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ABSTRACT

A Research of the utilization of spectrum shift in confirmation test for barbiturate using
TLC-Spectrophotodensitometry has been done. Analyte was analyzed using two mobile phases,
that are TD (chloroform: acetone = 80 : 20) and TE (ethyl acetate: methanol: ammonia = 85 : 15 :
5) with AI-TLC Silica 60 GF,s4 plate as the stationary phase. Afterwards, plate was sprayed with
HCI or KOH. The analyzed parameters were hR¢’, normal UV-spectrum pattern and its shift. The
correlation of spectrum or the shift of UV-spectrum for barbiturate compounds was determined
with Wincats program.

The analysis of barbiturates which based on hR;* in error window (+7) for TD system and
in error window (£11) for TE, still produced hit factor 8-25 compounds. The confirmation test for
barbiturates based on hR¢" and r > 0,95, produced hit factor 1-2 compounds.

Barbiturate compounds showed spectrum shift in alkali solution, while in acid solution did
not happen. However, all four analytes contained identical spectrum shift, therefore the data of
these spectrum shift can not be utilized for confirmation test of barbiturate compounds.

Keywords : Barbiturate compounds, confirmation test, two mobile phases, hR{, spectrum
correlation and spectrum shift.

PENDAHULUAN dilakukan dengan penelusuran
Penyalahgunaan  barbiturat ~ di pemakai, pengedar dan produsen.
Indonesia dalam beberapa tahun Apakah seseorang  mengkonsumsi

terakhir mengalami peningkatan. Di
kalangan pecandu NAPZA (Narkotika,
Psikotropika dan  Zat  Adiktif),
golongan barbiturat merupakan salah
satu jenis psikotropika yang paling

senyawa barbiturat atau tidak dapat
diketahui dengan metode analisis
toksikologi forensik. Ada dua tahapan
dalam langkah analisis toksikologi,
yaitu uji skrining (screening test) dan

banyak dipakai [1],[2]. Golongan uji konfirmasi (confirmatory test) [5].
barbiturat merupakan golongan TLC-Spektrofotodensitometri
depresan yang dapat mengakibatkan merupakan salah satu metode analisis
ketergantungan secara fisik dan yang dapat digunakan untuk uji
psikologis bila digunakan dalam waktu skrining dan konfirmasi senyawa [6].
lama dan telah banyak menyebabkan Ojanpera dan Vuori (1994)
kematian karena overdosis [3], [4]. memanfaatkan metode TLC-
Untuk menangani kasus Spektrofotodensitometri  untuk  uji
penyalahgunaan  barbiturat  dapat skrining dan konfirmasi berdasarkan
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kombinasi data hR{ dan harga
koefisien korelasi spektrum analit
dengan spektrum data pustaka [7].
Metode ini Dberhasil meningkatkan
selektifitas uji skrining, namun belum
cukup baik untuk uji konfirmasi dalam
mengidentifikasi ~ senyawa  secara
spesifik. Uji  konfirmasi senyawa
morfin dan kodein yang dilakukan oleh
Primaningrum (2009) dan Sari (2009)
dengan memanfaatkan metode
Ojanpera dan Vuori (1994) hasilnya
kurang baik, dimana kemunculan
senyawa target yang tidak selalu
menduduki urutan pertama [8],[9]. Hal
ini menyebabkan terjadinya kesalahan
interpretasi.

Wirasuta (2008), melaporkan bahwa
cairan pengelusi dengan berbagai pH
dapat menggeser secara khas pola
spektrum senyawa barbiturat pada plat
AI-TLC Silika 60 GFgs4. Pergeseran
spektrum yang khas ini diharapkan

dapat mempertegas hasil uji
konfirmasi. Selain itu, untuk
meningkatkan hasil uji konfirmasi
dapat  juga  dilakukan  dengan
menggunakan dua sistem fase gerak
yang berbeda [10].

Dalam penelitian ini akan dilakukan
uji  konfirmasi senyawa golongan
barbiturat menggunakan TLC-
Spektrofotodensitometri dengan dua
sistem fase gerak dan pemanfaatan
pergeseran spektrum senyawa
barbiturat akibat pengaruh pH asam
dan basa terhadap analit.

METODE PENELITIAN
Alat

Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi alat-alat gelas,
pinset, kotak plastik kedap udara
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(tupperware), alat semprot (lwaki),
bejana kromatografi lapis tipis tipe twin
chamber (CAMAG-Muttenz
Switzerland), kertas saring, ballfiller,
pipet kapiler 2 pL, instrumen aplikator
sampel Nanomat 4 (CAMAG-Muttenz
Switzerland), timbangan analitik (AND
GR-200), TLC-Scanner 3 (CAMAG-
Muttenz Switzerland), oven
(Memmert).
Bahan

Bahan pelarut dan pereaksi yang
digunakan adalah standar pro analisis
dari Merck-Germany, yaitu : metanol,
kloroform, aseton, etil asetat, amonia
dan hidrogen klorida. Fase diam adalah
plat Al-TLC Silika 60 GFs4 ukuran 6 x
10 cm (Merck- Germany). Senyawa
standar alobarbital, barbital, butalbital,

fenobarbital, parasetamol, diazepam,
nitrazepam, fenilbutazon, teofilin,
kodein, bromazepam dan kalium

hidroksida diperoleh dari Kimia Farma.
Uji Konfirmasi Berdasarkan hR¢
dan Pembandingan  Spektrum
Pustaka

Disiapkan masing-masing 2 plat
yang telah diaktifkan untuk setiap fase
gerak (sistem TD dan TE). Analit dan
senyawa standar pembanding
ditotolkan dengan Nanomat 4 pada
kedua plat dengan penotolan masing-
masing sejumlah 6 pl (6000 ng), Pada
lajur 1 ditotolkan alobarbital, lajur 2 =
barbital, lajur 3 = butalbital, lajur 4 =
fenobarbital dan lajur 5 = senyawa
standar pembanding untuk tiap fase
gerak.

