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Abstrak : Penelitian ini dalam rangka pengembangan dan aplikasi metode penentuan waktu mati
(to) pada Kromatografi Cair dari yang telah pernah dan berhasil diterapkan di GC. Waktu mati
merupakan parameter yang sangat penting untuk penentuan parameter lain seperti Faktor
kapasitas (k’), retensi relative (tg’) dan indeks retensi kovats (IR), sehingga didapat hasil berupa
data base yang bisa diterapkan dalam intrumentass GC dan RP-HPLC. Penentuan waktu mati
dengan menggunakan dua metode yaitu metode iterasi dan metode linearisasi, sehingga didapat
nilai indeks retensi kovats dari senyawa uji pada sissem RP-HPLC dengan menggunakan deret
homolog alkilparaben. Hasil penelitian menunjukkan deret homolog alkilparaban terbukti dapat
digunakan untuk penentuan indeks retensi Kovats dalam RP-HPLC dengan koefisien korelas
yang sangat baik terutama pada sistem pelarut MeHO/H,0 (90:10).
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I. PENDAHULUAN

Pemanfaatan indeks retensi pertama kali
diperkenalkan oleh E. Kovats (Kovats, 1958)
pada sistem Gas Chromatography (GC), akan
tetapi dalam sistem High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) indeks retens
Kovats belum dapat diaplikasikan, ini
disebabkan tingginya sensitifitas dari parameter
waktu retensi (tg) terhadap perubahan fasa
diam, suhu, pH, komposisi fasa gerak dan laju
air (Waetzig, 1989). Indeks retens suatu
senyawa dihitung relatif terhadap dua senyawa
standar sehingga pengaruh instrumen dapat
diabailkan dan presisi dapat ditingkatkan.
Waktu mati (tg) juga merupakan komponen
penting dalam penentuan indeks retens
(Didaoui, 1996). Penentuan waktu meati
tergantung pada sistem kromatografi itu
sendiri, artinya belum ada suatu kesepakatan
antar peneliti dalam mendefiniskan makna
hakiki waktu mati. Penentuannya selalu
tergantung pada metode yang digunakan
(Waetzig, 1989). Dalam rangka
mengembangkan  suatu  besaran  yang
mempunyai keberulangan tinggi, maka sgjak

tahun 1979 telah dimulai penelitian indeks
retensi pada HPLC sesuai prinsip yang telah
dilakukan pada GC yang dipopulerkan oleh
Kovats (Ettre, 2003; Harangi, 2003). Beberapa
deret homolog yang telah diteliti antara lain
Polycyclic aromatic hydrocarbon (Popl, et al.,

1974), Alkilarilketon (Kikta, 1977), 2-
Alkanone  (Baker, 1979), Alkilbenzen
(Morishita, et al., 1984), 1- Nitroakan

(Bogusz, 1988), Paraban (Y amauchi, 1993) dan
1-(p-(2,3-dihidroksipropoksi)fenil)-1- akanon
(Kuronen, 1991).

Indeks Retensi Kovats, yaitu indeks retens
berbasis n-alkana sebagai standar, pada
Kromatografi Gas telah diaplikasikan secara
luas oleh para analis kimia, karena lebih
reliable dan reproducible dibanding waktu
retensi (tg) dan faktor retensi/kapasitas (k’),hal
ini disebabkan karena Indeks Retensi Kovats
tidak sensitif terhadap perubahan kolom,
panjang kolom, diameter kolom, gas pembawa,
lgju air, pre kolom, dan terhadap sedikit
perubahan terhadap kondisi  eksperimen
lainnya, bila dibandingkan dengan waktu
retensi dan faktor kapasitas. Oleh karena itu
banyak riset-riset untuk pengembangan dan
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aplikas indeks retens Kovats dalam
kromatografi telah dilakukan terutama aplikasi
yang telah meluas dalam Kromatografi Gas
(Idroes, 2002).

