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ABSTRACT

Development of chlorampenicol analytical method UV-VIS spectrophotometry based on the diazotation
reaction at cold temperatures has been carried out. In this study, a coupling reaction was carried out between
diazonium salt sourced from sulfanilamide and chlorampenicol, diazonium salt was made by reacting sodium
nitrite and HCI with sulfanilamide. In the manufacturing process and the coupling reaction between
diazonium salt and chlorampenicol was carried out at cold temperatures and the resulting compound was
stable at £ 10°C. The compound formed was an azo sulfanilamide-CAP compound and was measured by
UV-Vis spectrophotometry at a wavelength of 400,941 nm.

Keywords: diazotation reaction, chlorampenicol, Spectrophotometry UV-Vis.
ABSTRAK

Pengembangan metode analisis chlorampenicol secara spektrofotometri UV-VIS berbasis reaksi diazotasi
pada suhu dingin telah dilakukan. Pada penelitian ini dilakukan reaksi kopling antara garam diazonium yang
bersumber dari sulfanilamid dengan chlorampenicol, garam diazonium dibuat dengan mereaksikan natrium
nitrit dan HCI dengan sulfanilamid. Pada proses pembuatan dan reaksi kopling antara garam diazonium
dengan chlorampenicol dilakukan pada suhu dingin dan juga senyawa yang dihasilkan stabil pada suhu +
10°C. Senyawa yang terbentuk tadi berupa senyawa azo sulfanilamid-CAP dan diukur dengan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 400,941 nm.

Kata kunci: reaksi diazotasi, chlorampenicol dan spektrofotometri UV-Vis.

PENDAHULUAN

Budidaya  perairan telah banyak
dikembangkan di Indonesia dan menjadi salah
satu mata pencaharian masyarakat. Tetapi banyak
kendala yang dialami oleh peternak, seperti
serangan bakteri, sehingga dapat mengganggu
produksi dan merugikan para peternak. Untuk
menanggulanginya para peternak menggunakan
antibiotik yang sering kali dicampurkan ke dalam
makanan hewan ternak.

Salah satu jenis antibiotik yang sering di
gunakan vyaitu chlorampenicol. yang mana
antibiotik ini memiliki kegunaan yang cukup
beragam dalam mengobati infeksi yang
disebabkan bakteri patogen [1][2]. Penggunaan
chloramphenicol pada komoditas perikanan

(udang-udangan dan ikan) telah merebak di
pasaran lokal, regional maupun internasional
sehingga menghambat bahkan menggagalkan
ekspor terutama udang dari Indonesia ke berbagai
negara di dunia [3].

Chlorampenicol adalah suatu golongan
antibiotik yang menghambat pertumbuhan
bakteri. Tetapi pada kadar yang tinggi dapat juga
bersifat bakterisidal [4]. Berdasarkan Keputusan
Menteri Pertanian No. 806/Kpts/TN.260/12/94
mengenai  Klasifikasi Obat Hewan, CAP
dikategorikan ke dalam obat keras untuk hewan.
Europian Union atau komisi negara Uni Eropa
memberikan  batasan  dalam  penggunaan
chlorampenicol sebesar 0,3 ppb [5].

85



Indra Kurniawan
Program Studi S1 Kimia FMIPA UNMUL

Dari uraian diatas, maka perlu dilakukan
analisa yang cepat, mudah dan murah untuk
mengukur  konsentrasi chlorampenicol pada
hewan ternak yang akan dipasarkan ke pasaran.
Dimana pada penelitian ini dilakukan optimasi
pada reagen guna mengetahui reagen dan waktu
reaksi yang optimum untuk bereaksi serta
mengetahui linearitas serta sensitivitas metode.

METODOLOGI PENELITIAN
Alat

Alat- yang digunakan pada penelitian ini
adalah neraca analitik,spektrofotometer UV-Vis
evolution 201, Hotplate stirer, sentrifuse, pipet
ukur, pipet volume, labu ukur, gelas kimia, labu
erlenmeyer, gelas arloji, corong gelas, spatula,
pipet tetes, batang pengaduk, dan botol semprot.

Bahan

Adapun bahan yang digunakan antara
dalam penelitian ini adalah, chloramphenicol
(Merck), sulfanilamid (Merck), natrium nitrit
(Merck), asam klorida pekat (Merck), es batu dan
garam.

