© HAK CIPTA MILIK UNIVERSITAS ANDALAS

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan
kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar Unand.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin Unand.

STUDI OPTOMASI PENENTUAN PARA-FENILENDIAMIN DAN
OKSIDA PARA-FENILENDIAMIN PADA PEWARNA RAMBUT DAN
PEWARNA KULIT DENGAN METODE HPLC

SKRIPSI

NIVERSITAS ANDAL =

<
1
N

RAHMA DILLA
0810413126

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS ANDALAS
PADANG
2012



STUDI OPTIMASI PENENTUAN PARA-FENILENDIAMIN DAN
OKSIDA PARA-FENILENDIAMIN PADA PEWARNA RAMBUT DAN
PEWARNA KULIT DENGAN METODE HPLC

Oleh:
RAHMA DILLA
0810413126

Skripsi ini diajukan untuk memperoleh gelar Sarjana Sains
pada Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [Imu Pengetahuan Alam

Universitas Andalas

JURUSAN KIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS ANDALAS
PADANG
2012



¢

Puji syukur atas Rehadirat lolsfitl SWT atas sggala rahmat dan Rarunia-
Nya sghingga aku dapat megnyelesaikan studi dan meraih gelar sarjana.

Shalawat dan salam Rusampaikan Regpada Rasulullah saw, gang felah
membawa Rita megrasaRan dunia sgperti sgRarang ini.

Ru persgmbahRkan kRarga ini Repada :

Papaku Alarshal, seorang ayah gang pgnyagang dan tak pernah lIglah
begkerja untuk Kehidupan Reluarga gang menjadi panutan bagiku, tak
pernah menunjuRkan Resedihan dan Keluh Regsahnga padaku, Ran Ru
wujudRan seggala mimipi-mimpi serta harapanmua. IbukRu Rosmiafi yang
senantiasa memberikan limpahan Rasih sagang dan sglalu mgndoakanku di
seliap sujudnga, membimbingku untuR menjadi gang terbaik dan
mendapatRan gang terbaik. Terima Rasih ga {lllah, Ru bersyukar dilahirRan
di Reluarga ini.

My beloved sister (kk Wilza) n my beloved brothers (bg Tito, bg €kky, bg
Nieko), aku bahagia jadi adik diantara Ralian. Terima Rasih atas dukungan
gang telah diberikan s¢lama ini Repadaka baik moril maupun materil. We
arg Marshal’s gengration. Repada sglurah Reluarga begsarku (nek anfan,
nek uei, pak etek ,ante net, adik® sgpupuku 7Yzmal, Tia dan takim), {bang
iparku (Pand) dan RakaR iparRu (AKX ezg), serta pada Regponakan® Ra
tersagang (Alfi, Nalisha, Nazhira dan {dlika) ~_~. Thanks for {ll.

Repada dspecialone Peni Mulgs, .57 yang menjadi pacar, sahabat, tgman
curhat, penghibur, pgngemangat, dan selalu sgtia bersamaku saat aRu
bahagia dan saat aku mgnangis. s¢lalu megngalah tapi bukan berarti Ralah
ga bang. Hehehe... Tungga rIka di Kotama #f ~»

Buat teman?kRu

Para pergmpuan manis di Irigasi 50 (cuwin, lehinR, teR wa, pikugs, ade put),
slalu ada canda, tawa, bahagia, marah, Resal, egmbuaru, segmua tlah Rita
rasakan bersama ({pril-Pgsgmber), Rargna semua rasa gang hadir itu indah
dan anugrah. \(~o~)/. Terselip juga buat €now gang slalu ada disgtiap
momen?® pgnting di irigasi 50. hag.. *big Hugs ~~.

Kepada sobatku finnisa Pesira, jalani dan nikmati saja pekerjaanmu dengan
ikhlas, manatau nanti bisa jadi mengjer Bank.hahaha... aku gaRin Ramu pasti
bisa. Makasih buat semuanga ga Rud.



Pada guru-guruku, Sgmua Posen di jurasan Rimia UNHHP, {inalis labor,
ReRan? l[ab fAnter, dan ReRan-rgkan Rimia 08, Rakak BP dan adik BP, buat
Robi gg udah mau bantuin antar jemput R rumah pegmbimbingka, nolongin
ngari buku di perpus dsb,makasih ga bii,, semangat Udin ! hahaha.... juga
buat ni agu maRasih ga ni, walau kerja HPlC labdas berhenti di tengah?2
penglitianku, gang sempat membuatRu panik tak Raruan Rargna alat
rusak,.tapi akhirnga dapat fersglgsaikan juga..cegpat s¢hat ga uni, jepang
menunggu ani di Januari.a»

Pan Rgpada sgmua pihak yang telah mendukung selgsainga Rarga ini gang
tidak dapat disgbutkan satu persata.

Thanks

~Rahma Pillar



LEMBAR PENGESAHAN

Studi optimasi penentuan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin
pada pewarna rambut dan pewarna kulit dengan metode HPLC skripsi ini
disusun oleh Rahma Dilla (0810413126) sebagai salah satu syarat untuk
memperoleh gelar Sarjana Sains (Strata 1) pada Jurusan Kimia, Fakultas

Matematika Dan [lmu Pengetahuan Alam, Universitas Andalas.

Disetujui Oleh :
Pembimbing I Pe
&/ frman, MS -Refild
NI 4907031977101001 NIP. 195907131987022001
Mengetahui,

Ketua Jurusan Kimia

NIP.196212031988111002



ABSTRAK

STUDI OPTIMASI PENENTUAN PARA-FENILENDIAMIN DAN
OKSIDA PARA-FENILENDIAMIN PADA PEWARNA RAMBUT DAN
PEWARNA KULIT DENGAN METODE HPLC

Oleh :
Rahma Dilla

Sarjana Sains (S.Si) dalam bidang Kimia Fakultas MIPA Universitas Andalas
dibimbing oleh Zulfarman,MS dan Dr.Refilda

Studi optimasi penentuan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin
dengan metode High Performance Liquid Chromatography (HPLC) fasa balik
telah dilakukan terhadap tiga sampel pewarna rambut dan tiga sampel pewarna
kulit. Penelitian dilakukan berupa penentuan optimasi panjang gelombang, pH
buffer dan fasa gerak. Kondisi optimum menggunakan kolom C,s, dengan sistem
pendeteksian UV pada panjang gelombang 304 nm, sistem fasa gerak campuran
metanol dengan buffer pH 6,9 pada perbandingan 5:95 dengan laju alir 1
mL/menit. Kadar senyawa para-fenilendiamin tertinggi yaitu 2,91% didapatkan
pada sampel pewarna rambut MR dan terendah yaitu 0,28% pada sampel pewarna
kulit CM. Kadar senyawa oksida para-fenilendiamin pada semua sampel pewarna
rambut dan pewarna kulit melebihi batas maksimum dimana kadar tertinggi yaitu
17,54% terdapat pada sampel pewarna rambut TL. Dari hasil yang diperoleh
dapat disimpulkan bahwa kadar para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin
lebih tinggi pada pewarna rambut dari pada pewarna kulit. Senyawa para-
fenilendiamin pada sampel tidak melebihi batas yang diizinkan BPOM RI, tetapi
oksida para-fenilendiamin melebihi batas maksimum yang diizinkan BPOM RI.