Pengembangan dan aplikasi Indeks Retensi
Kovats dalam Kromatografi Cair terutama RP-
HPLC terkendala karena n-akana sebagai
standar tertahan lebih lama didalam kolom RP-
HPLC, sehingga dalam aplikasi analisa rutin
menjadi sangat tidak efektif dan efisien. Selain
itu aplikas dalam Kromatografi Cair juga
terkendala mekanisme interaks yang terjadi
pada Kromatografi Cair itu sendiri yang lebih
rumit dan kompleks dibanding yang terjadi
pada Kromatografi Gas. Pada Kromatografi
Gas interaksi utama yang terjadi hanya antara
zat terlarut dengan kolom, sedangkan pada
Kromatografi Cair terjadi tiga macam interaksi
sekaligus, yaitu antara zat terlarut dengan
kolom, zat terlarut dengan fasa gerak dan fasa
gerak dengan kolom (ldroes, 2010).

Penelitian indeks retensi telah dikembangkan
sebagai suatu ide, sehingga apabila indeks
retenss pada RP-HPLC dapat digolongkan
sebagai Indeks Retenss Kovats, dengan
menghubungkan antara sifat n-alkana dan
deret-deret homolog (ldroes, 2002). Pendlitian
sebelumnya telah diteliti dengan menguji dan
memilih  beberapa deret homolog untuk
dihubungkan dengan n-alkana sebagai standar
yaitu 2-alkanon (Idroes, 2005), akilbenzena
(Idroes, 2008), dan akilarilketon (Idroes,
2010). Dari ketiga deret homolog tersebut tidak
ada yang seratus persen memenuhi kriteria
yang ideal, yang terbaik adalah 2-alkanon
dengan kriteria ideal sekitar 85%, kemudian
alkilbenzena 75% dan terakhir alkilarilketon
65%. Walaupun 2-alkanon terbaik diantara
ketiga deret homolog tersebut, akan tetapi
beberapa deret homolog dari 2-alkanon dengan
rantai alkil yang lebih pendek menunjukkan
sfat yang tidak terlalu ideal, hal ini juga
disebabkan waktu retensi yang relatif singkat
akibat kurang tertahan dikolom, sehingga
kromatogramnya kadang overlap dengan waktu
retenss pelarut itu sendiri. Sedangkan pada
deret homolog alkilbenzen beberapa deret
homolog dengan rantai alkil yang lebih pendek
menunjukkan kecenderungan efek sterik. Pada
deret homolog alkilarilketon, pada komposisi
pelarut yang berbeda bahkan menunjukkan
sifat deret homolog yang kurang stabil untuk
bisa digunakan sebagai reference begitu juga
dengan linearitas antara faktor kapasitas
terhadap bilangan atom karbon rantai alkil
yang relatif lebih rendah dibandingkan dengan

deret homolog 2-alkanon dan akilbenzena
Untuk itu dirasa perlu untuk mengeksplorasi
deret homolog lainnya (Idroes, 2010).

[I. METODOLOGI

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
RP-HPLC, Kolom: WATERS Sunfire C18
made in Ireland, diameter 5 um, 150 x 4,6 mm
serial 01203619113645, Coloumn heater model
7981 KNAUER, Pompa: HPLC Pump K-1001
WellChrom KNAUER. Detektor Refractive
Index (Indeks Bias) model RI-2000 KNAUER,
syringe. Bahan yang digunakan adalah
Senyawa deret homolog Alkilparaben adalah
Metilparaben hingga Butilparaben, Pelarut
yang digunakan adalah air, methanol for
HPLC.