Panjang Gelombang Maksimum
Chloramphenicol
Pengukuran panjang gelombang

maksimum chloramphenicol dilakukan dengan
menyiapkan larutan chloramphenicol 100 ppm.
Kemudian  larutan  diukur ~ menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis pada daerah panjang
gelombang UV 200-400 nm menggunakan
blanko etanol.

Panjang Gelombang Maksimum Senyawa Azo
Sulfanilamid-Chloramphenicol

Dipipet 3,0 mL larutan sulfanilamid 0,3 %
dimasukkan ke dalam gelas kimia 50 mL.
Selanjutnya ditambahkan berturut-turut larutan
3,0 mL HCI 1,0 M dan 50 mL NaNO, 1%.
Larutan dicampur dengan baik dan dibiarkan
pada suhu kamar selama 3 menit agar terjadi
reaksi diazotasi. Selanjutnya larutan ditambahkan
2,0 mL chloramphenicol 500 pug/mL dan diaduk
selama 5 menit dalam suhu dingin. Senyawa azo
yang dihasilkan dipindahkan secara kuantitatif ke
dalam labu ukur 25 mL dan diencerkan dengan
akuades sampai tanda tera kemudian diukur
panjang gelombang maksimumnya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada daerah tampak
380 — 700 nm. Blanko yang digunakan adalah
reagen yang terdiri dari sulfanilamid, HCI,
NaNO,, tanpa chloramphenicol. Panjang
gelombang yang menghasilkan nilai serapan
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maksimum merupakan panjang gelombang
maksimum dari senyawa azo sulfanilamid-
chloramphenicol.

Pengaruh Waktu Kopling Pembentukkan
Senyawa Azo

Disiapkan lima buah gelas kimia 50 mL
masing masing dimasukkan sebanyak 3,0 mL
sulfanilamid 0,3%. Kemudian ditambahkan
larutan HCI 1,0 M sebanyak 3 mL dan larutan
NaNO2 1% sebanyak 5 mL. Larutan diaduk
hingga homogen dan didiamkan selama 3 menit
pada suhu dingin. Selanjutnya masing-masing
ditambahkan 2,0 mL chloramphenicol 500
png/mL kemudian diaduk dengan variasi waktu 1,
2, 3, 4 dan 5 menit.

Optimasi Volume Sulfanilamid

Disiapkan lima buah gelas kimia 50 mL
masing masing dimasukkan sebanyak 1,0; 2,0;
3,0 dan 5,0 mL sulfanilamid 0,3%. Kemudian
ditambahkan larutan HCI 1,0 M sebanyak 3 mL
dan larutan NaNO, 1% sebanyak 5 mL.
Kemudian larutan diaduk hingga homogen dan
didiamkan selama 3 menit pada suhu dingin.
Selanjutnya masing-masing ditambahkan 2,0 mL
chloramphenicol 500 ug/mL kemudian diaduk
sesuai waktu optimum yang diperoleh pada
prosedur 3.5.3 dalam suhu dingin. Selanjutanya
diencerkan dalam labu takar 25 mL lalu diukur
absorbansi  panjang masing-masing larutan
dengan variasi volume tersebut menggunakan
Spektrofotometer  UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum senyawa azo
Sulfanilamid-chloramphenicol.

Optimasi Volume HCI

Disiapkan lima buah gelas kimia 50 mL
masing masing dimasukkan larutan sulfanilamid
0,3% dengan volume optimum yang diperoleh
pada prosedur 3.5.4 nomor 1. Kemudian
ditambahkan 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 dan 50 mL
larutan HCI 1,0 M dan 5,0 mL larutan NaNO,
1%. Kemudian larutan diaduk hingga homogen
dan didiamkan selama 3 menit pada suhu dingin.
Selanjutnya masing-masing ditambahkan 2,0 mL
chloramphenicol 500 pg/mL kemudian diaduk
sesuai waktu optimum yang diperoleh pada
prosedur 3.5.3 dalam suhu dingin. Selanjutnya
diencerkan dalam labu takar 25 mL lalu diukur
absorbansi  panjang masing-masing larutan
dengan variasi volume tersebut menggunakan
Spektrofotometer  UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum senyawa azo
Sulfanilamid-chloramphenicol.
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Optimasi Volume NaNO,

