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LAMPIRAN 1

PENENTUAN ELUEN

Larutan baku Rhodamin B 1000 ppm

Ditotolkan pada plat KLT yang telah diaktifkan dengan cara
dipanaskan di dalam oven pada suhu 100°C selama 15 menit

A 4
Dimasukkan dalam chamber yang
telah dijenuhkan

v v
Eluen I : etil Eluen Il : etil asetat- Eluen Il : butanol-
asetat-metanol- metanol- etil asetat-
amoniak(15:3:3) amoniak(75:30:15) amoniak(10:4:5)

!

Proses elusi selesai, Amati bercak secara
visual dan pada sinar UV 254 nm dan 366 nm

A 4

Hitung Nilai Rf

Gambar 4.1 Penentuan eluen

56



LAMPIRAN 2

SKEMA PEMBUATAN LARUTAN UJI LIPSTIK TATO

2 g Sampel lipstik tato

v

Cawan penguapan

Masing-masing ditambahkan 48 tetes asam klorida 4 M

v

Masing-masing ditambahkan 60 tetes etanol

Cawan penguap yang mengandung
sampel ditambah pereaksi

A
Dilebur diatas water bath

'

Sampel yang telah melebur

v

Disaring

v

Filtrat

v

Dipekatkan diatas water bath

v

Larutan pekat

v

Vial sampel

Gambar 4.2 Pembuatan larutan uji lipstik tato
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LAMPIRAN 3

PENENTUAN BATAS DETEKSI ANALISIS KUALITATIF DENGAN
KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS

Larutan standar 1000 ppm diencerkan menjadi
konsentrasi 100 ppm sampai 0,5 ppm

v

Ditotolkan pada plat
KLT

Dimasukkan dalam
chamber

A\ 4
Proses elusi selesai, Amati bercak secara
visual dan pada sinar UV 254 nm dan 366 nm

A 4

Hitung Nilai Rf

Gambar 4.3 Penentuan batas deteksi analisis kualitatif
dengan kromatografi lapis tipis
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LAMPIRAN 4

SKEMA IDENTIFIKASI RHODAMIN B BAKU, SAMPEL DAN
LARUTAN CAMPURAN

Plat KLT silika Diaktifkan

gel 60F 254 nm

A\ 4

Dipanaskan didalam oven (100°C) selama 15
menit

20x20 cm

A 4

Larutan A, B dan C ditotolkan pada plat

Dengan pipa kapiler

Larutan baku Rhodamin B
A

.

Batas elusi : 7 cm

<

Sampel Lipstik tato

\

A
e I
* Larutan campuran *
N\
4 N
@ e o e e o o o
\_Y_}
Jarak antar noda 1 cm Batas penotolan
+—
sampel: 1 cm
Diamati bercak secara visual dan Dikerinakan beberapa saat
dibawah sinar UV 254 nm dan g P
366 nm <
Dimasukkan kelarutan  pengembang
sistem yang sesuai

v

Jika secara visual bercak berwarna
merah dan dibawah sinar UV 254
nm & 366 nm berfluoresensi kuning
atau orange menunjukkan adanya
Rhodamin B

v

Dibiarkan fase gerak naik sampai
hampir mendekati batas elusi

!

v

Dilakukan perhitungan Rt

Plat KLT diangkat dan dibiarkan kering di udara

Gambar 4.4 Identifikasi Rhodamin B baku, sampel dan larutan campuran
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LAMPIRAN 5

PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM RHODAMIN B

Dibuat larutan baku dengan salah satu
konsentrasi yang telah dibuat

)

Larutan baku diukur serapannya pada
panjang gelombang 400-800 nm

}

Dibuat kurva dengan menghubungkan
konsentrasi  (sumbu  Xx) dengan
absorbansi (sumbu y)

\4
Diperoleh panjang gelombang
maksimum dengan melihat absorbansi
terbesar

Gambar 4.5 Penentuan panjang gelombang maksimum Rhodamin B



LAMPIRAN 6

PEMISAHAN RHODAMIN B DENGAN KROMATOGRAFI
PREPARATIF

Plat KLT silika gel 60F 254 nm (10,5x20)

l Diaktifkan

Dipanaskan didalam oven (100°C) selama 60 menit

:

Sampel ditotolkan pada plat

l Dengan mikropipet berupa garis

Batas elusi : 18 cm <

pita garis J{ } Jarak :lcm

Dimasukkan kelarutan pengembang sistem yang sesuai
dan biarkan sampai fase gerak mendekati batas elusi

v

Plat KLT diangkat dan dibiarkan kering di udara

v

Diamati bercak secara visual dan dibawah sinar UV 254 nm dan 366 nm dan
buat garis pada bercak berupa pita yang berfluoresensi kuning atau orange

+

Kerok, larutkan dan ukur dengan Spektrofotometri UV-Visibel

Gambar 4.6 Pemisahan Rhodamin B dengan kromatografi preparatif
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LAMPIRAN 7

PEMBUATAN KURVA KALIBRASI DAN PENENTUAN LINEARITAS

Dibuat beberapa konsentrasi dari larutan baku Rhodamin B 1000
ppm yaitu 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, dan 12 ppm

!