Deret homolog  Alkilparaben adalah
Metilparaben hingga Butilparaben (SIGMA) 25
ppm diinjeksikan dalam HPLC. Pelarut yang
digunakan adalah air, methanolfor HPLC, pada
sistem beberapa komposis pelarut. Gas pada
pelarut dihilangkan dengan menggunakan Auto
Degasser KNAUER, yang terhubung on-line
antara pelarut dan pompa. Supaya tercapai
kondisi kesetimbangan pada sistem, maka
peraatan HPLC dan detektor dihidupkan
terlebih dahulu lebih kurang selama 30 menit,
baru  dilakukan  penyuntikan.  Kondis
eksperimen sebagai berikut. Kolom: WATERS
Sunfire C18 made in Ireland, diameter 5 um,
150 x 4,6 mm seriad 01203619113645,
Coloumn heater model 7981 KNAUER.
Sistem ISOKRATIK dengan dua pompa. Laju
dir: 1,0 mi/menit. Pompa: HPLC Pump K-
1001 WellChrom KNAUER. Detektor
Refractive Index (Indeks Bias) model RI-2000
KNAUER, suhu diatur pada 30 °C. Optical
Balance< 50%, signal + 75,0 mV, Detektor UV
KNAUER K-2501, Rekorder KNAUER, Jarak
tubing dari injektor — kolom 60 cm, kolom —
detektor 22 cm. Waktu mati dan Indeks Retensi
dihitung dengan menggunakan metode iterasi
dan linearisasi.

1. HASIL DAN PEMBAHASAN

Fokus utama dalam penelitian ini adalah
mempelgjari  sifat  dari  deret homolog
alkilparaben terhadap perolehan waktu mati
dan nila indeks retens. Umumnya pada
penelitian HPLC, ha utama yang harus
dilakukan adalah mempelgjari komposisi
pelarut yang paling tepat sehingga bisa
diaplikasikan  secara  bersamaan  dalam
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mengukur data deret homolog alkilparaben.
Pengukuran dilakukan pada komposisi pelarut
yaitu sistem metanol: air (90 : 10). Sistem yang
dapat menghasilkan data retens untuk
perhitungan waktu mati dan indeks retensi
yang akurat terhadap akilparaben akan
digunakan untuk mempelgari  hubungan
linieritas deret homolog tersebut sehingga bisa
diaplikasikan untuk menghitung indeks retensi
senyawa uji. Dalam mengukur perolehan waktu
mati dan keakuratan indeks retensi digunakan
metode iterasi dan linierisasi.

Tabel 1 memperlihatkan hasil perhitungan
waktu mati dan indeks retens deret homolog
akilparaben menggunakan metode iterasi pada
sistem metanol: air (90:10) diperoleh waktu
mati sebesar 1.758 menit. Nilai waktu mati ini
berada dibawah semua nilai waktu retensi dari
senyawa deret  homolog  akilparaben.

Diperoleh nilai waktu mati yang sangat baik
terlihat dari koefisien korelasi sebesar 0,996.
Nilai €IR dilakukan dengan menghitung selisih
nilai benar dari indeks retens dengan nilai
indeks rentensi hitung pada penelitian ini. Jika
selishnya mendekati 0 maka indeks retens
tersebut tingkat keakuratan sangat baik. Nilai
indeks retensi yang diperoleh dari penelitian ini
sangat baik dimana terlihat nilai €IR nilai
indeks retensi hitung dengan nilai indeks
retensi fiktif lebih kecil dari 15% sehingga
semakin kecil nilai IR maka perolehan indeks
retensi semakin akurat. Selisih indeks retens
akilparaben pada penelitian ini paling besar
14.365. Dari perolehan waktu mati dan indeks
retensi tersebut, maka data ini bisa digunakan
sebagai standar sekunder penentuan indeks
retensi senyawa uji.