Disiapkan lima buah gelas kimia 50 mL
masing masing dimasukkan larutan sulfanilamid
0,3% dengan volume optimum yang diperoleh
pada prosedur 3.5.4 nomor 1. Kemudian
ditambahkan larutan HCI 1,0 M dengan volume
optimum yang diperoleh pada prosedur 3.5.4
nomor 2 dan 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dan 6,0 mL
larutan NaNO, 1%. Kemudian larutan diaduk
hingga homogen dan didiamkan selama 3 menit
pada suhu dingin. Selanjutnya masing-masing
ditambahkan 2,0 mL chloramphenicol 500
ug/mL kemudian diaduk sesuai waktu optimum
yang diperoleh pada prosedur 3.5.3 suhu dingin.
Selanjutnya diencerkan dalam labu takar 25 mL
lalu diukur absorbansi panjang masing-masing
larutan dengan variasi volume tersebut
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang maksimum senyawa azo
Sulfanilamid-chloramphenicol.

Pembuatan Kurva Kalibrasi Chloramphenicol
Disiapkan lima buah gelas kimia 50 mL
masing masing dimasukkan 3 mL larutan
sulfanilamid 0,3%. Kemudian ditambahkan 3 mL
larutan HCI 1,0 M dan 6 mL larutan NaNO, 1%.
Kemudian larutan diaduk hingga homogen dan
didiamkan selama 3 menit pada suhu dingin.
Selanjutnya masing-masing ditambahkan 1,0;
15, 20, 25 30, 35 dan 40 mL
chloramphenicol 500 pug/mL kemudian diaduk
selama 8 menit. selanjutnya diencerkan dalam
labu takar 25 mL dan dihomogenkan sehingga
diperoleh  konsentrasi Chloramphenicol 20
ug/mL; 30 pg/mL; 40 upg/mL; 50 ug/mL; 60
pg/mL; 70 pg/mL dan 80 pg/mL. Lalu diukur
absorbansi  panjang masing-masing larutan
dengan variasi volume tersebut menggunakan
Spektrofotometer  UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum senyawa azo
Sulfanilamid-Chloramphenicol.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum
Chlorampenicol

Pada pengukuran panjang gelombang
maksimum, pengukuran dilakukan pada rentang
200-400 nm menggunakan spektrofotometri UV-
Vis dan didapatkan hasil pengukuran pada
panjang gelombang 276,183 nm.

Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum

Senyawa Azo Sulfanilamid-Chlorampenicol
Pada pengukuran panjang gelombang

maksimum  senyawa  azo  sulfanilamid-
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chlorampenicol dilakukan pada rentang 400-500
nm menggunakan spektrofotometri UV-Vis
didapatkan hasil pengukuran pada panjang
gelombang 400,941 nm. Terjadi pergeseran yang
sebelum pada panjang gelombang 276,183 nm
yaitu pada daerah sinar uv menjadi panjang
gelombang 400,941 nm yaitu pada daerah sinar
tampak, ini menandakan telah terjadi reaksi
kopling antara garam  diazonium dan
chlorampenicol menghasilkan senyawa azo
sulfanilamid-chlorampenicol.

Pengaruh Waktu Kopling Pembentukan
Senyawa Azo

Optimasi waktu kopling dilakukan untuk
mengetahui waktu optimum yang dibutuhkan
untuk mereaksikan senyawa diazonium dengan
chlorampenicol dan menghasilkan senyawa azo
sulfanilamid-chlorampenicol. Adapun gambar
grafik pada optimasi waktu kopling senyawa azo
sulfanilamid-chlorampenicol sebagai berikut:
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Gambar 1. Optimasi waktu kopling

Berdasarkan  gambar  grafik diatas
didapatkan waktu 8 menit sebagai waktu
optimum untuk terbentuknya senyawa azo
sulfanilamid-chlorampenicol ~ dimana  pada
pengujian 5 menit sampai 8 menit mengalami
kenaikan intensitas serapan yang signifikan
sedangkan pada pengukuran 10 menit mengalami
penurunan intensitas serapan.