Plat I dan Il dielusi dengan fase
gerak terpilih dalam bejana
kromatografi yang sebelumnya telah
dijenuhkan dengan fase gerak selama
30 menit. Pengembangan dilakukan
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secara menaik sejauh 90 mm. Setelah
batas pengembangan tercapai, plat
dikeringkan pada oven bersuhu 60°C
selama 10 menit. Plat dirajah dengan
TLC-Scanner 3 pada  panjang
gelombang 215 nm. Untuk masing-
masing puncak yang diperoleh, dibuat
spektrumnya pada rentang panjang
gelombang 200-400 nm. Ulangi
langkah di atas sebanyak 4 kali.

Skrining analit dilakukan dengan
memilih  senyawa dipustaka yang
memiliki kesesuaian variabel pada
daerah pencarian (hR¢" + error window)
masing-masing sistem fase gerak yang
digunakan. Uji konfirmasi dilakukan
dengan membandingkan bentuk
spektrum  analit dengan  bentuk
spektrum senyawa pembanding yang
terdapat dalam data library WinCats
pada rentang jendela hR¢", kesesuaian
spektrum ditunjukkan dengan besaran
harga koefisien korelasi antar kedua
spektrum > 0,95 [7].

Pemanfaatan Reaksi Geseran
Spektrum (HCI 0,1 M dan KOH 0,1
M dalam metanol) untuk Uji
Konfirmasi

Plat | setelah perlakuan prosedur di
atas disemprot dengan HCI 0,1 M
kemudian plat dirajah dengan TLC-
Scanner 3 pada rentang panjang
gelombang 200-400 nm, plat kemudian
dikeringkan dengan oven pada suhu
60°C selama 10 menit dan dirajah
kembali. Selanjutnya dilakukan
penyemprotan dengan KOH 0,1 M
kemudian dirajah pada panjang
gelombang 200-400 nm, plat kemudian
dikeringkan dengan oven pada suhu
60°C selama 10 menit dan dirajah
kembali. Prosedur yang sama diulangi
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untuk plat Il, dengan perlakuan basa
(KOH 0,1 M) pertama kemudian asam
(HCI 0,1 M). Lakukan prosedur ini
untuk kedelapan plat sisanya.

Uji konfirmasi dilakukan dengan
membandingkan  bentuk  spektrum
analit dengan  bentuk  spektrum
senyawa pembanding yang terdapat
dalam data library WinCats, kesesuaian
spektrum ditunjukkan dengan besaran
harga koefisien korelasi antar kedua
spektrum > 0,95 [7].

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemisahan  Senyawa  Golongan
Barbiturat dengan Sistem Fase
Gerak TD dan TE

Dari  hasil penelitian diperoleh
pemisahan senyawa-senyawa golongan
barbiturat dengan sistem fase gerak TD
dan TE seperti pada tabel 4.1.
Tabel 4.1 Resolusi senyawa golongan
barbiturate pada fase gerak sistem TD
dan TE.

Tistem Bazolusi
Fasz Sanyawa
ek Alobarbial  Barbial | Bualbial | Fengbarbid
Alobarhital 0,7 0,41 0,53
Barhital 1,01 0,17
m
Butalbital 0,92
Fenobarbital
Bamyawa  Alobarbiel  Barbital Butalbital Fenoharbiral
Alobarbital 0,39 0.8 0,74
TE Barhita] 1,12 0,64

Butalbital 1,57

Fenobarhital

Dari data pada tabel 4.1, senyawa
butalbital-fenobarbital (sistem TE) dan
barbital-butalbital (sistem TD dan TE)
terpisah dengan baik, yang ditandai dengan
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Rs > 1. Sedangkan resolusi senyawa
barbiturat lainnya kurang baik (Rs < 1).
Pemisahan yang kurang baik ini diduga
disebabkan  karena  faktor  volume
penotolan analit yang terlalu besar (6 pl),
menyebabkan overload pada sistem
kromatografi sehingga terjadi overlapping
antar spot yang berdekatan [11].