Kata kunci : para-fenilendiamin, oksida para-fenilendiamin, HPLC, pewarna
rambut, pewarna kulit
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ABSTRACT

OPTIMATION STUDY OF DETERMINATION PARA-
PHENYLENEDIAMINE AND PARA-PHENYLENEDIAMINE OXIDE IN
HAIR DYES AND SKIN DYES BY USING HPLC METHOD

By :
Rahma Dilla

Bachelor of Science (S.Si) in Chemistry Department, Faculty of Mathematic and
Natural science.
Advised by Zulfarman, MS and Dr. Refilda

Optimation study of determination para-phenylendiamine and para-
phenylendiamine oxide by using reverse-phase High Performance Liquid
Chromatography ( HPLC) method has been conducted to three sample of hair
dye and three sample of skin dye. Research was conducted to determine
optimum condition of wavelength, pH buffer and composition of mobile-phase
condition. The optimum condition with C;3 Column, UV detection system at 304
nm, composition of mobile-phase methanol and acetat buffer (5:95) at pH 6.9,
flow rate 1 mL / minute. The highest content of para-phenylendiamine is 2.91%
on hair dye sample MR, and the lowest content of para-phenylendiamine is 0.28%
on skin dye sample CM. Para-phenylendiamine oxide content in all sample hair
dye and skin dye exceeds maximum limit and the highest content is 17.54% found
in hair dye sample TL. It conclude that the content of para-phenylenediamine and
para-phenylenediamine oxide is higher in hair dye than skin dye. The content of
para-phenylenediamine on the sample does not exceed the allowed limit BPOM
RI, but para-phenylenediamine oxide exceed the allowed limit BPOM RL

Keyword : para-phenylenediamine, para-phenylenediamine oxide, HPLC, hair
dye , skin dye
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Akhir-akhir ini pemakaian pewarna rambut dan tato temporer semakin populer di
kalangan masyarakat terutama kalangan selebriti. Untuk memperoleh hasil
pewarnaan yang dapat memberikan tampilan alami dan tahan lama, banyak
produsen pewarna rambut dan pewarna kulit menggunakan zat pewarna kimia
yang mengandung para-fenilendiamin dan banyak terdapat pada berbagai merek
pewamna rambut dan pewarna kulit serta beredar luas di pasaran. Pewarnaan
rambut dan kulit yang diinginkan tersebut ternyata juga dapat mengundang
berbagai kasus alergi pada kulit, baik pada pemakai ataupun penata rambut serta
pada pemakai tato temporer yang mengandung Para-Fenilendiamin.'

Pewarna alami yang banyak digunakan adalah henna (Lawsonia inermis)
yakni tumbuhan asli yang terdapat di daerah tropis dan subtropis wilayah Afrika
dan Asia Selatan. Henna mengandung molekul pewarna lawsone (2-hydroxy-1,4-
naphthoquinone) dan molekul ini dapat berikatan dengan protein. Henna
digunakan pada pewarna kulit, rambut dan kuku, pewarna sutera, kulit dan wol.
Penggunaan henna relatif aman dan memiliki resiko yang rendah terhadap alergi
pada kulit sehingga jarang terjadi kasus alergi terhadap kulit dari pemakaian
henna tersebut '.

Kandungan Para-fenilendiamin yang tinggi pada pewarna rambut dan
pewarna kulit dapat mengakibatkan alergi pada kulit, iritasi mata, asma, radang
lambung, pusing, bahkan pingsan. Dalam jangka panjang akan mengakibatkan
alergi terhadap kulit yang kronis dan gagal ginjal. Berdasarkan Scientific
Committee on Consumer Product (SCCP), para-fenilendiamin sangat potensial
menyerang kulit yang sensitif. Para-fenilendiamin merupakan alergen (penyebab
alergi), apalagi ketika seseorang belum pernah kontak dent;gan senyawa ini, maka
akan menjadi sangat sensitif terhadap senyawa tersebut. Para-fenilendiamin yang
bereaksi dengan hidrogen peroksida memiliki sifat beracun yang telah dilakukan
percobaan terhadap tikus '.

Para-fenilendiamin sering ditambahkan pada henna untuk mendapatkan

warna hitam (black henna) karena warna yang dihasilkan oleh henna alami adalah



oranye, dan untuk mempercepat proses terbentuknya warna dalam pembuatan
tato, dimana jika henna alami membutuhkan waktu antara 4 sampai 12 jam,
dengan penambahan para-fenilendiamin proses terbentuknya warna hanya 1
sampai 2 jam dan juga ketahanan tato menjadi lebih lama’.

Penentuan kandungan para-fenilendiamin dan oksidanya pada pewarna
rambut dan pewarna kulit dengan menggunakan metode HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). Dimana analisis dengan HPLC tersebut
cepat, daya pisah baik, sensitifitas tinggi, penyiapan sampel mudah, dan dapat

dihubungkan dengan detektor yang sesuai.

1.2 Perumusan Masalah

Para-fenilendiamin diduga ditemukan pada pewarna rambut dan pewarna kulit
yang beredar di pasaran. Para-fenilendiamin pada pewarna rambut dan pewarna
kulit ini dapat menimbulkan efek samping seperti alergi pada kulit terhadap
sebagian orang. Senyawa ini dapat teroksidasi menjadi oksidanya yang juga
menimbulkan pengaruh yang sama pada kulit. Maka dilakukan penelitian tentang
keberadaan para-fenilendiamin dan oksidanya pada pewarna rambut dan pewarna
kulit. Dalam penelitian ini dibahas mengenai kondisi optimum penentuan para-
fenilendiamin dan oksidanya dengan metoda HPLC fasa balik, menggunakan
campuran metanol dan buffer asetat sebagai fasa gerak dengan parameter berupa
panjang gelombang analisis, penentuan pH optimum buffer asetat terhadap analit,
penentuan komposisi optimum fasa gerak, kadar para-fenilendiamin dan oksida
para-fenilendiamin serta untuk mengetahui apakah senyawa tersebut berada pada

batas yang diizinkan atau telah melebihi batas yang diizinkan.

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kondisi optimum
penentuan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin dengan metoda
HPLC fasa balik menggunakan campuran metanol dan buffer asetat sebagai fasa
gerak, dan mengidentifikasi kandungan para-fenilendiamin serta oksida para-
fenilendiamin pada beberapa merek pewarna rambut dan pewarna kulit dengan

metoda HPLC.