Masing-masing larutan standar dibaca absorbansinya
pada panjang gelombang maksimum

A 4
Hasil absorbansi tersebut diplot dalam
kurva konsentrasi terhadap absorbansi

\4
Dibuat persamaan regresi linear
dengan rumus y=bx + a

)

Tentukan nilai koefisien korelasi
(ketentuan r? = 1)

Gambar 4.7 Pembuatan kurva kalibrasi dan linearitas



LAMPIRAN 8

PENENTUAN BATAS DETEKSI/LIMIT OF DETECTION (LOD) DAN
BATAS KUANTIFIKASI/LIMIT OF QUANTIFICATION (LOQ)

Hitung Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi dengan
rumus

o= (30

v
LOD = (3 XbSB)

Gambar 4.8 Penentuan batas deteksi/limit of detection (LOD) dan
batas kuantifikasi/limit of quantification (LOQ)
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LAMPIRAN 9

UJI KECERMATAN (AKURASI)

Sampel lipstik tato

!

Larutkan dengan larutan HCL
4M dan etanol

Ekstraksi

y

Kromatografi Preparatif

l

Ukur absorbansinya dengan
Spektrofotometri UV-Visibel

Larutan baku Rhodamin B2
ppm + Sampel lipstik tato

'

Larutkan dengan larutan
HCL 4M dan etanol

l Ekstraksi

Kromatografi Preparatif

l

Ukur absorbansinya dengan
Spektrofotometri UV-Visibel

A 4

Hitung % recovery-nya
(% perolehan kembali)

y

% Recovery = Cfc_*% X100

Gambar 4.9 Uji kecermatan (akurasi)
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LAMPIRAN10

Ul KESEKSAMAAN (PRESISI)

Larutan baku Rhodamin B dibuat 6 larutan dengan
konsentrasi yang sama

I

Larutkan dengan IarUtan HCL 4M dalam
labu ukur 10 mL

A 4
Ukur absorbansinya dengan
Spektrofotometri UV-Visibel

\ 4

Hitung % RSD (% Relative Standard Deviasi)

A 4

% RSD:S;D x 100%

Gambar 4.10 Uji keseksamaan (presisi)
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LAMPIRAN 11

PENETAPAN KADAR RHODAMIN B

Sampel hasil kromatografi preparatif

v

Larutkan dengan larutan HCL 4M

!

Ukur absorbansinya dengan
Spektrofotometri UV-Visibel

!

Lakukan 3 kali (triplo) pengukuran

\ 4

Hitung kadar Rhodamin B

Gambar 4.11 Penetapan kadar Rhodamin B
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LAMPIRAN 12

SAMPEL

(A)

(B)

Gambar 5.1 Sampel dan hasil ekstraksi

Keterangan : (A) Sampel; (B) Ekstrak sampel Al1-B2 dan Larutan campuran
(Larutan baku + Sampel A1-B2)
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LAMPIRAN 13

SAMPEL (LANJUTAN)

(A)

©)
Gambar 5.2 Hasil ekstraksi

Keterangan : (A) Ekstrak sampel C1-C2 dan Larutan campuran (Larutan baku +
Sampel C1-C2); (B) Ekstrak sampel D1-E2 dan Larutan campuran
(Larutan baku + Sampel D1-E2); (C) Ekstrak sampel F1 dan

Larutan campuran (Larutan baku + Sampel F1)



LAMPIRAN 14

LARUTAN BAKU RHODAMIN B

} It

Rhodamin B 100 ppm

Gambar 5.3 Larutan baku Rhodamin B
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LAMPIRAN 15

HASIL KLT PENENTUAN ELUEN PADA RHODAMIN B

(B)

(A)

©)
Gambar 5.4 Hasil KLT penentuan eluen pada Rhodamin B

Keterangan : (A) Eluen (1), (1) dan (I11) Secara Visual; (B) Eluen (1), (I1)
dan (I11) Dibawah UV254 nm; (C) Eluen (1), (1) dan (I1I)
dibawah UV366 nm
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LAMPIRAN 16

HASIL KLT BATAS DETEKSI RHODAMIN B

Gambar 5.5 Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B

Keterangan : (A) Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B baku dengan konsentrasi
100 ppm — 10 ppm dilihat secara visual; (B)Hasil KLT batas
deteksi Rhodamin B baku dengan konsentrasi 9 ppm — 1 ppm
dilihat secara visual; (C) Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B
baku dengan konsentrasi 0,9 ppm — 0,5 ppm dilihat secara visual
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LAMPIRAN 17