Uji Konfirmasi dengan Dua Sistem Fase
Gerak

Dari hasil penelitian diperoleh nilai hRs
senyawa-senyawa golongan barbiturat
pada sistem fase gerak TD dan TE seperti
pada tabel 4.2.
Tabel 4.2 Nilai hR¢ senyawa golongan
barbiturat pada sistem fase gerak TD dan
TE

C

Semyawa

Alobabitdl 42 24 515 40
Babil 33 080 LM 4 0 0 7 14 M
Bulbiel 46 073 13 ¥ 0 0 4

Fachabitd 37 080 257 £ 08 15 N 197 66

Keterangan : hR,’= hR rata-rata; standar A = standar
pembanding (parasetamol, nitrazepam, diazepam
dan fenilbutazon); standar B = standar pembanding
(parasetamol, barbital, butalbital dan fenilbutazon);
standar C = standar pembanding (teofilin, kodein,
bromazepam dan diazepam)

Berdasarkan tabel di atas dapat
dilihat bahwa pada sistem TD dengan
menggunakan standar A diperoleh nilai
hR¢ senyawa alobarbital, butalbital dan
fenobarbital yang berada diluar rentang
hR¢ pustaka + error window (celah
kesalahan) sistem TD vyaitu 7, sehingga
analit tidak terdapat dalam hit factor
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(senyawa yang mempunyai kesesuaian
variabel). Hal ini diduga disebabkan
oleh penggunaan bentuk garam dari
senyawa standar pembanding
nitrazepam dan diazepam sehingga hR¢
yang dihasilkan tidak sesuai dengan

pustaka dan mempengaruhi
perhitungan hR¢  analit.  Namun,
dengan menggunakan standar B

diperoleh nilai hR¢ analit yang berada
dalam rentang hR{ pustaka + 7,
sehingga analit terdapat dalam hit
factor.

Pada sistem TE, nilai hRf yang
diperoleh terletak pada rentang hR¢
pustaka + 11, yang berarti analit
tersebut muncul dalam hit factor.
Pemisahan senyawa analit pada sistem
ini dipengaruhi oleh kualitas pelarut
yang digunakan dalam pembuatan fase
gerak dimana untuk memperoleh
pemisahan yang optimal, sebaiknya
menggunakan pelarut dalam kondisi
murni dan stabil.

Berdasarkan  tabel 4.2 maka
diperoleh distribusi nilai hR¢ + error
window senyawa golongan barbiturat
pada sistem fase gerak TD dan TE
sebagai berikut.

Distribusi hR;* senyawa golongan barbiturat

S0 e e hutalbial

|
|
1 1# alobarbital
| 4 barbital
1 I
|
I

+ ienoh‘Frhltal

Gambar 4.1 Distribusi hR¢ * error
window pada sistem fase gerak TD dan
TE
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Pada gambar 4.1, garis putus-putus
menunjukkan error window dari
masing-masing sistem fase gerak
dengan menggunakan senyawa barbital
sebagai titik pusatnya. Error window
dari sistem TD adalah 7 dan untuk
sistem TE adalah 11 [12]. Dari gambar
di atas, dengan menggunakan sistem
TD, terdapat 2 senyawa yang diduga
analit, yaitu barbital dan fenobarbital.
Sedangkan dengan sistem TE terdapat
3 senyawa yang diduga analit, yaitu
alobarbital, barbital dan fenobarbital.
Dari gabungan kedua data tersebut
diperoleh irisan data berupa senyawa
yang lolos dalam uji skrining, yaitu
barbital dan fenobarbital. Hal tersebut
menunjukkan bahwa penggunaan dua
sistem fase gerak ini  dapat
memperkecil jumlah senyawa yang
lolos dalam uji skrining.

Uji konfirmasi dilakukan terhadap
senyawa-senyawa yang lolos dalam uji
skrining dengan  membandingkan
spektrum UV  senyawa tersebut
terhadap spektrum UV pada pustaka.
Berdasarkan nilai hR¢° dan
pembandingan korelasi spektrum analit
dengan data pustaka diperoleh hasil
seperti pada tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Hit Factor berdasarkan nilai
hR + error window dan korelasi
spectrum

Hit Factor
¥
Irisan
Senyawa T dan Senyawa
o 1 Irizan 1
=095
)
Alpbarbital
Alobarbital 62 308 25
Butalbital
Barbital 48 286 3 1 Barbital
Butalbitzl 64 343 13 1 Butalbitzl
Fenoharbital
Fenobarbital 49 283 3
Barbital

Keterangan : Hit factor adalah jumlah senyawa pada
pustaka yang mempunyai kesesuaian dengan analit
pada nilai hR¢ + error window dan bentuk spektrum
dari pustaka, Y Irisan adalah jumlah senyawa yang
merupakan irisan senyawa dari hit factor pustaka
(TD) dengan (TE), r adalah korelasi spektrum UV
analit terhadap senyawa pada pustaka.

Dari data pada tabel 4.3, diketahui
pemisahan senyawa analit
menggunakan 1 sistem fase gerak, baik
TD maupun TE menghasilkan hit
factor > 1 senyawa. Irisan data yang
diperoleh bila hasil pemisahan kedua
fase gerak tersebut digabungkan, masih
menunjukkan jumlah senyawa yang
relatif banyak (8 s/d 25 senyawa).
Dengan memasukkan variabel data
korelasi spektrum (r > 0,95), jumlah hit
factor yang muncul dapat
diminimalkan sampai senyawa barbital
dan butalbital berhasil diidentifikasi
(hit factor = 1), namun untuk senyawa
alobarbital dan fenobarbital memiliki
hit factor = 2 senyawa, sehingga
identitas kedua senyawa tersebut masih
belum dapat dipastikan. Untuk itu,
perlu dilakukan uji konfirmasi lebih
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lanjut dengan memanfaatkan data
geseran spektrum dari senyawa tersebut
untuk memastikan identitasnya.