1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat melengkapi informasi dasar dalam penentuan
para-fenilendiamin dan oksidanya dengan metoda HPLC. Dengan adanya
penelitian ini diharapkan dapat dijadikan referensi bagi konsumen untuk memilih
pewarna rambut dan pewarna kulit yang baik sehingga konsumen akan lebih

berhati-hati dalam memilih pewarna rambut dan kulit yang akan digunakan.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Para-Fenilendiamin
Para-fenilendiamin (PFD) adalah senyawa amina aromatis dengan rumus kimia
C¢H3N; dan berat molekul 108.15 g/mol. Berbentuk serbuk ungu yang berkilap,

larut dalam alkohol, eter, dan sedikit larut dalam air dan kloroform 23

HoN

Gambar 1. Struktur Para-Fenilendiamin

Senyawa yang telah dikenal sejak 1888 ini mempunyai titik leleh 139-147
°C dan titik didih 267 °C. Berat jenis 1,1 g/mL dengan Titik nyala 156 ° C dan
kelarutan dalam air 4g/100 ml pada suhu kamar. serta mempunyai tekanan uap
144 Pa pada 100°C ®. Nama lain dari PFD adalah 1,4- diaminobenzene, 1,4-
fenilendiamin, para-Diaminobenzene (p-Diaminobenzene), Phenylenediamine
base , para-Aminoaniline (p-Aminoaniline) , Orsin , Rodol , Ursol , Fouramine D,
Fourrine D, Fur Black 41866, Oxidation Base 10, Pelagol D, Peltol D 5,

Para-Fenilendiamin (PFD) merupakan senyawa kimia yang banyak
digunakan sebagai bahan pewarna pada pewarna rambut dan pewarna kulit
permanen. Senyawa ini biasanya ditambahkan ke pewarna alami dan digunakan
untuk membuat tato yang berwarna hitam. Zat ini juga dapat ditemukan pada
pewarna tekstil, kosmetik, pengembang fotografi, fotokopi dan tinta cetak 15,

Reaksi Sintesis PFD © :
CIC(H4NO, + 2 NH; — HNC¢H4NO; + NH,4C1
H,NC¢H4NO, + 3 H, — HNC¢H4NH; + 2H,0

Berdasarkan peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan
Republik Indonesia Nomor HK. 03.1.23.08.11.07517 tahun 2011 tentang
persyaratan teknis bahan kosmetik, kadar maksimum dari para-fenilendiamin

adalah 6%. Penggunaan dalam jumlah yang melampaui batas dapat menimbulkan



efek samping yang merugikan kesehatan seperti alergi terhadap kulit, iritasi mata,
asma, radang lambung, pusing, bahkan pingsan. Dalam jangka panjang akan
mengakibatkan alergi terhadap kulit yang kronis dan gagal ginjal.

2.2 Oksida Para-Fenilendiamin

Para-fenilendiamin tidak stabil dan dapat mengalami transformasi secara in vivo.
Para-fenilendiamin dapat teroksidasi menjadi benzokuinondiamin yang bereaksi
dengan para-fenilendiamin membentuk  “trinuclear dye-N, N’-bis (4-
aminophenyl)-2,5-diamino-1,4-quinondiamin” yang disebut juga dengan Basis
Bandrowski (BB) dan dengan perantara yang sekunder membentuk berbagai
warna’.

Oksidasi para-fenilendiamin dan struktur utama dari oksidasi para-
fenilendiamin telah banyak dipublikasikan. Oksidasi dari para-fenilendiamin
pertama kali dipelajari oleh Bandrowski dan Erdmann yang telah melaporkan
bahwa suatu senyawa CjgHj;sN¢ yang sekarang dikenal dengan nama basis
bandrowski dibentuk dalam larutan basa lemah®. Struktur senyawa Basis
Bandrowski seperti berikut :

NH, NHy
Paevs
NH, NHqg
Gambar 2. Struktur Basis Bandrowski
Oksidasi dari para-fenilendiamin oleh hidrogen peroksida akan

membentuk senyawa perantara yaitu kuinondiamin, senyawa ini juga dapat

bereaksi secara cepat dengan para-fenilendiamin membentuk senyawa basis

bandrowski °. m-; z

PPD Qabl

Gambar 3. Reaksi Oksidasi Para-Fenilendiamin



Para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin merupakan alergan
yang sangat kuat yang dapat menyebabkan alergi pada kulit bahkan dapat

berpotensi sebagai senyawa karsinogen’.

2.3 Pewarna Rambut

Pewarna rambut adalah sediaan kosmetik yang digunakan dalam tata rias rambut
baik untuk mengembalikan pada warna asalnya, menutupi uban dan untuk
merubah warna alami rambut menjadi warna lain'® .

Ada dua cara pewarnaan rambut yaitu secara langsung dan tidak langsung.
Pewarnaan rambut secara langsung adalah pewarnaan rambut menggunakan
sediaan pewarna rambut yang dapat digunakan secara langsung pada rambut tanpa
mencampur komponen pewarna rambut terlebih dahulu'® .

Pewarnaan rambut tidak langsung adalah pewarnaan rambut menggunakan
sediaan pewarna rambut yang terdiri dari dua macam sediaan yaitu sediaan
campuran warna intermediet dan sediaan pembangkit warna yang dicampur sesaat
sebelum digunakan'®.

Berdasarkan daya lekat zat warna pewarnaan rambut dapat dibedakan

menjadi 3 golongan yaitu '° :

1. Pewarnaan rambut temporer.
Pewarnaan rambut temporer adalah pewarnaan rambut yang sifatnya sebentar
dan mudah dihilangkan dengan keramas menggunakan sampo. Produk ini
tidak mengandung amonia sehingga batang rambut tidak terbuka selama proses
pewarnaan dan warna alami rambut tetap bertahan ketika rambut dikeramas
menggunakan sampo. Bentuk sediaan pewarna rambut jenis ini dapat berbentuk
cairan, spray atau serbuk.

2. Pewarnaan rambut semi permanen.
Pewarnaan rambut semi permanen adalah pewarnaan rambut yang memiliki
daya lekat tidak terlalu lama, biasanya akan hilang setelah 4 — 5 kali keramas
menggunakan sampo. Daya penetrasi zat warna yang digunakan dalam
pewarnaan ini biasanya sangat terbatas, pewarna rambut berpermeasi ke dalam
kutikula dan korteks dan warna diserap rambut dengan mekanisme ikatan

ionik.



3. Pewarnaan rambut permanen
Pewarnaan rambut permanen ini mempunyai daya lekat jauh lebih lama dan
akan tetap melekat pada rambut hingga pertumbuhan rambut selanjutnya dan
rambut yang kena cat dipotong, dilunturkan dengan proses pemucatan rambut
atau dilunturkan menggunakan zat penghilang cat rambut.

Sediaan pewarnaan rambut permanen disajikan dalam 2 bagian yaitu
bagian pertama merupakan campuran warna intermediet dan bagian kedua
adalah larutan pembangkit warna seperti hidrogen peroksida 10

Bahan pewarna rambut permanen sebagian besar yang digunakan adalah
bahan pewarna oksidasi. Untuk pewarnaan rambut ini diperlukan 4 tipe zat
kimia untuk menghasilkan pewarnaan permanen yaitu :

- Zat warna intermediet
- Couppler
- Oksidator (hidrogen peroksida)

- Senyawa pembentuk suasana basa (ammonia)

Penggunaan Para-fenilendiamin sebagai pewarna rambut sangat populer
karena merupakan pewarna permanen yang memberikan tampilan alami. Rambut
juga bisa tetap di keramas tanpa mengalami “decoloured” dan mengeriting. Para-
fenilendiamin pewarna rambut biasanya dikemas dalam 2 botol, satu berisi
pewarna Para-fenilendiamin dan yang lainnya berisi pengembang atau oksidator.
Para-fenilendiamin membutuhkan oksigen untuk menjadi berwarna °.

