkapi monokromator.
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2. 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 dan filter optik. Jika digunakan grating maka cahaya akan dirubah menjadi spektrum cahaya. Sedangkan filter optik berupa lensa berwarna sehingga cahaya yang diteruskan sesuai dengan warnya lensa yang dikenai cahaya. Ada banyak lensa warna dalam satu alat yang digunakan sesuai dengan jenis pemeriksaan.
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3. Sel sampel berfungsi sebagai tempat meletakan sampel.
 UV, VIS dan UV-VIS menggunakan kuvet sebagai tempat memasukan sampel. Kuvet biasanya terbuat dari kuarsa atau gelas, namun kuvet dari kuarsa memiliki kualitas yang lebih baik.
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4. Detektor berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan mengubahnya menjadi arus listrik. Syarat-syarat sebuah detektor : Kepekaan yang tinggi Perbandingan isyarat atau signal dengan bising
 tinggi Respon konstan pada berbagai panjang gelombang. Waktu respon cepat dan signal minimum tanpa
 radiasi. Signal listrik yang dihasilkan harus sebanding
 dengan tenaga radiasi.
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Macam-macam detektor : Detektor foto (Photo detector) Photocell, misalnya CdS. Phototube Hantaran foto Dioda foto Detektor panas
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5. Read out merupakan suatu sistem baca yang menangkap besarnya isyarat listrik yang berasal dari detektor.
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HAL-HAL PENTING UNTUK ANALISIS SENYAWA YG TIDAK BERWARNASenyawa tsb harus diubah terlebih
 dahulu menjadi senyawa yang berwarna
 Tahapan-tahapan:Pembentukan molekul yang dapat
 menyerap sinar UV-VisWaktu operasionalPemilihan panjang gelombangPembuatan Kurva BakuPembacaan absorbansi sampel

Page 39
						

1. PEMBENTUKAN MOLEKUL YANG DAPAT MENYERAP SINAR UV-VIS Hal ini perlu dilakukan Jika pada senyawa
 yang dianalisis tidak menyerap pada daerah tersebut
 Cara:merubah senyawa tersebut menjadi senyawa lain atau direaksikan dengan pereaksi tertentu
 Syarat pereaksi yang digunakan: Reaksinya selektif dan sensitif Reaksinya cepat, kuantitatif dan reprodusibel Hasil reaksi stabil dalam jangka waktu lama
 Contoh: Analisis obat golongan Sulfonamid ex: Sulfisoksazol
 (tidak berwarna) direaksikan/diazotasi dengan Naftil etilen diamin (NED)
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Zat yang dapat dianalisis menggunakan spektrofotometri sinar tampak adalah zat dalam bentuk larutan dan zat tersebut harus tampak berwarna, sehingga analisis yang didasarkan pada pembentukan larutan berwarna disebut juga metode kolorimetri. Jika tidak berwarna maka larutan tersebut harus dijadikan berwarna dengan cara memberi reagen tertentu yang spesifik. Dikatakan spesifik karena hanya bereaksi dengan spesi yang akan dianalisis. Reagen ini disebut reagen pembentuk warna (chromogenik reagent).
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BERIKUT ADALAH SIFAT-SIFAT YANG HARUS DIMILIKI OLEH REAGEN PEMBENTUK WARNA:
 Kestabilan dalam larutan. Pereaksi-pereaksi yang berubah sifatnya dalam waktu beberapa jam, dapat menyebabkan timbulnya semacam cendawan bila disimpan. Oleh sebab itu harus dibuat baru dan kurva kalibarasi yang baru harus dibuat saat setiap kali analisis.
 Pembentukan warna yang dianalisis harus cepat.
 Reaksi dengan komponen yang dianalisa harus berlangsung secara stoikiometrik.
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Pereaksi tidak boleh menyerap cahaya dalam spektrum dimana dilakukan pengukuran.
 Pereaksi harus selektif dan spesifik (khas) untuk komponen yang dianalisa, sehingga warna yang terjadi benar-benar merupakan ukuran bagi komponen tersebut saja.
 Tidak boleh ada gangguan-gangguan dari komponen-komponen lain dalam larutan yang dapat mengubah zat pereaksi atau komponen komponen yang dianalisa menjadi suatu bentuk atau kompleks yang tidak berwarna, sehingga pembentukan warna yang dikehandaki tidak sempurna.
 Pereaksi yang dipakai harus dapat menimbulkan hasil reaksi berwarna yang dikehendaki dengan komponen yang dianalisa, dalam pelarut yang dipakai.