Data Geseran Spektrum dalam Uji
Konfirmasi
A. Pengaruh pH Asam dan Basa
Terhadap Bentuk Spektrum UV
Senyawa dari Golongan Barbiturat
Dalam penelitian ini variasi pH
didapat dengan penyemprotan plat
memakai HCI 0,1 M dan KOH 0,1 M.
Hasil dapat dilihat pada Tabel 4.4 s/d
4.11.
Tabel 4.4 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
setelah dielusi dengan sistem fase
gerak TD, disemprot HCI 0,1M dan
dikeringkan

Bentuk Spaltom UV

Pustska dengsn Anslit Awsl Setalsh Dislusi, Dizamprot
{Batelah Dislusi) HCI dan Dikeringkan

Semyawa
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Gambar pada tabel 4.4 menunjukkan

bahwa bentuk spektrum UV analit awal
mempunyai profil spektrum yang sama
dengan bentuk spektrum UV analit
pada pustaka. Setelah  disemprot
dengan HCI baik diukur dalam keadaan
basah maupun kering, spektrum UV
yang dihasilkan mempunyai kemiripan
profil spektrum dengan spektrum UV
analit awal. Nilai korelasi spektrum UV
analit pada beberapa perlakuan di atas
ditampilkan pada tabel 4.5.
Tabel 4.5 Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat setelah dielusi dengan fase
gerak sistem TD, disemprot HCI 0,1M
dan dikeringkan.

% IzHClY T=HClk

Sanyawa

Aohatitd 090 003 02 0% 005 L1 0% 007 LA

Alchabind Babiel 03 000 03 080 0014 14 0% 000 207
Budbid 000 0000 087 097 000 00 0% 0018 L3
Babiral Facbatitd 080 0003 035 088 0010 0% 08 004 14
Keterangan : r,, = korelasi antara bentuk spektrum
. | UV analit awal dengan pustaka, rync p = korelasi
antara bentuk spektrum UV analit awal dengan
setelah disemprot HCI 0,1 M, r,.yc; = Korelasi antara
bentuk spektrum UV analit awal dengan dikeringkan
" pada suhu 60°C selama 10 menit setelah disemprot
HCI, r = korelasi rata-rata, SD = standar deviasi, KV
Fenobarbital .- . .
= koefisien variansi-
Keterangan :
= Spektrum UV analit dari pustaka
= Spektrum UV analit awal (setelah
dielusi)
= Spektrum UV analit setelah disemprot
HCI
= Spektrum UV analit setelah dikeringkan
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Tabel 4.6 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
setelah dielusi dengan sistem fase
gerak TD, disemprot KOH 0,1M dan
dikeringkan

Bentuk Spektrum UV
Senyawa Pustaka dengan Setelah Dielust,
Analit Awal Disemprot KOH dan
(Setelah Dielust) Dikermgkan

Alobarbital

Barbital

Butalbital
Fenobarbital

Keterangan :

— = Spektrum UV analit dari pustaka

= Spektrum UV analit awal (setelah dielusi)

= Spektrum UV analit setelah disemprot
KOH

= Spektrum UV analit setelah dikeringkan

Gambar pada tabel 4.6 menunjukkan
bahwa bentuk spektrum UV analit awal
mempunyai profil spektrum yang sama
dengan bentuk spektrum UV analit
pada pustaka. Namun  apabila
disemprot dengan KOH, spektrum UV
yang dihasilkan mempunyai profil
spektrum yang berbeda dengan
spektrum UV analit awal. Nilai korelasi
spektrum UV analit pada beberapa
perlakuan di atas ditampilkan pada
tabel 4.7.

25

Tabel 4.7 Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat setelah dielusi dengan fase
gerak sistem TD, disemprot KOH 0,1M
dan dikeringkan

Iy I, KOHb [ ROHK
Semyana
P (E:) PR (f:’} ;9 5:}
Alobartl 099 003 029 08 0033 631 088 009 4%
Bubtl 0% 003 03 0W 0070 883 088 0085 7
Bubatl 099 Q009 087 08 0067 &07 088 007 T8
Feochartitl 030 0008 0% 0 004 230 0% 000 18

Keterangan : r., = korelasi antara bentuk spektrum
UV analit awal dengan pustaka, roxon p = korelasi
antara bentuk spektrum UV analit awal dengan
setelah disemprot KOH 0,1 M, r,xon k= Korelasi
antara bentuk spektrum UV analit awal dengan
dikeringkan pada suhu 60°C selama 10 menit setelah

disemprot KOH, r = korelasi rata-rata, SD = standar
deviasi, KV = koefisien variansi

Dari tabel 4.5 dan 4.7 dapat dilihat
korelasi rata-rata antara spektrum UV
analit awal dengan pustaka
menunjukkan nilai > 0,95 dengan KV <
2% vyang berarti bahwa analit yang
digunakan dalam penelitian adalah
analit yang sama dengan pustaka.
Setelah disemprot dengan HCI 0,1 M
dan dikeringkan, spektrum analit tidak
menunjukkan perubahan yang
signifikan dengan bentuk spektrum
awal. Hal ini menunjukkan bahwa pH
asam tidak memberi pengaruh (geseran
spektrum) terhadap spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat.
Namun setelah disemprot KOH 0,1 M
dan diukur dalam keadaan basah,
spektrum analit menunjukkan
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terjadinya  perubahan  (pergeseran gerak TE, disemprot HCI 0,1M dan
spektrum) terhadap spektrum analit dikeringkan

awal dengan nilai korelasi antara 0,79 - Bk Sy UV
0,92. Nilai korelasi ini akan membesar - -

. . Senyawa | Pustlkademgan | o 1) Dioue Disemprot
(0,88 - 0,95) apabila diukur dalam o s | HCldm Dicermglean
keadaan kering. Geseran batokromik
spektrum UV analit pada pH basa Alobarbita]

disebabkan oleh terjadinya ionisasi
pada struktur senyawa barbiturat dari
bentuk tak terionkan (asam bebas) Barbitd
menjadi  bentuk terionkan (bentuk
dilaktim), yaitu dengan terbentuknya
ikatan rangkap terkonjugasi pada gugus
C=N-C=N-C=0 [13].