Reaksi yang disebabkan oleh penggunaan pewarna rambut dalam kasus-
kasus ringan biasanya hanya melibatkan dermatitis pada kelopak mata atas atau
pinggiran telinga. Dalam kasus yang lebih parah bahkan terjadi kemerahan dan
pembengkakan pada kulit kepala dan wajah. Kelopak mata benar-benar dapat

menutup dan reaksi alergi ini bisa menjadi lebih luas 5.

2.4 Pewarna Kulit

Pada dasarnya pewarna alami yang digunakan pada kulit sama dengan pewarna
alami pada rambut yakni henna. Zat pewarna yang terdapat pada henna adalah 2-
hydroxy-1,4 naphthoquinone. Henna atau hina (Lawsonia inermis) merupakan

jenis tumbuhan dari family Lythraceae adalah tumbuhan asli yang terdapat di



daerah tropis dan subtropis wilayah Afrika dan Asia selatan. Henna secara
komersil dikembangkan di Maroko, Sudan, India, Pakistan, Yaman dan Negara
lainnya. Henna digunakan untuk menghiasi tubuh wanita ketika acara pernikahan
dan acara sosial lainnya. Di Arab dan beberapa daerah di India, henna digunakan
untuk menghiasi rambut dan kulit ketika acara pernikahan dengan menghiasi
pengantin wanita dan terkadang pria !

Pada tahun 1986, dilaporkan bahwa henna bukan merupakan sensitiser.
Henna sangat jarang menimbulkan reaksi alergi kecuali jika henna yang
digunakan dicampur dengan para-fenilendiamin.  Henna yang alami biasanya
berwarna coklat kemerahan. Henna dapat digunakan dengan dikombinasikan
dengan bahan-bahan lain, seperti sari lemon, minyak lavender, kopi, dan
campuran rahasia lainnya'.

Pada umumnya henna yang dijual di pasaran, baik dalam bentuk serbuk
maupun pasta tidak mencantumkan komposisi zat-zat yang terkandung di dalam
kemasannya. Akhir-akhir ini henna yang dipergunakan sebagai tato temporer yang
terdapat di pasaran mengandung bahan campuran PFD untuk mendapatkan tato
yang berwarna hitam, bahan pewarna tato meresap lebih cepat, dan agar tato
bertahan lebih lama.

Menurut hasil penelitian Brancaccio dkk, konsentrasi Para-fenilendiamin
yang terdapat pada campuran tato henna hitam adalah 15.7%, dimana kadar ini
lebih tinggi dibandingkan pada cat rambut komersial. Tingginya konsentrasi
Para-fenilendiamin pada tato temporer ini dapat meningkatkan resiko terjadinya

sensitisasi 2.

2.5 Pembentukan Warna
Pembentukan warna dengan menggunakan para-fenilendiamin termasuk jenis
permanen. Jenis cat rambut menggunakan para-fenilendiamin terdiri dari 2
komponen yang dicampur sebelum dipakai yaitu komponen yang tidak berwarna
dan hidrogen peroksida. Campuran dari komponen yang tidak berwarna terdiri
dari perantara primer (primary intermediet) dan perangkai (couplers) 7

Perantara primer yaitu para-fenilendiamin (PFD), toluen 2,5-diamin (p-

toluendiamin) dan para-aminofenol. Dengan menambah hidrogen peroksida dan



dengan adanya amonia maka pelepasan oksigen dari hidrogen peroksida
dipermudah lalu terjadi proses oksidasi dan terbentuklah kuinondiamin yang
sangat reaktif. Diamin ini bereaksi dengan perangkai (coupler) yang disebut juga
dengan modifier dan terbentuklah warna, dan ini terjadi di batang rambut. Proses
pembentukan warna ini kira-kira 15-30 menit. Reaksi ini terjadi di dalam batang
rambut dan zat warna ini sulit hilang sehingga warna rambut dapat menjadi
permanen. Amonia ditambahkan pada formula tidak hanya untuk alkali yang akan
mempercepat pelepasan O, dari H,O, tetapi juga dapat menambah penetrasi dari

cat kedalam rambut’.

2.6 Kasus Alergi Pada Kulit

Alergi akibat pewarna rambut atau pewarna kulit adalah kelainan yang
disebabkan kulit berkontak dengan bahan-bahan yang ada didalam pewarna
rambut’ . Reaksi yang disebabkan oleh penggunaan pewarna rambut dalam kasus-
kasus ringan biasanya hanya melibatkan dermatitis pada kelopak mata atas atau
pinggiran telinga. Dalam kasus yang lebih parah, mungkin ada ditandai
kemerahan dan pembengkakan pada kulit kepala dan wajah. Kelopak mata benar-
benar dapat menutup dan reaksi alergi ini dapat menjadi luas °,

Penelusuran pada kasus alergi karena kontak dengan Para-fenilendiamin
ini dapat dibagi ke dalam 2 kelompok: (1) respon akut, dimana reaksi kulit terjadi
dalam 1-2 hari setelah kontak; (2) respon sub-akut, dimana erupsi kulit terjadi
lambat yaitu dalam 1-2 minggu setelah kontak. Pada kasus ini reaksi alergi kulit
timbul dalam waktu 1 minggu, yang menunjukkan adanya respon subakut dan
sensitisasi terjadi setelah aplikasi tato temporer 2

Seorang wanita usia 34 tahun, bangsa Indonesia, mengalami alergi pada
bagian tangannya dengan rasa gatal dan timbul bintil-bintil merah. Hal ini dialami
karena 1 minggu sebelumnya penderita memakai tato temporer yang berwarna
hitam pada tangannya tersebut. Hasil diagnosa menunjukan bahwa terjadi alergi
pada kulit akibat tato temporer yang mengandung para-fenilendiamin dan

diperoleh hasil positif kuat (++) terhadap Para-fenilendiamin dari bahan tato'?.



Gambar 4. Dermatitis setelah kontak dengan pewarna kulit

2.7 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan campuran yang didasarkan atas
perbedaan migrasi dan distribusi dari komponen diantara dua fasa, yaitu fasa diam
(padat atau cair) dan fasa gerak (cair atau gas)'®. Dua fasa ini dapat berupa padat-
cair, cair-cair, gas-cair atau gas-padat.

Kromatografi dapat dibedakan atas berbagai macam, tergantung pada
pengelompokkannya. Berdasarkan pada mekanisme pemisahannya, kromatografi
dibedakan menjadi kromatografi adsorbsi, kromatografi partisi, kromatografi
pertukaran ion, kromatografi eksklusi. Berdasarkan alat yang digunakan,
kromatografi dapat dibedakan atas kromatografi kertas, kromatografi lapisan tipis,
kromatografi cair kinerja tinggi, dan kromatografi gas. Jenis kromatografi yang
digunakan tergantung pada jenis analit yang dianalisis 4,

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) adalah salah satu jenis
kromatografi yang menggunakan fasa gerak cair melalui suatu kolom
kromatografi bertekanan tinggi untuk memisahkan analit dari suatu campuran.
Interaksi antara fasa diam dengan fasa gerak terhadap analit akan memisahkan
campuran menjadi komponen-komponennya. Dari kolom kromatografi
komponen-komponen tersebut akan terus ke detektor dan hasil pemisahannya
ditampilkan pada monitor. Metode HPLC memiliki beberapa keuntungan yaitu
analisa dilakukan dalam waktu yang cepat, daya pisahnya baik, cocok untuk
analisa senyawa bermolekul besar maupun kecil, bisa untuk senyawa yang mudah
menguap dan yang tidak mudah menguap, senyawa organik dan anorganik,

senyawa ionik dan non ionik, senyawa polar dan non polar i,
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HPLC memungkinkan untuk analisis senyawa secara kualitatif dan
kuantitatif. Pengukuran secara kualitatif didasarkan pada waktu retensi yang
spesifik pada sistem tertentu. Untuk pengukuran secara kuantitatif, terjadinya elusi
pada kolom akan memberikan sinyal yang proporsional dengan konsentrasi
komponen.