Tabel 1. Hasil perhitungan Waktu Retens dan Indeks Retensi secara lterasi deret homolog
alkilparabenmulai metilparaben sampa butilparaben menggunakan sistem pelarut

MeOH/H,0 (90:10)

Nc waktu Retens Indeks Retensi tg' k' €IR
8 1.808 802.133 0.050 0.028 2.133
9 1.850 889.679 0.092 0.052 -10.321
10 1978 1014.365 0.220 0.125 14.365
11 2.142 1093.876 0.384 0.218 -6.124

Waktu mati 1.758

Koefisien Korelasi 0.996

Sl ope 0.007

Intersep -8.635

Tabel 2. Hasll perhitungan Waktu Retensi dan Indeks Retensisecara Linierisasi deret homolog
alkilparaben mulai Metilparaben sampai Butilparaben menggunakan sistem pelarut

MeOH/H,0 (90:10)

Nc waktu Retensi Indeks Retensi tg' k' €IR
8 1.808 945.318 0.136 0.081 145.318
9 1.850 983.866 0.178 0.106 83.866
10 1.978 1061.337 0.306 0.183 61.337
11 2.142 1122.618 0.470 0.281 22.618
Waktu mati 1.672
Koefisien Korelasi 0.977
g ope 0.007

Intersep -8.635
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Tabd 3. Dataretensi hubungan nc dengan In(k”) deret homolog alkilparaben

Nc k' In(k’)

8 0.028 -3.5756
9 0.052 -2.9565
10 0.125 -2.0794
11 0.218 -1.5233

y(calc) y-(b+mx)
-3.58878 0.01323
-2.88539 -0.07112
-2.18199 0.10255
-1.47860 -0.04466

Tabel 4. Parameter regresi plot antara nc terhadap In (k’) deret homolog alkilparaben

Parameter Regresi Nilai Parameter Regresi Nilai
Slope 0.70339 Sdv regression 0.09419
Sdv slope 0.04213 F statistic 278.816
Intercept -9.21594 Stat var 2
Sdv intersept 0.40295 Ssregression 2.47382
Coeff determn 0.99288 Ssresiduals 0.01775
0
0 2 4q 6 8 10 12
0.5
-1
1.5 ks
< . y=0.703x- 9.215 Jearpel
8 = R*=0.992 .
2.5 218199
3 )
-¥88539
4 -3.58878
nC

Gambar 1. Grafik hubungan linear antara nc dengan In (k) deret homolog alkilparaben

Tabel 2 hasil perhitungan waktu mati dan
indeks retens deret homolog alkilparaben
menggunakan metode linearisas pada sistem
metanol: air (90:10). Pada kondisi ini diperoleh
waktu mati sebesar 1.672 menit dengan
koefisien korelasi sebesar 0,977. Hal ini
menunjukkan perolehan nilai waktu mati yang
sangat baik terlihat dari nilai koefisien korelasi
yang mendekati 1 dan nilai waktu mati yang
lebih kecil dari waktu retens metilparaben.
Namun Hal ini tidak diikuti oleh perolehan
nilai indeks retensi dimana terlihat nilai €IR

nilai indeks retensi hitung dengan nilai indeks
retensi fiktif lebih besar dari 15%. Dimana
semakin besar nilai €IR maka perolehan indeks
retens semakin tidak akurat akurat. Selisih
Indeks retens alkilparaben pada kondisi ini
semuanya lebih besar dari 15 yaitu mulai
22,618 sampai 145,314. Dari perolehan waktu
mati dan indeks retensi tersebut maka data ini
tidak bisa digunakan sebagai standar sekunder
penentuan indeks retensi senyawa uji. Hasil
perhitungan waktu mati dan indeks retensi
kedua deret homolog pada sistem metanol: air
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(90:10) menunjukkan bahwa perhitungan
dengan  menggunakan  metode iteras
memberikan data yang sangat baik dan bisa
digunakan sebagai standar yaitu deret homolog
n-alkana sebaga standar primer  dan
akilparaben sebagal  standar  sekunder.
Sedangkan  perhitungan dengan  metode
linearisas memberikan data yang baik untuk
standar primer deret homolog n-alkana namun
tidak memberikan data yang baik untuk standar
sekunder deret honolog akilparaben karena
perolehan indeks retens yang tidak akurat.
Maka dari itu data retensi yang dihitung dengan
metode iteras akan digunakan  untuk
perhitungan lanjutan untuk menguji hubungan
linieritas antara kedua deret homolog tersebut
untuk bisa digunakan sebagai standar
perhitungan senyawa uji.