Butalbital

D%f'h VD- Fenobarbital

1*$Fw

Keterangan :
= Spektrum UV analit dari pustaka

i behas (M D) ; i (o 10 dilaketimn (8 15
asam bebas (pH 1) monobktn (p 10) dektin (pl 13) - Spektrum UV analit awal (setelah
dielusi)
Gambar 4.2 Perubahan struktur senyawa — = Spektrum UV analit setelah disemprot
barbiturat pada berbagai pH HCI

= Spektrum UV analit setelah dikeringkan
Untuk sistem fase gerak TE, bentuk Nilai korelasi spektrum UV analit pada
dan nilai korelasi dari spektrum UV beberapa perlakuan di atas ditampilkan
senyawa golongan barbiturat pada Padatabel4.9. _
berbagai perlakuan adalah sebagai Tabel 4.9 Nilai korelasi bentuk
berikut. spektrum UV senyawa golongan
Gambar pada tabel 4.8 di bawah ini, barbiturat setelah dielusi dengan fase
menunjukkan bahwa bentuk spektrum ~ gerak sistem TE, disemprot HCI 0,1M
UV analit awal mempunyai profil —dan dikeringkan
spektrum yang sama dengan bentuk

. Tap TzHCTD LRCL
spektrum UV analit pada pustaka. i — T T =
Setelah  disemprot dengan  HCI, r P owmor 2o Do
spektrum UV yang  dihasilkan  soesiw 02 0w o omo oo 1w o3 e 246
mempunyal kemiripan pr(_)fll spektrum Bl 098 00 20 0800I 13 0% 0% 24
dengan spektrum UV analit awal.

Bualbial 038 0014 14 03 0011 L1 0% 00 148

Tabel 4.8 Bentuk spektrum UV . _

senyawa dari golongan barbiturat i 19 W L0G oL 0% 08 13

setelah dielusi dengan sistem fase Keterangan : r., = korelasi antara bentuk spektrum
UV analit awal dengan pustaka, ropci , = korelasi
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antara bentuk spektrum UV analit awal dengan
setelah disemprot HCI 0,1 M, ra.pc; = korelasi antara
bentuk spektrum UV analit awal dengan dikeringkan
pada suhu 60°C selama 10 menit setelah disemprot

HCI, T = korelasi rata-rata, SD = standar deviasi,
KV = koefisien variansi-

Tabel 4.10 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
setelah dielusi dengan sistem fase
gerak TE, disemprot KOH 0,1M dan

dikeringkan

Bentuk Spek;.m.m v
Senvawa Pustaka dengan Setelah Dielusi,
N Analit Avwal Disemprot KOH dan
(Setelah Dielusi) Dikenngkan

Alobarbital

Barbital

Butalbital
Fenobarbital

Keterangan :

Spektrum UV analit dari pustaka
Spektrum UV analit awal (setelah
dielusi)

——— = Spektrum UV analit setelah
disemprot KOH
—— = Spektrum UV analit setelah

dikeringkan

Gambar pada tabel 4.10 menunjukkan
bahwa bentuk spektrum UV analit awal
mempunyai profil spektrum yang sama
dengan bentuk spektrum UV analit
pada pustaka. Namun, setelah
disemprot dengan KOH, spektrum UV
yang dihasilkan mempunyai profil
spektrum yang berbeda dengan
spektrum UV analit awal. Nilai korelasi
spektrum UV analit pada beberapa
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perlakuan di atas ditampilkan pada
tabel 4.11.

Tabel 4.11 Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat setelah dielusi dengan fase
gerak sistem TE, disemprot KOH 0,1M
dan dikeringkan

I [EOHD IEK0HE
sy EV EV KV
P D om oy Do s Do
Wi U § Vi
Alobarbitdl 080 0007 071 00 0047 4890 0N 003 339

Babid 098 000 0 0K 008 T4 0@ 007 T

Bubidl 098 O0M 146 056 006 TH 08 005 55

Fachatid 090 0011 L10 0% 007 186 0% 003 23

Keterangan : r,, = korelasi antara bentuk spektrum
UV analit awal dengan pustaka, roxon p = korelasi
antara bentuk spektrum UV analit awal dengan
setelah disemprot KOH 0,1 M, r,xon k= Korelasi
antara bentuk spektrum UV analit awal dengan
dikeringkan pada suhu 60°C selama 10 menit setelah

disemprot KOH, r = korelasi rata-rata, SD = standar
deviasi, KV = koefisien variansi