Sistem pemisahan pada HPLC terbagi atas dua yaitu sistem fasa balik dan
sistem fasa normal. Perbedaan dari kedua sistem tersebut adalah kepolaran dari
fasa gerak, fasa diam dan analit yang dianalisis. Sistem fasa balik dimana fasa
diam yang digunakan bersifat non polar, fasa gerak yang digunakan bersifat polar,
sedangkan fasa normal dimana fasa diam yang digunakan bersifat polar, fasa
gerak yang digunakan bersifat non polar dan analit yang dipisahkan bersifat non
polar.

Metode pada HPLC terbagi atas dua, yaitu elusi isokratik: dimana
komposisi dari fasa gerak tetap selama proses elusi berlangsung, dan elusi
gradien: dimana komposisi dari fasa gerak berubah selama proses elusi. Efek dari
elusi gradien adalah mempersingkat waktu retensi dari senyawa-senyawa yang
tertahan kuat pada kolom. Apabila dibandingkan dengan elusi isokratik, elusi
gradien memberikan beberapa keuntungan yaitu total waktu analisis dapat
direduksi, resolusi setiap senyawa dalam campuran bertambah, dan puncak yang
tajam'®.

Sistem peralatan HPLC pada umumnya terdiri dari pompa, injektor,
kolom, detektor, dan integrator (alat pembaca sinyal yang dihasilkan detektor).

Adapun bagan peralatan HPLC dapat dilihat pada Gambar 5.

Mikro syringe

posTIpa
ba, injektor
e
H
kol dilengiu 3
7 d;ﬂf'mg) i pengolah data
{1 5m : '
Waeclah Fave teedeest
qerok
I !l i Detektor
ke pembuang

Gambar 5. Skema komponen HPLC
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2.7.1 Sistem Pompa

Fungsi pompa di dalam sistem HPLC adalah untuk mengalirkan fasa gerak masuk
ke dalam kolom menggunakan pompa yang bertekanan tinggi. Pompa yang baik
harus memiliki pengaliran yang stabil tanpa getaran untuk meminimalkan
gangguan pada detektor, tahan terhadap semua jenis pelarut dan volume
pengaliran harus konstan. Kecepatan pengaliran umumnya yaitu 0,5-10
mL/menit'®.

2.7.2 Sistem Injeksi

Injektor adalah tempat memasukkan sampel atau cuplikan yang akan dianalisis ke
dalam alat kromatografi. Untuk mendapatkan pemisahan yang sempurna, selain
kolom yang baik juga ditentukan oleh jumlah cuplikan yang dimasukkan ke dalam
sistem injektor '. Mikro syringe dapat memasukkan cuplikan ke dalam kolom
dalam jumlah kecil karena kualitasnya, memiliki ketepatan ulang yang tinggi dan
mudah digunakan'’.

Injektor terbagi menjadi tiga tipe yaitu injektor dengan cara penghentian
aliran (stop flow), septum dan katup putaran (loop valve). Injektor pada HPLC
yang sering digunakan adalah injektor katup putaran. Untuk memasukkan
cuplikan ke dalam aliran fasa gerak perlu dua langkah: (a) sejumlah volume
cuplikan disuntikkan ke dalam /oop dalam posisi load , cuplikan masih berada
dalam loop, (b) kran diputar untuk mengubah posisi load menjadi posisi injeksi
dan fasa gerak membawa cuplikan ke dalam kolom. Tipe injektor katup putaran
dapat dilihat pada Gambar 6.

fa) Lubang M gubang
suntih ke pembaang santik ke prmbuang

- -

\ | Keluk
}&;_ nampwt
A /7 X
- Dari . :
lu:lual Fompa Ke Dasi

Lolom pompa

Gambar 6. Tipe Injektor Katup Putaran
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2.7.3 Fasa Gerak

Fasa gerak disebut juga sebagai eluen, berfungsi untuk membawa sampel
melewati kolom dan mengelusi komponen sampel yang terdistribusi antara fasa
gerak dan fasa diam. Retensi analit tergantung pada kekuatan interaksi antara fasa
gerak dan fasa diam sehingga pemilihan fasa gerak sangat penting untuk
meningkatkan selektivitas dan reproduksibilitas pemisahan analit 3,

Di dalam kromatografi cair, komposisi dari eluen adalah salah satu dari
variabel yang mempengaruhi pemisahan. Terdapat variasi yang sangat luas pada
eluen yang digunakan untuk HPLC. Fasa gerak mempunyai sifat: stabil, tingkat
kemurnian tinggi, mudah didapatkan, titik didih 20-50°C diatas temperatur kolom,
tidak bereaksi dengan wadah (packing), sesuai dengan detektor, dapat melarutkan
sampel, memiliki viskositas rendah dan memungkinkan perolehan kembali sampel
dengan mudah '°. Menghilangkan gas (degassing) harus dilakukan jika

menggunakan kolom yang sangat sensitif terhadap udara, karena udara yang

terlarut pada fasa gerak jika tidak dikeluarkan akan menyebabkan gangguan.

2.7.4 Kolom

Kolom merupakan jantung kromatografi, yaitu sebagai tempat terjadinya proses
pemisahan dan bagian yang sangat penting karena menjadi kunci penentu
keberhasilan pemisahan komponen-komponen sampel serta hasil akhir analisis
dengan HPLC.

Kolom dapat dibagi menjadi dua kelompok yaitu kolom analitik dan
kolom preparatif. Kolom analitik memiliki diameter dalam 2-6 mm. Panjang
kolom tergantung pada jenis material pengisi kolom. Kolom preparatif umumnya
memiliki diameter 6 mm atau lebih besar dengan panjang kolom 25-100 cm.
Kolom yang berisi fasa diam biasanya terbuat dari stainles steel dan dioperasikan
pada temperatur kamar, tetapi bisa juga digunakan temperatur lebih tinggi,
terutama untuk kromatografi penukar ion dan kromatografi eksklusi 2

Kolom secara rapat diisi oleh fasa diam yang merupakan partikel kecil
padat dan berpori dimana materialnya memiliki ukuran partikel distribusi tertentu
dan diameter pori yang spesifik untuk jenis fasa diam yang tergantung pada sifat

dan tipe pemisahan yang diinginkan'®.
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2.7.5 Detektor

Detektor yang baik memiliki sensitifitas yang tinggi, gangguan (noise) yang
rendah, kisaran respon linier yang luas, dan memberi respon untuk semua tipe
senyawa. Jenis-jenis detektor diantaranya adalah detektor UV/Vis, detektor
fluoresensi, detektor spektrofotometer massa, detektor konduktivitas, detektor
elektrokimia, dan detektor indeks bias. Detektor HPLC yang umum digunakan
adalah detektor UV/Vis karena sebagian besar senyawa organik mengabsorbsi
sinar dalam daerah UV dari spektrum elektromagnetik. Pada panjang gelombang
ini pelarut yang digunakan menyerap sedikit, sedangkan analit meyerap dengan
kuat",

Detektor UV dioperasikan untuk pendeteksian analit yang mempunyai
serapan pada panjang gelombang UV. Fasa gerak yang digunakan menyerap
cahaya relatif kecil pada daerah UV agar didapatkan baseline yang datar.
Kesensitifan alat ini tergantung pada koefisien absorptivitas molar komponen
analit, dengan absorptivitas yang besar akan memberikan batas deteksi yang baik
dibandingkan dengan absorptivitas yang lebih kecil .