Optimasi Volume Sulfanilamid

Sulfanilamid digunakan sebagai sumber
garam diazonium yang akan dikopling dengan
chlorampenicol sebagai analit yang ditentukan
kadarnya. Pada penelitian ini digunakan
sulfanilamid dengan konsentrasi 0,3%.
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Gambar 2. Grafik Optimasi Volume

Sulfanilamid

Berdasarkan grafik diatas didapatkan
volume optimum sulfanilamid yaitu 3 mL.
Dimana pada volume sulfanilamid 1 sampai 3
mL terjadi kenaikan intensitas serapan yang
signifikan dan pada volume 4 sampai 5 mulai
terjadi penurunan intensitas serapan.

Optimasi Volume HCI

Optimasi volume HCI dilakukan untuk
mengetahui banyaknya asam yang dibutuhkan
untuk bereaksi dengan NaNO, yang akan
menghasilkan ion nitrosonium. Pada penelitian
ini digunakan HCI dengan konsentrasi 0,1 M.
Adapun grafik hasil pengukuranintensitas
serapan pada optimasi volume HCI sebagai
berikut:
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Gambar 3. Grafik Optimasi Volume HCI

Berdasarkan grafik diatas didapatkan
volume optimum HCI 0,1M ialah 3 mL. Dimana
intensitas serapan pada volume 1 mL sampai 3
mL mengalami kenaikan yang signifikan
sedangkan pada volume 4 mL terjadi penurunan
intensitas serapan.

Optimasi Volume NaNO,

Optimasi volume NaNO, dilakukan untuk
mengetahui volume asam nitrit yang optimum
untuk bereaksi dengan HCI untuk membentuk ion
nitronisium yang optimum dan akan bereaksi
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dengan gugus amina primer pada sulfanilamid
sebagai sumber garam diazonium. Konsentrasi
NaNO, yang digunakan ialah 1 %.
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Gambar 4. Grafik Optimasi Volume NaNO,

Berdasarkan grafik diatas, didapatkan
volume optimum NaNO, yaitu 6 mL. Dimana
pada volume 1 mL sampai 6 mL terjadi kenaikan
intensitas serapan yang signifikan sedangkan
pada volume NaNO, 7 mL terjadi penurunan
intensitas serapan.

Penentuan Kurva kalibrasi

Pada penentuan kurva kalibrasi dilakukan
pengukuran konsentrasi CAP dengan variasi yang
berbeda yaitu 20-80 g/mL. Berdasarkan hasil
pengukuran  yang dilakukan, didapatkan
persamaan regresi linear y = 0,0021x + 0,1403,
dimana y sebagai absorbansi dan x sebagai
konsentrasi CAP. Adapun nilai koefisien korelasi
dari persamaan regresi linear yaitu R* = 0,9935
dan terlihat bahwa kurva Kkalibrasi yang
dihasilkan menunjukkan linearitas. Menurut
Riyanto [6], jika koefisien determinasi (R)
semakin mendekati 1 maka kurva tersebut
memiliki linearitas yang baik. Adapun kurva
kalibrasi penentuan CAP sebagai berikut:

y=0,0021x+0,1403
//R:V

0 20 40 60 80 100
Konsentrasi CAP (ppm)

Gambar 5. Penentuan Kurva Kalibrasi
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Linearitas adalah kemampuan metode
analisis yang memberikan respon yang secara
langsung atau dengan bantuan transformasi
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matematik yang baik, proporsional terhadap
konsentrasi analit dalam sampel [7]. Pada
perhitungan linearitas menggunakan uji t.
Berdasarkan perhitungan dengan uji t didapatkan
nilai t hitung > dari nilai t tabel, maka terdapat
korelasi linear antara konsentrasi CAP dan
absorbansi.

Sensitivitas

Sensitifitas ditentukan dari harga slope (b)
yang berasal dari regresi linier kurva standar y =
bx + a [8]. Berdasarkan nilai persamaan regresi
linier, didapatkan nilai sensitivitas sebesar 0,0021
ppm dimana nilai sensitivitas didapatkan dari
nilai slope dari persamaan regresi.

KESIMPULAN

1. Berdasarkan penelitian didapatkan volume
optimum reagen antara lain 3 mL
sulfanilamid 0,3 %, 3 mL HCI 0,1 M, dan 6
mL NaNO, 1% pada rentang pengukuran 20
— 80 ppm.

2. Didapatkan hasil linearitas yang baik dengan
nilai sensitivitas sebesar 0,0021 ppm.
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