HASIL KLT BATAS DETEKSI RHODAMIN B (LANJUTAN)

Gambar 5.6 Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B

Keterangan : (A) Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B baku dengan konsentrasi
100 ppm — 10 ppm dilihat UV 366 nm; (B)Hasil KLT batas deteksi
Rhodamin B baku dengan konsentrasi 9 ppm — 1 ppm dilihat UV
254 nm; (C) Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B baku dengan
konsentrasi 0,9 ppm — 0,5 ppm dilihat secara UV 254 nm
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LAMPIRAN 18

HASIL KLT BATAS DETEKSI RHODAMIN B (LANJUTAN)

Gambar 5.7 Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B

Keterangan : (A) Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B baku dengan konsentrasi
100 ppm — 10 ppm dilihat UV 366 nm; (B)Hasil KLT batas deteksi
Rhodamin B baku dengan konsentrasi 9 ppm — 1 ppm dilihat UV
366 nm; (C) Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B baku dengan
konsentrasi 0,9 ppm — 0,5 ppm dilihat secara UV 366 nm
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LAMPIRAN 19

HASIL KLT IDENTIFIKASI SAMPEL

(A1) (A2) (B1) (B2)

(C1) (C2) (D1) (D2)

Keterangan :

(E1) (E2) (F1)

Gambar 5.8 Hasil KLT identifikasi sampel

Hasil KLT larutan Rhodamin B; sampel Al-F1 ; dan campuran
sampel dengan Rhodamin Bdilihat secara visual
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LAMPIRAN 20

HASIL KLT IDENTIFIKASI SAMPEL (LANJUTAN)

(A1)

(A2) (B1) (B2)

(C1)

(E1)

Keterangan

(C2) (D1) (D2)

(E2) (F1)
Gambar 5.9 Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B

: Hasil KLT larutan Rhodamin B; sampel Al-F1 ; dan campuran
sampel dengan Rhodamin B dilihat secara UV 254 nm
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LAMPIRAN 21

HASIL KLT IDENTIFIKASI SAMPEL (LANJUTAN)

(A1)

(A2) (B1) (B2)

(C1)

(E1)

Keterangan :

(C2) (D1) (D2)

(E2) (F1)
Gambar 5.10 Hasil KLT batas deteksi Rhodamin B

Hasil KLT larutan Rhodamin B; sampel Al-F1 ; dan campuran
sampel dengan Rhodamin B dilihat secara UV 366 nm
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LAMPIRAN 22

HASIL KROMATOGRAFI PREPARATIF UNTUK UJI AKURASI

Gambar 5.11 Hasil kromatografi preparatif untuk uji akurasi

Keterangan : Hasil Kromatografi preparatif untuk pengujian akurasi dilihat
secara manual dan dibawah UV 254 nm dan 366 nm
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LAMPIRAN 23

HASIL KROMATOGRAFI PREPARATIF UNTUK PENENTUAN KADAR
RHODAMIN B PADA LIPSTIK TATO

I

Gambar 5.12 Hasil kromatografi preparatif untuk penentuan kadar Rhodamin B
pada liptik tato

Keterangan : Hasil Kromatografi Preparatif pada sampel B2 dilihat secara visual
dan dibawah UV 254 nm dan 366 nm
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LAMPIRAN 24

SAMPEL HASIL KROMATOGRAFI PREPARATIF DAN EKSTRAK
SAMPEL B2

(A) (B)

Gambar 5.13 Sampel hasil kromatgorafi preparatif dan ektrak sampel B2

Keterangan : (A) Sampel Kromatografi Preparatif yang telah dilarutkan; (B)
Ekstrak sampel B2
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LAMPIRAN 25

PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM, KURVA
KALIBRASI DAN LINEARITAS

Gambar 5.14 Penentuan panjang gelombang maksimum, kurva kalibrasi
dan linearitas

Keterangan : Penentuan panjang gelombang maksimum, Pembuatan Kurva
Kalibrasi dan Penentuan Linearitas, nilai absorbansi larutan baku
2,4,6,8,10dan 12 ppm
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LAMPIRAN 26

UJI PRESISI

[ S IT T

0.5?77a
558.0nn

Gambar 5.15 Uji presisi

Keterangan : Nilai absorbansi uji presisi dengan spektrofotometri UV-Visibel
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LAMPIRAN 27

UJI AKURASI

Gambar 5.16 Uji akurasi

Keterangan : Nilai absorbansi sampel B2 + larutan baku Rhodamin B dengan
spektrofotometri UV-Visibel
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LAMPIRAN 28

PENENTUAN KADAR RHODAMIN B PADA SAMPEL B2

Gambar 5.17 Penentuan kadar Rhodamin B pada sampel B2

Keterangan : Nilai absorbansi kadar Rhodamin B pada lipstik tato dengan
spektrofotometri UV-Visibel