Dari tabel 4.9 dan 4.11 dapat dilihat
korelasi rata-rata antara spektrum UV
analit awal (setelah elusi) dengan
pustaka menunjukkan nilai > 0,95
dengan KV < 2% yang berarti bahwa
analit yang digunakan dalam penelitian
adalah analit yang sama dengan
pustaka. Setelah disemprot dengan HCI
0,1 M baik diukur dalam keadaan
basah maupun kering, spektrum analit
tidak menunjukkan perubahan yang
signifikan dengan bentuk spektrum
awal. Hal ini menunjukkan bahwa pH
asam tidak memberi pengaruh (geseran
spektrum) terhadap spektrum UV
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senyawa dari golongan barbiturat.
Namun, setelah disemprot dengan
KOH 0,1 M, dalam keadan basah
diukur spektrum analit menunjukkan
terjadinya  perubahan  (pergeseran
spektrum) terhadap spektrum analit
awal. Spektrum analit dikatakan
bergeser karena memberikan nilai
korelasi < 0,95 (0,82-0,93). Setelah
dikeringkan  spektrumnya  kembali
mengarah ke bentuk spektrum UV
awal, yang ditandai dengan
meningkatnya nilai korelasi analit
menjadi 0,92-0,98.

Data ini menunjukkan bahwa
dengan derajat bebas 5% dan taraf
kepercayaan 95%, nilai  korelasi
spektrum senyawa golongan barbiturat
tidak mengalami pergeseran setelah

diberikan perlakuan dengan
penyemprotan HCI 0,1 M tetapi
spektrumnya bergeser apabila
diberikan perlakuan dengan

penyemprotan KOH 0,1 M. Hal ini
bersesuaian dengan penelitian
sebelumnya dimana senyawa-senyawa
golongan barbiturat mengalami geseran
spektrum ke arah batokromik apabila
berada dalam suasana basa (KOH 0,1
M).

B. Pengaruh Perbedaan Perlakuan
Penyemprotan dari HCI ke KOH
atau KOH ke HCI Terhadap Bentuk

Spektrum UV  Senyawa dari

Golongan Barbiturat

Bentuk dan nilai korelasi dari
spektrum UV senyawa golongan

barbiturat dengan fase gerak TD pada
perlakuan penyemprotan yang berbeda
adalah sebagai berikut.

e-ISSN 2657-0815,p-1SSN 1979-1763
Asosiasi IImu Forensik Indonesia

Tabel 4.12 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
dengan perlakuan penyemprotan HCI
ke KOH setelah dielusi dengan sistem
D

Bentuk Spek‘tmrzl v Ksterangan

Senyawa

Alebarbital

= Spektrum UV
analit setzlah dikermghkan
pasca penyemprotan
dengan HCI

= Spektrum UV
analit setelzh  disemprot
Barbital KOH

= Spektrum UV
analit setelah dikeringkan

pasca peEnyemprotan
dengan KOH

Butalhital

Fenobarbital

Gambar pada tabel 412
menunjukkan bahwa bentuk spektrum
UV analit setelah dikeringkan pasca
penyemprotan dengan HCI mempunyai
profil spektrum yang berbeda dengan
spektrum UV analit setelah disemprot
KOH dan dikeringkan. Nilai korelasi
spektrum UV analit pada beberapa
perlakuan di atas ditampilkan pada
tabel 4.13
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Tabel 4.13 Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat dengan perlakuan

penyemprotan HCI ke KOH setelah
dielusi dengan sistem TD

I+EOHD

I=-EOHE

Alobarbital 0,87 0023 264 092 0025 268
Barbital 085 0031 367 098 0032 341
Butalbital 080 0027 299 0% 001 208
Fenobarbtal 094 0019 206 0587 0012 122

Keterangan : r,xon b = korelasi antara bentuk
spektrum UV analit awal dengan setelah disemprot
KOH 0,1 M, raxon «= Kkorelasi antara bentuk
spektrum UV analit awal dengan spektrum UV
setelah disemprot KOH dan dikeringkan pada suhu
60°C selama 10 menit, r = korelasi rata-rata, SD =
standar deviasi, KV = koefisien variansi

Data tabel 4.13 menunjukkan bahwa
terjadi perubahan spektrum (geseran
spektrum) yang signifikan setelah
diberikan  perlakuan  penyemprotan
KOH 0,dM vyang didahului oleh
penyemprotan HCI 0,1 M. Setelah
dikeringkan, spektrumnya bergeser
kembali mengarah bentuk spektrum
UV analit awal vyang ditandai
meningkatnya nilai korelasi analit
menjadi 0,92 -0,97.

Pada perlakuan penyemprotan yang
berbeda yakni penyemprotan dari KOH
ke HCI menghasilkan data sebagai
berikut.
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Tabel 4.14 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
dengan perlakuan penyemprotan KOH
ke HCI setelah dielusi dengan sistem
D

Bentk Spekirum
Keterangan
SEﬂ.}'a\K‘a L-V (=
= Spektrum UV
aalit setelzh dikeringkan
. pasca penyemprotan
Alobarbital dengan KOH
= Spektrum TV
aalit setelsh  disemprot
HC1
= Spektrum 1TV
Barbitzl analit setelsh dikermgkan
pasca penvemprotan
dengzn HC1
Butalbital
Fenobarbital