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SETELAH DITAMBAHKAN REAGEN ATAU ZAT PEMBENTUK WARNA MAKA LARUTAN TERSEBUT HARUS MEMILIKI LIMA SIFAT DI BAWAH INI:
 Kestabilan warna yang cukup lama guna memungkinkan pengukuran absorbansi dengan teliti. Ketidakstabilan, yang mengakibatkan menyusutnya warna larutan (fading), disebabkan oleh oksidasi oleh udara, penguraian secara fotokimia, pengaruh keasaman, suhu dan jenis pelarut. Namun kadang-kadang dengan mengubah kondisi larutan dapat diperoleh kestabilan yang lebih baik.
 Warna larutan yang akan diukur harus mempunyai intensitas yang cukup tinggi (warna harus cukup tua) yang berarti bahwa absortivitas molarnya (ε) besar. Hal ini dapat dikontrol dengan mengubah pelarutnya. Dalam hal ini dengan memilih pereaksi yang memiliki kepekaan yang cukup tinggi.
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Warna larutan yang diukur sebaiknya bebas daripada pengaruh variasi-variasi kecil kecil dalam nilai pH, suhu maupun kondisis-kondisi yang lain.
 Hasil reaksi yang berwarna ini harus larut dalam pelarut yang dipakai.
 Sistem yang berwarna ini harus memenuhi Hukum Lambert-Beer.

Page 45
						

2. WAKTU OPERASIONAL Tujuan untuk mengetahui waktu
 pengukuran stabil Cara: dengan mengukur hubungan antara
 waktu pengukuran dengan absorbansi larutan
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BENTUK KURVA WAKTU OPERASIONAL
 Pada awal reaksi absorbansi senyawa meningkat sampai waktu tertentu diperoleh absorbansi stabil Semakin lama waktu pengukuran maka ada kemungkinan senyawa berwarna menjadi rusak sehingga intensitas/ absorbansi warna menurun
 Waktu pegukuran
 AbsorbansiWaktu pengukuran
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3. PEMILIHAN PANJANG GELOMBANG
 Panjang gelombang yang digunakan untuk analisis kuantitatif adalah panjang gelombang yang mempunyai serapan maksimal.
 HOW? Membuat hubungan antara absorbansi dengan
 panjang gelombang dari suatu larutan baku pada konsentrasi tertentu
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Penentuan Panjang Gelombamg Serapan Maksimum Kuersetin
 0
 0.5
 1
 1.5
 2
 2.5
 400 420 440 460 480 500 520
 Panjang Gelombang (nm)
 Abs
 orba
 n
 Keterangan: λ maks= 425 nm, absorban =
 2,009
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ALASAN MENGAPA HARUS MENGGUNAKAN PJ GEL MAKSPada panjang gelombang maksimal,
 kepekaan juga maksimal karena pada panjang gelombang maksimal tersebut perubahan absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi adalah yang paling besar
 Disekital pj gel maks, bentuk kurva datar dan pada kondisi tersebut Hk.L.B terpenuhi
 Jika dilakukan pengulangan maka kesalahan akan kecil
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4. PEMBUATAN KURVA BAKUDibuat seri larutan baku dari zat yang
 akan dianalisis dengan berbagai konsentrasi
 Masing-masing larutan diukur absorbansinya
 Buat kurva yang merupakan hubungan antara absorbansi (Y) dengan konsentrasi (X)
 Jika Hk Labert-Beer terpenuhi maka kurva baku berupa Garis Lurus
 Linearitas y= a +bx (a=intersep, b=slope)
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Hubungan antara absorbansi terhadap konsentrasi akan linear (A≈C) apabila nilai absorbansi larutan antara 0,2-0,8 (0,2 ≤ A ≥ 0,8) atau sering disebut sebagai daerah berlaku hukum Lambert-Beer. Jika absorbansi yang diperoleh lebih besar maka hubungan absorbansi tidak linear lagi.
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Tabel 2. Kurva Kalibrasi Kuersetin
 Konsentrasi kuersetin
 (ppm)
 Absorban Rata-rata AbsorbanI II
 0 0,000 0,000 0,0005 0,018 0,021 0,019
 25 0,195 0,178 0,18650 0,362 0,383 0,36675 0,741 0,739 0,740
 100 0,931 0,948 0,939150 1,464 1,475 1,469200 2.009 1,975 1,992
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CONTOH: KURVA KALIBRASI KUERSETIN
 y = 0.0103x - 0.0711R2 = 0.9969
 -0.5
 0
 0.5
 1
 1.5
 2
 2.5
 0 50 100 150 200 250
 Konsentrasi Kuersetin (ppm)
 Abs
 orba
 n
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FAKTOR-FAKTOR YANG MENYEBABKAN ABSORBANSI VS KONSENTRASI TIDAK LINEAR:
 Adanya serapan oleh pelarut. Hal ini dapat diatasi dengan penggunaan blangko, yaitu larutan yang berisi selain komponen yang akan dianalisis termasuk zat pembentuk warna.