2.8 Spektrofotometri

Spektrofotometri merupakan suatu metoda analisa yang didasarkan pada
pengukuran serapan sinar monokromatis oleh suatu lajur larutan pada panjang
gelombang tertentu dengan menggunakan monokromator prisma atau kisi difraksi
dengan detektor fotosel. Spektrofotometer adalah alat untuk mengukur transmittan
atau absorban suatu sampel sebagai fungsi panjang gelombang'’.

Spektrofotometri merupakan metoda yang sangat penting dalam analisa
kimia kuantitatif. Spektrofotometri mempunyai beberapa kelebihan yaitu dapat
digunakan secara luas baik untuk penentuan senyawa organik maupun senyawa
anorganik, mempunyai kepekaan yang tinggi, cukup selektif, pengerjaannya
mudah dan cepat'’.

Suatu spektrofotometer tersusun dari sumber cahaya, monokromator, sel
pengabsorpsi, detektor dan indikator. Sumber cahaya terdiri dari lampu hidrogen
atau deuterium untuk daerah UV dan lampu wolfram untuk daerah sinar tampak.
Monokromator berfungsi untuk mengubah sinar polikromatis menjadi sinar
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monokromatis'*. Dimana syarat untuk analisa dengan spektrofotometri yaitu
komponen-komponen dalam larutan tidak boleh saling bereaksi, puncak serapan
komponennya tidak tumpang tindih, dan komponen memenuhi hukum Lambert
Beer. Hukum Lambert-Beer dapat dituliskan dengan persamaan'” :
A=ab.c
Dimana A = absorban

a = koefisien absorbtivitas komponen

b = tebal medium pengabsorbsi

¢ = konsentrasi

Pada penelitian ini, spektrofotometer berfungsi untuk menentukan panjang

gelombang maksimum dari senyawa para-fenilendiamin dan oksida para-

fenilendiamin, sehingga nilai serapan tersebut diatur pada alat HPLC.
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BAB III
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Maret sampai Agustus 2012 di Laboratorium
Analisis Terapan Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Andalas dan Laboratorium Sentral Universitas Andalas.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan untuk melakukan penelitian ini adalah seperangkat alat
HPLC (Shimadzu LC-20AD) dengan kolom C;g (250 mm x 4,6 mm) dan detektor
UV-Vis, mikro syringe 20 pL, perangkat ultrasonik (Branson tipe 1510),
Spektrofotometer UV-Vis (Evolution 201 UV-Visible), neraca analitis (Mettler),
pH meter (Mettler), membran filter PTFE 0,45um (Whatman), serta peralatan
gelas yang biasa digunakan di laboratorium.

_ Bghan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah para-
fenilendiamin p.a (Merck), metanol p.a (Merck), metanol HPLC grade (Merck),
asam asetat glasial (Merck), akuabides (PT.lkapharmindo Putramas), amonium
hidroksida , hidrogen peroksida, tiga sampel pewarna rambut dan tiga sampel
pewarna kulit yang diperoleh dari beberapa pasar swalayan dan pasar raya kota
Padang.

3.3 Persiapan Sampel

Sampel dipilih dari beberapa merek pewarna rambut dan pewarna kulit yang
beredar di pasaran daerah Padang. Enam merek yang terdiri dari tiga merek
pewarna rambut dan tiga merek pewarna kulit dalam keadaan utuh dijadikan
sampel dalam penelitian ini. Dimana pemilihan sampel pewarna rambut
berdasarkan hasil penelusuran dari beberapa salon di kota Padang dan dipilih
beberapa merek pewarna rambut yang banyak digunakan konsumen di salon-
salon. Sedangkan pemilihan sampel pewarna kulit dilakukan berdasarkan hasil
penelusuran dari beberapa tempat pembuatan tato di kota Padang. Sampel
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pewarna kulit yang dipilih adalah beberapa merek yang banyak digunakan oleh

konsumennya, yaitu jenis pewarna kulit temporer (tato temporer).

3.4 Prosedur Kerja

3.4.1 Pembuatan Reagen

3.4.1.1 Pembuatan Larutan Para-fenilendiamin 100 mg/L

Ditimbang Para-fenilendiamin murni sebanyak 10 mg, dimasukkan ke dalam labu
ukur 100 mL kemudian dilarutkan dengan metanol p.a , dihomogenkan kemudian
di tepatkan volume hingga garis tanda.

3.4.1.2 Pembuatan Larutan Oksida Para-fenilendiamin 100 mg/L

Ditimbang Para-fenilendiamin murni sebanyak 10 mg, dimasukkan ke dalam labu
ukur 100 mL kemudian dilarutkan dengan metanol p.a dan dihomogenkan. Lalu
larutan tersebut di oksidasi dengan 1 mL hidrogen peroksida, dan ditepatkan
volume hingga garis tanda dengan metanol p.a kemudian dibiarkan terbuka

selama + 2 jam.

3.4.1.3 Pembuatan Larutan Buffer Asetat

Pembuatan larutan buffer asetat dalam penelitian ini yaitu dengan mereaksikan
antara asam asetat 0,05 M dengan amonium hidroksida 0,05 M dengan volume
asam asetat yang berlebih sehingga kelebihan asam asetat dan garam yang
terbentuk dari hasil reaksi berperan sebagai larutan buffer asetat.

3.4.2 Penentuan Kondisi Optimum

3.4.2.1 Penentuan panjang Gelombang Maksimum para-fenilendiamin dan
oksida para-fenilendiamin secara Spektrofotometri UV

Larutan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin diukur serapannya
pada panjang gelombang 200-400 nm menggunakan spektrofotometer UV,
didapatkan spektrum serapannya. Dari spektrum ini dapat ditentukan panjang

gelombang untuk analisis kedua senyawa tersebut.
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3.4.2.2 Penentuan pH Optimum Eluen Buffer Asetat Terhadap Pemisahan
Para-Fenilendiamin dan Oksidanya

Masing-masing larutan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin
diinjeksikan sebanyak 20 pL ke dalam kolom HPLC dengan laju alir 1 mL/menit,
pengukuran pH buffer asetat dengan menggunakan pH meter, menggunakan fasa
gerak campuran dari metanol dan buffer asetat pH 5,0 ;5,5;5,9;6,5; 6,9
dengan komposisi buffer asetat dan metanol 95:5 pada panjang gelombang
analisis yang telah ditentukan sebelumnya. Kemudian ditentukan pH optimum

eluen yang baik terhadap analit.