Gambar 1 dan Tabel 4, dapat dilihat hubungan
yang linear antara bilangan karbon terhadap
nilai In (k) alkilparaben. Hubungan linear
tersebut ditunjukkan dari nilai-nilai parameter
regres yang dihasilkan dari hasil plot garis
antara nC terhadap nilai In(k’) alkilparaben.
Nilai koefisien determinasi (koefisien korelasi)
yang diperoleh sebesar 0,992. Ini menunjukkan
nilai yang sangat bagus karena nilai ini sangat
dekat dengan 1. Semakin mendekati 1 maka
nilai koefisien determinasi semakin baik
artinya hungan tiap-tiap bilangan karbon
terhadap In(k’) semakin linear. Nilai standar
devias dari slope dan intersep juga sangat baik
berturut-turut yaitu 0.04213 dan 0,40295
menunjukkan nilai yang kecil terhadap nilai
slope dan intersepnya. Semakin kecil nilai
devias dari slope dan intersep maka nilai slope
dan intersep semakin presisi. Nilai ss residuals
yang diperoleh sebesar 0.01775 menunjukkan

niali yang relatif kecil terhadap nilai ss
regresson artinya nilainya sangat baik.
Semakin Kkecil nilai ss residuds maka

pergeseran antara titik antara plot awal
terhadap plot garis lurus semakin kecil. Dari
semua nilai parameter regresi yang diperoleh
terlihat hubungan linear antara bilangan karbon
terhadap In(k’) deret homolog alkilparaben
sangat baik.

Gambar 2 dan Tabel 6, dapat dilihat hubungan
yang linear antara bilangan karbon terhadap

nilai  Indeks Retensi (IR) akilparaben.
Hubungan linear tersebut ditunjukkan dari
nilai-nilai parameter regresi yang dihasilkan
dari hasil plot garis antara nC terhadap nilai
Indeks Retens (IR) akilparaben. Nilai
koefisien determinasi (koefisien korelas) yang
diperoleh sebesar 0,992. Ini menunjukkan nilai
yang sangat bagus karena nilai ini sangat dekat
dengan 1. Semakin mendekati 1 maka nilai
koefisen determinas semakin baik artinya
hungan tiap-tiap bilangan karbon terhadap
Indeks Retensi semakin linear. Nilai standar
devias dari slope dan intersep juga sangat baik
berturut-turut yaitu 5,95759 dan 0,09400
menunjukkan nilai yang kecil terhadap nilai
slope dan intersepnya. Semakin kecil nilai
devias dari slope dan intersep maka nilai slope
dan intersep semakin presisi. Nilai ss residuals
yang diperoleh sebesar 354,9283 menunjukkan
nilai yang relatif kecil terhadap nilai ss
regresson artinya nilai yang sangat baik.
Semakin kecil nila ss residuals maka
pergeseran antara titik antara plot awal
terhadap plot garis lurus semakin kecil. Dari
semua nilai parameter regresi yang diperoleh
terlihat hubungan linear antara bilangan karbon
terhadap Indeks Retensi deret homolog n-alkil
paraben sangat baik. Gambar 3 dan Tabe 8,
dapat dilihat hubungan yang linear antara nilai
Indeks Retensi (IR) terhadap In(k’) dari
akilparaben.