KOH mempunyai profil spektrum yang
berbeda dengan spektrum UV analit
setelah disemprot HCI dan dikeringkan.
Nilai korelasi spektrum UV analit pada
beberapa perlakuan di atas ditampilkan
pada tabel 4.15.
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Tabel 4.15  Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat dengan perlakuan

penyemprotan KOH ke HCI setelah
dielusi dengan sistem TD

T=HClb Y=HC1k

Senvawa - D KV - D KV

Alobarbital 097 0,015 1,54 099 0,002 0,18

Barbital 057 0,012 125 0% 0001 0,11

Butalbital 0,597 0,015 1,97 0,9 0,006 0,64

Fenobarbi

099 0003 034 099
tal

0,003 029

Keterangan : r,nc b = Kkorelasi antara bentuk
spektrum UV analit awal dengan setelah disemprot
HCI 0,1 M, r,.4ci = korelasi antara bentuk spektrum
UV analit awal dengan spektrum UV setelah
disemprot HCI dan dikeringkan pada suhu 60°C

selama 10 menit, r = korelasi rata-rata, SD = standar
deviasi, KV = koefisien variansi

Data pada tabel 4.15 menunjukkan
bahwa terjadi perubahan spektrum
(geseran spektrum) pada perlakuan
penyemprotan HCI 0,1 M vyang
didahului oleh penyemprotan KOH 0,1
M. Perubahan spektrum yang terjadi
mengarah ke bentuk spektrum UV
analit awal sehingga spektrumnya
memiliki profil spektrum yang sama
dengan spektrum UV analit awal. Hal
ini  menunjukkan reaksi pergeseran
spektrum senyawa barbiturat bersifat
reversibel.

Untuk sistem fase gerak TE, bentuk
dan nilai korelasi dari spektrum UV
senyawa golongan barbiturat pada
perlakuan penyemprotan yang berbeda
adalah sebagai berikut.
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Tabel 4.17 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
dengan perlakuan penyemprotan HCI
ke KOH setelah dielusi dengan sistem
TE

Benhik Spektrum UV Feterangan

Senyawa

. = Spektum
Alobarbital UV amalit psetdah
dikeringhan pasca
penyemprotsn  dengan
HCl

= Spektum
UV mdit  setelsh

Barhital disemprot KOH

= Spektrum
UV mdit  setelah
dikermgkan pasca

penysmprotan  demgan

Butalbital

Fenobarbital

Gambar pada tabel 4.17 menunjukk
an bahwa bentuk spektrum UV analit
setelah dikeringkan pasca
penyemprotan dengan HCI mempunyai
profil spektrum yang berbeda dengan
spektrum UV analit setelah disemprot
KOH dan dikeringkan. Nilai korelasi
spektrum UV analit pada beberapa
perlakuan di atas ditampilkan pada
tabel 4.18.
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Tabel 4.18 Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat dengan perlakuan

penyemprotan HCI ke KOH setelah
dielusi dengan sistem TE

I=KOHb I=KOHk

— KV — KV
Senyawa r D ) T 5D (%)

Alobarbial 090 0041 435 092 0065 711
Barbital 0.80 0038 494 089 0088 9m
Bulbial 087 0078 §91 098F 0070 731

Fenobabitl 092 0046 504 0% 0026 269

Keterangan : r,kon b = Kkorelasi antara bentuk
spektrum UV analit awal dengan setelah disemprot
KOH 0,1 M, raxon = korelasi antara bentuk
spektrum UV analit awal dengan spektrum UV
setelah disemprot KOH dan dikeringkan pada suhu

60°C selama 10 menit, r = Korelasi rata-rata, SD =
standar deviasi, KV = koefisien variansi

Data pada tabel 4.18 menunjukkan
bahwa terjadi pergeseran spektrum UV
dari analit setelah diberikan perlakuan
penyemprotan KOH 0,1M vyang
didahului oleh penyemprotan HCI 0,1
M. Setelah dikeringkan, spektrumnya
bergeser kembali mengarah bentuk
spektrum UV analit awal yang ditandai
dengan meningkatnya nilai korelasi
menjadi 0,89 — 0,96.

Pada perlakuan penyemprotan yang
berbeda yakni penyemprotan dari KOH
ke HCI menghasilkan data sebagai
berikut.
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Tabel 4.19 Bentuk spektrum UV
senyawa dari golongan barbiturat
dengan perlakuan penyemprotan KOH
ke HCI setelah dielusi dengan sistem
TE

Bentuk Spﬂ:kl:mm w Esterangan

Senyawa

——— = Spektrum
UV analit setelah
dikermgkan pasca
penyemprotan
dengan KOH

Alobarbital

—— = Spektrum
UV znalit setelzh
disemprot HC1

Barbitzl

Spektrum
UV analit setelzh
dikermglan pasca
penyemprotan
dengzn HCI

Butalbitzl

Fenobathital

Gambar pada tabel 4.19
menunjukkan bahwa bentuk spektrum
UV analit setelah dikeringkan pasca
penyemprotan dengan KOH
mempunyai  profil spektrum yang
berbeda dengan spektrum UV analit
setelah disemprot HCI dan dikeringkan.
Nilai korelasi spektrum UV analit pada
beberapa perlakuan di atas ditampilkan
pada tabel 4.20.
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Tabel 420  Nilai korelasi bentuk
spektrum UV senyawa golongan
barbiturat dengan perlakuan

penyemprotan KOH ke HCI setelah
dielusi dengan sistem TE

I:HClb I:ECL

Saywa  © g KV p K

Alcbabid 098 000 04 08 000 00
Babidl 098 0004 030 094 007 18
Busbil 098 0004 045 084 002 234

Fecbabitd 096 0009 081 095 0015 134
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Pemanfaatan Data Geseran
Spektrum dalam Uji Konfirmasi

Bentuk dan nilai korelasi pergeseran
spektrum UV antar senyawa golongan
barbiturat ditampilkan pada tabel 4.22
s/d 4.25.