3.4.2.3 Penentuan Komposisi Optimum Fasa Gerak HPLC

Masing-masing larutan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin
diinjeksikan sebanyak 20 pL ke dalam kolom HPLC dengan laju alir 1 mL/menit
menggunakan fasa gerak campuran dari buffer asetat dan metanol 95:5 ; 92,5:7,5
; 90:10 ; 87,5:12,5 ; 85:15 dengan pH buffer asetat yang telah ditentukan
sebelumnya pada panjang gelombang analisis. Kemudian ditentukan komposisi

fasa gerak yang menghasilkan pemisahan paling baik.

3.4.3 Pembuatan Kurva Kalibrasi

Larutan para-fenilendiamin dengan konsentrasi 10 mg/L, 40 mg/L, 85 mg/L, 120
mg/L diinjeksikan sebanyak 20uL ke dalam kolom HPLC menggunakan kondisi
optimum analisis yang telah ditentukan sebelumnya. Kurva kalibrasi dibuat
berdasarkan konsentrasi (mg/L) dan luas puncak yang dihasilkan. Hal yang sama
juga dilakukan terhadap oksida para-fenilendiamin.

3.4.4 Penentuan Kadar Para-fenilendiamin dan Oksida Para-fenilendiamin
dalam Sampel Pewarna Rambut dan Pewarna Kulit Dengan HPLC
Ditimbang sampel pewarna rambut dan pewarna kulit masing-masing sebanyak
0,5 gram dimasukkan ke dalam erlenmeyer 50 mL, lalu dilarutkan dengan metanol
sampai 50 mL dan dibiarkan selama 15 menit, kemudian disaring. Lalu 0,5 mL
dari larutan tersebut diencerkan dengan 10 mL metanol. Sebelum digunakan,

metanol disaring dengan membran filter. Analisa dengan alat HPLC ini dimulai
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dengan melakukan degassing terhadap fasa gerak yang akan digunakan. Proses
degassing ini menggunakan perangkat ultrasonik dan bertujuan untuk
menghilangkan gas pada fasa gerak yang dapat mengganggu analisis. Selanjutnya,
tombol ‘ON’ pada HPLC ditekan lalu distabilkan selama 2 menit untuk proses
purging. Sistem program dilakukan dengan komputer sesuai dengan instruksi
dalam komputer . Dengan bantuan pompa, fasa gerak dialirkan ke dalam kolom
guna untuk mencuci kolom sehingga diperoleh base line yang datar ( + 60 menit).
Kemudian sampel diinjeksikan sebanyak 30 pL pada injektor dengan metode
katup putaran yang terdiri dari dua langkah yakni, langkah pertama sejumlah
volume cuplikan disuntikkan ke dalam loop dalam posisi ‘load’, cuplikan masih
berada dalam /oop dan mengalir melalui kolom, pada saat posisi ‘load’ cuplikan
melalui keluk sampel dan kelebihannya dikeluarkan ke pembuang sehingga
volume injeksi tepat 20 puL . Langkah kedua kran diputar untuk mengubah posisi
‘load’ menjadi posisi ‘injeksi’ dan fasa gerak membawa cuplikan ke dalam kolom,
pada saat penyuntikan katup diputar sehingga fase gerak mengalir melewati keluk
sampel dan cuplikan diteruskan ke kolom. Di dalam kolom terjadi pemisahan
analit dari sampel. Analit yang memiliki kepolaran lebih tinggi akan lebih cepat
terbawa oleh fase gerak ke detektor. Hasil pengukuran dengan HPLC yaitu berupa
kromatogram yang terekam pada rekorder. Dari kromatogram diketahui waktu
retensi dan luas puncak dari senyawa para-fenilendiamin dan oksidanya pada

sampel pewarna rambut dan pewarna kulit.
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BAB IV
HASIL DAN DISKUSI

4.1 Penentuan Kondisi Optimum

4.1.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Para-fenilendiamin dan
Oksida Para-fenilendiamin Secara Spektrofotometri UV

Panjang gelombang optimum pemisahan ditentukan dengan mengukur serapan

larutan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin dengan konsentrasi

masing-masing 100 mg/L pada panjang gelombang 200-400 nm menggunakan

spektrofotometer UV. Dari hasil pengukuran didapatkan panjang gelombang

yang sama yaitu pada 304 nm seperti terlihat pada Gambar 7.

s P

(a) (b)

Gambar 7. Spektrum UV (a) para-fenilendiamin (b) oksida para-fenilendiamin

Dari gambar diatas dapat dilihat bahwa pada panjang gelombang 304 nm,
senyawa para-fenilendiamin maupun oksida para-fenilendiamin dapat menyerap
dengan baik sehingga pada panjang gelombang 304 nm dijadikan sebagai panjang

gelombang optimum pemisahan.
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4.1.2 Penentuan pH Optimum Eluen Buffer Asetat Terhadap Pemisahan
Para-Fenilendiamin dan Oksidanya

Fasa gerak yang digunakan adalah campuran dari metanol dan buffer asetat (pH
5,0 ;55;5,9;6,5;6,9) dengan komposisi buffer asetat dan metanol yaitu 95:5
menggunakan kolom C,s dengan laju alir 1 mL/menit dan waktu retensi 10 menit.
Dari hasil pengukuran didapatkan data seperti yang terlihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Penentuan pH optimum eluen buffer asetat pada HPLC

pH Buffer Jenis Waktu Retensi (R Luas Resolusi ,
Asetat Senyawa (menit) Puncak Rs

5 PFD 2,850 131.212 1,105
| Oksida PFD 2,514 150.842

55 PFD 3,200 353.020 1,362
Oksida PFD 2,602 124.670

59 PFD 3,618 465.534 2,096
Oksida PFD 2,592 77.024

6,5 PFD 4,563 1.250.225 1,916
Oksida PFD 2,556 201.488

6,9 PFD 4,853 1.093.329 1,935
Oksida PFD 2,499 159.444

Dari data hasil pengukuran diatas, diperoleh nilai resolusi tertinggi
terhadap pemisahan para-fenilendiamin dan oksidanya yaitu pada pH 5,9 tetapi
puncak para-fenilendiamin tidak terpisah dengan baik. Pada pH 5 dan pH 5,5
waktu retensi pemisahan kedua senyawa tersebut lebih cepat dibandingkan waktu
retensi kedua senyawa pada pH lainnya, tetapi puncak para-fenilendiamin tidak
terpisah dengan baik. Pada pH 6,5 dan 6,9 puncak senyawa para-fenilendiamin
telah terpisah dengan baik, namun pada pH 6,9 puncak para-fenilendiamin yang
terpisah lebih baik dibandingkan puncak para-fenilendiamin pada pH 6,5. Selain
itu, nilai resolusi pada pH 6,9 lebih baik dari nilai resolusi pH 6,5. Dengan
demikian, pH 6,9 dijadikan pH untuk buffer asetat sebagai komponen fasa gerak

karena menghasilkan pemisahan dan resolusi senyawa yang baik. Kromatogram
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pemisahan para-fenilendiamin dan oksidanya berdasarkan variasi pH buffer asetat
dapat dilihat pada Lampiran 4.