 Serapan oleh kuvet. Kuvet yang ada biasanya dari bahan gelas atau kuarsa, namun kuvet dari kuarsa memiliki kualitas yang lebih baik.
 Kesalahan fotometrik normal pada pengukuran dengan absorbansi sangat rendah atau sangat tinggi, hal ini dapat diatur dengan pengaturan konsentrasi, sesuai dengan kisaran sensitivitas dari alat yang digunakan (melalui pengenceran atau pemekatan).
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5. PEMBACAAN ABSORBANSI SAMPEL
 Absorbansi yang terbaca pada spektrofotometer 0,2 – 0,8 atau pada transmitan 15%-70%
 Dengan anggapan kesalahan pembacaan 0,5% = 0,005
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MENENTUKAN KONSENTRASI SAMPEL DENGAN CARA KURVA KALIBRASI
 Konsentrasi sampel dalam suatu larutan dapat ditentukan dengan rumus yang diturunkan dari hukum lambert beer (A= a . b . c atau A = ε . b . c). Namun ada cara lain yang dapat digunakan untuk menentukan konsentrasi suatu spesi yang ada dalam suatu larutan yakni dengan cara kurva kalibarasi. Cara ini sebenarnya masih tetap bertumpu pada hukum Lambert-Beer absorbansi berbanding lurus dengan konsentrasi.
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LANGKAH-LANGKAH YANG PERLU DILAKUKAN DALAM PENENTUAN KONSENTRASI ZAT DENGAN KURVA KALIBARASI:
 Maching kuvet: mencari dua buah kuvet yang memiliki absorbansi atau transmitansi sama atau hampir sama. Dua buah kuvet inilah yang akan digunakan untuk analisis, satu untuk blanko, satu untuk sampel. Dalam melakukan analisis Maching kuvet harus dilakukan agar kesalahannya makin kecil.
 Membuat larutan standar pada berbagai konsentrasi. Larutan standar yaitu larutan yang konsentrasinya telah diketahui secara pasti. Konsentrasi larutan standar dibuat dari yang lebih kecil sampai lebih besar dari konsentrasi analit yang diperkirakan.
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Ambilah salah satu larutan standar, kemudian ukur pada berbagai panjang gelombang. Hal ini dilakukan untuk mengetahui pada panjang gelombang berapa, absorbansi yang dihasilkan paling besar. Panjang gelombang yang menghasilkan absorbansi paling besar atau paling tinggi disebut panjang gelombang maksimum (lmaks).
 Ukurlah absorbansi semua larutan standar yang telah dibuat pada panjang gelombang maksimum.
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Catat absorbansi yang dihasilkan dari semua larutan standar, kemudian alurkan pada grafik absorbansi vs konsentrasi sehingga diperoleh suatu kurva yang disebut kurva kalibarasi. Dari hukum Lambart-Beer jika absorbansi yang dihasilkan berkisar antara 0,2-0,8 maka grafik akan berbentuk garis lurus, namun hal ini tidak dapat dipastikan.
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Misalkan absorbansi yang dihasilkan dari larutan standar yang telah dibuat adalah :
 Absorbansi
 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
 konsentrasi
 2 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 10 ppm 12 ppm 14 ppm 16 ppm
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GRAFIKNYA ADALAH
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Ukurlah absorbansi larutan yang belum diketahui konsentrasinya. Setelah diperoleh absorbansinya, masukan nilai tersebut pada grafik yang diperoleh pada langkah 5. Misalkan absorbansi yang diperoleh 0,6. Maka jika ditarik garis lurus konsentrasi sampel akan sama dengan konsentrasi larutan standar 10 ppm.
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MAKA GRAFIKNYA SEBAGAI BERIKUT:
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Selain dengan cara diatas konsentrasi sampel dapat dihitung dengan persamaan regresi linear:
 Y = a + bxpersamaan di atas dapat dihitung
 dengan bantuan kalkulator. Setelah diperoleh persamaan di atas, absorbansi sampel yang diperoleh dimasukan sebagai nila y sehingga diperoleh nila x. Nilai x yang diperoleh merupakan konsentrasi sampel yang dianalisis.
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