Tabel 4.22 Perbandingan bentuk
spektrum UV antar senyawa dari
golongan barbiturat setelah

penyemprotan KOH dan diukur dalam
keadaan basah

Keterangan : r,nc b = Kkorelasi antara bentuk
spektrum UV analit awal dengan setelah disemprot
HCI 0,1 M, r ¢ = korelasi antara bentuk spektrum
UV analit awal dengan spektrum UV setelah
disemprot HCI dan dikeringkan pada suhu 60°C

selama 10 menit, r = korelasi rata-rata, SD = standar
deviasi, KV = koefisien variansi

Data pada tabel 4.20 menunjukkan
bahwa terjadi pergeseran spektrum UV
dari analit pada perlakuan
penyemprotan HCI 0,1 M vyang
didahului oleh penyemprotan KOH 0,1
M. Perubahan spektrum yang terjadi
mengarah ke bentuk spektrum UV
analit awal sehingga spektrumnya
memiliki profil spektrum yang sama
dengan spektrum UV analit awal.

Dari data pada tabel 4.12 s/d 4.20
menunjukkan bahwa pola
penyemprotan yang berbeda ternyata
memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap perubahan spektrum UV
senyawa golongan barbiturat, baik
yang dielusi dengan sistem fase gerak
TD maupun sitem fase gerak TE.

5}";31511 Bentuk spektrum UV Keterangan
e
Gerak
D ————  =Spaktnm UV
dlobarbitdl
— = Bpaktrum UV
barbital
————  =Spabmm UV
bustalbital
TE —  =Spdirm UV
famobarbital
Gambar pada tabel 4.22

menunjukkan bahwa bentuk pergeseran
spektrum UV dari keempat analit
ketika plat diukur dalam keadaan
basah, mempunyai profil spektrum
yang sama. Nilai korelasi spektrum UV
antar keempat analit ditampilkan pada
tabel 4.23.
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Tabel 4.23  Nilai korelasi bentuk
spektrum UV antar senyawa golongan
barbiturat setelah penyemprotan KOH
dan diukur dalam keadaan basah

Sistem
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Tabel 4.25  Nilai korelasi bentuk
spektrum UV antar senyawa golongan
barbiturat setelah penyemprotan KOH
diukur dalam keadaan kering

Siztem

Fasa Samysws  Alobarbitsl  Barbitd  Butalbital Fenobarbitsl Fasz Semyswa  Alcbarbitsl Barbitd  Butabitd = Fenobarbitd
Gersk: ) Gersk
Alcharbital 099 059 0,99 Alobarbital 0,99 0,99 0,99
Barbital 0,99 0,99 Barbital 0.9% 0.98
™ s}
Butalbitsl 099 Eutalbital 0,23
Fenobarbital Fenobarbital
Senyawa Alobarbitsl — Barbitsl  Butalbital Fenobarbital Semyawa  Alcbarbital Barbital — Butalbital Fenobarbital
Alobarbital 0.99 0,98 0.99 Alobarbital 0.99 059 059
TE TE
Barbital 099 099 Barbital 099 0,23
Butalbitsl 0,98 Butalbital 0,98
Fenobarbital Fanobarbital

Tabel 4.24 Perbandingan bentuk spektrum
UV antar senyawa dari golongan barbiturat
setelah penyemprotan KOH dan diukur
dalam keadaan kering

Ststem .
Fase Bentuk spektrum UV Eeterangan
Gerzk
D — =3pektnm UV
dlobarbitdl
= Spaktnm UV
babital
——— = Spatnm UV
Tutalbital
TE — =Spsmm UV
femobarbital
Gambar  pada  tabel 4.24

menunjukkan bahwa bentuk pergeseran
spektrum UV dari keempat analit ketika
plat diukur dalam keadaan kering,
mempunyai profil spektrum yang sama.
Nilai korelasi spektrum UV antar keempat
analit ditampilkan pada tabel 4.25.

Pada tabel 4.23 dan 4.25 dapat
dilihat korelasi rata-rata spektrum UV
antar keempat analit menunjukkan nilai
> 0,95 yang berarti keempat analit
memiliki profil pergeseran spektrum
yang sama, baik dalam keadaan plat
basah maupun Kkering.

Data geseran spektrum ini tidak
dapat digunakan dalam uji konfirmasi
senyawa barbiturat karena pergeseran
spektrum yang terjadi antar keempat
analit memiliki profil yang sama
sehingga tidak dapat ditentukan
identitasnya masing-masing.

KESIMPULAN
Kesimpulan yang diperoleh dari

penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Penggunaan dua sistem fase gerak
yang berbeda (sistem TD dan TE)
dalam uji  konfirmasi senyawa
golongan barbiturat dengan metode
TLC-Spektrofotodensitometri dapat
memperkecil jumlah senyawa yang
lolos dalam uji skrining.
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2.

Senyawa  golongan  barbiturat
mengalami  pergeseran spektrum
pada pH basa, sedangkan pada pH
asam tidak terjadi.

Keempat analit memiliki
pergeseran spektrum yang sama,
sehingga data geseran spektrum ini
tidak dapat dimanfaatkan untuk uji
konfirmasi  senyawa  golongan
barbiturat.
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