Hubungan linear tersebut ditunjukkan dari
nilai-nilai parameter regresi yang dihasilkan
dari hasil plot garis antara Indeks Retensi (IR)
terhadap In(k’) alkilparaben. Nilai koefisien
determinasi (koefisien korelasi) yang diperoleh
sebesar 0,99998. Semakin mendekati 1 maka
nila koefisien determinas semakin baik
artinya hungan tiap-tiap In(k’) terhadap Indeks
Retensi semakin linear. Nilai standar deviasi
dari dope dan intersep juga sangat baik
berturut-turut yaitu 0,00001 dan 0.00955
menunjukkan nilai yang kecil terhadap nilai
slope dan intersepnya.

Semakin kecil nilai deviasi dari dope dan
intersep maka nilai slope dan intersep semakin
presis. Nila ss residuas yang diperoleh
sebesar 1.00005 menunjukkan nilai yang relatif
kecil terhadap nila ss regression artinya
nilainya sangat baik. Semakin kecil nilai ss
residuals maka pergeseran antara titik antara
plot awal terhadap plot garis lurus semakin
kecil. Dari semua nilai parameter regresi yang
diperoleh terlihat hubungan linear antara Indeks
Retensi terhadap In(k’) deret homolog
alkilparaben sangat baik.
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Tabel 5. Dataretensi hubungan nc dengan Indeks Retensi(IR) deret homolog al kil paraben

Nc IR y(calc) y-(b+mx)
8 802.133 800.026 2.10700

9 889.679 900.018 -10.33850
10 1014.37 1000.009 14.35600
11 1093.88 1100.001 -6.12450

Tabel 6. Parameter regresi plot antara nc terhadap Indeks Retensi (IR) deret homolog alkilparaben

Parameter Regresi Nilai Parameter Regresi Nilai
Slope 99.99150 Sdv regression 13.32157
Sdv slope 5.95759 F statistic 281.6992
I ntercept 0.09400 Stat var 2
Sdv intersept 56.98766 Ssregression 49991.500
Coeff determn 0.99295 Ssresiduals 354.9283

1200
¥ =99.99x+ 0.094 J_,.I
1000 R*=0.993 1100001
P 1000.009
800 E900.018
200.02&
& 500
400
200
0
] p 4 6 8 10 12
nC

Gambar 2. Grafik hubungan linear antara nc dengan Indeks Retensi(IR) deret homolog
alkilparabenHubungan Linier Indeks Retens (IR) Absolut dengan In(k”) Deret Homolog
Alkilparaben

Tabel 7. Data retensi hubungan Indeks Retensi(IR) terhadap In(k’) deret homolog alkilparaben

IR k' In(k") y(calc) y-(b+mx)
1014.37 0.125 -2.0794 -2.08099 0.00155
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Tabel 8. Parameter regresi plot antara Indeks Retensi (IR) terhadap In(k’) deret homolog

akilparaben
Parameter Regresi Nilai Parameter Regresi Nilai
Slope 0.00703 Sdv regression 0.00224
Sdv slope 0.00001 F statistic 496717.91
Intercept -9.21683 Stat var 2
Sdv intersept 0.00955 Ssregression 2.49155
Coeff determn 1.00000 Ssresiduals 1.00005
0
55 0 200 400 600 800 1000 1200
-1
1.5 i)
= -¥/52165
£ 7 y=0.007x- 9.216 )
25 R'= 0,99998 /08099
-3 |
-2/95813
3.5 =
4 -3.57400
IR

Gambar 3 Grafik hubungan linear antara Indeks Retensi(IR) dengan In(k’) deret homolog

akilparaben

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dari penelitian yang telah
dilakukan, diperoleh kesimpulan adalah deret
homolog alkilparaben terbukti dapat digunakan
untuk penentuan indeksretensi Kovats dalam
RP-HPLC koefisien korelasi yang sangat baik
pada sistempelarut MeHO/H,0 (90:10). Pada
kolom C18 Waters Sunfire dapat terelus
semua dengan sangat baik pada sistem pelarut
MeOH/H,O (90:10) untuk deret homolog
akilparaben yang terelusi. Hal ini nilai indeks
retenss yang diperoleh mash tergantung
dengan komposisi pelarut.
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