4.1.3 Penentuan Komposisi Optimum Fasa Gerak HPLC

Dari Tabel 1 dapat diketahui bahwa pada komposisi fasa gerak metanol dan buffer
asetat pH 6,9 (5:95) telah terjadi pemisahan yang baik untuk senyawa para-
fenilendiamin dan oksidanya. Tetapi untuk memperoleh pemisahan yang lebih
baik dengan waktu retensi yang lebih cepat dan resolusi yang lebih baik, maka
dilakukan perbandingan dengan penambahan volume metanol sehingga variasi
komposisi fasa gerak menjadi 7,5:92,5 ; 10:90 ; 12,5:87,5 dan 15:85. Dari hasil
pengukuran didapatkan data seperti yang terlihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Penentuan komposisi optimum fasa gerak HPLC

Fasa Gerak Jenis Waktu Luas Resolusi
(Metanol : buffer Senyawa Retensi,tR Puncak ;RS
Asetat pH 6,9) (menit)
5:95 PFD 4,853 1.093.329 1,935
Oksida PFD 2,499 159.444
7,5:92,5 PFD 4,180 1.037.768 1,765
Oksida PFD 2,511 147.916
10:90 PFD 3,815 974.576 1,527
Oksida PFD 2,525 140.723
12,5:87,5 PFD 3,567 902.995 1,481
Oksida PFD 2,516 114.646
15:85 PFD 3,354 438.489 2,096
Oksida PFD 2,505 85.935

Dari Tabel 2 dapat dilihat bahwa waktu retensi kedua senyawa pada
komposisi fasa gerak metanol dan buffer asetat pH 6,9 (5:95) lebih lama
dibandingkan dengan waktu retensi kedua senyawa pada komposisi fasa gerak
lainnya. Dengan demikian dapat dikatakan bahwa semakin besar volume metanol

yang digunakan, maka waktu retensi setiap senyawa semakin cepat. Namun waktu
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retensi yang cepat tidak berbanding lurus dengan pemisahan yang baik. Dimana
semakin cepat waktu retensi atau volume metanol yang ditambahkan maka
puncak para-fenilendiamin semakin tidak terpisah dengan baik. ~ Nilai resolusi
yang tinggi didapatkan pada komposisi fasa gerak metanol dan buffer asetat pH
6.9 (15:85) yaitu 2,096. Nilai resolusi tersebut tidak sebanding dengan pemisahan
yang baik karena puncak para-fenilendiamin tidak terpisah. Kromatogram
pemisahan para-fenilendiamin dan oksidanya berdasarkan variasi komposisi eluen
metanol : buffer asetat pH 6,9 dapat dilihat pada Lampiran 5.

Pengelusian yang baik terjadi pada komposisi fasa gerak metanol dan
buffer asetat pH 6,9 (5:95) dimana pemisahan kedua senyawa yakni para-
fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin dapat terlihat dengan jelas walaupun
waktu retensi kedua senyawa tersebut lebih lama dibandingkan dengan waktu
retensi pada komposisi fasa gerak lainnya. Oleh karena itu, komposisi fasa gerak
metanol dan buffer asetat pH 6,9 (5:95) dipilih sebagai komposisi fasa gerak

optimum untuk penentuan para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin.

4.2 Pembuatan Kurva Kalibrasi Para-Fenilendiamin dan Oksida Para-
Fenilendiamin
Dari hasil pengukuran sederetan larutan standar para-fenilendiamin didapatkan

kurva kalibrasi seperti yang terlihat pada Gambar 8.

Kurva Kalibrasi Para-fenilendiamin dengan HPLC

3000000 -

y =20940x - 22276
2500000 - Rz =(0.997
2000000
1500000

1000000

Luas Puncak

500000

0

-500000 ~

Konsentrasi (mg/L)

Gambuar 8. Kurva Kalibrasi Para-Fenilendiamin
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Dari hasil pengukuran sederatan larutan standar para-fenilendiamin,
didapatkan persamaan regresi dari para-fenilendiamin y = 20940 x — 22276
dengan nilai koefisien determinasi (R?) 0,997. Nilai koefisien determinasi yang
diperoleh menunjukkan hasil yang baik karena mendekati nilai 1. Dengan
demikian dapat dikatakan bahwa terdapat hubungan yang linier antara konsentrasi
para-fenilendiamin dan luas area yang terukur seperti terlihat pada Gambar 8.
Perhitungan persamaan regresi dan koefisien determinasi para-fenilendiamin
tertera pada Lampiran 1.

Dari kromatogram yang diperoleh, terdapat banyak puncak oksida para-
fenilendiamin pada waktu retensi yang berbeda-beda dan saling berdekatan. Hal
tersebut dikarenakan sifat dari para-fenilendiamin yang mudah teroksidasi dan
tidak stabil . Maka dipilih dua pucak oksida para-fenilendiamin yang tinggi dan
luas area yang luas, yaitu oksida para fenilendiamin (tg 2,9) dan oksida para
fenilendiamin (tg 3.6).

Dari hasil pengukuran sederetan larutan standar oksida para-fenilendiamin

tersebut, didapatkan kurva kalibrasi seperti yang terlihat pada Gambar 9.

Kurva Kalibrasi Oksida Para-Fenilendiamin dengan

HPLC
70000 -
60000 y = 518.6x + 68.32
R2=0.998
g 0007 EEE  Oksi-PFD ty 2,9
(]
E — gmm oksi-PFD ty 3.6
2 30000 y = 376.1x + 4446.
3 R? = 0.955
20000 -
10000 -
0 - o - =
0 50 100 150

Konsentrasi (mg/L)

Gambar 9. Kurva kalibrasi oksida para-fenilendiamin

Dari hasil pengukuran sederetan larutan standar tersebut, didapatkan dua

persamaan regresi dari oksida para-fenilendiamin, yaitu persamaan regresi dari
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oksida para fenilendiamin (tg 2,9) dan persamaan regresi dari oksida para-
fenilendiamin (tg 3,6).

Persamaan regresi dari oksida para-fenilendiamin (g 2,9) yaitu y = 518,6
X + 68,32 dengan nilai koefisien determinasi (Rz) 0,998. Nilai koefisien
determinasi yang diperoleh mendekati 1 sehingga dapat dikatakan terdapat
hubungan yang linier antara konsentrasi dan luas area yang terukur seperti terlihat
pada Gambar 10 . Perhitungan persamaan regresi dan koefisien determinasi oksida
para-fenilendiamin (tg 2,9) tertera pada Lampiran 2.

Persamaan regresi dari oksida para-fenilendiamin (tr 3,6) yaitu y = 376,1
X + 4446 dengan nilai koefisien determinasi (Rz) 0,955. Nilai koefisien
determinasi yang diperoleh cukup baik sehingga dapat dikatakan terdapat
hubungan yang cukup linier antara konsentrasi dan luas area yang terukur seperti
terlihat pada Gambar 10. Perhitungan persamaan regresi dan koefisien determinasi

oksida para-fenilendiamin (tR 3,6) tertera pada Lampiran 3.
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4.3 Penentuan Kadar Para-fenilendiamin dan Oksida Para-fenilendiamin
dalam Sampel Pewarna Rambut dan Pewarna Kulit
Dari persamaan regresi para-fenilendiamin dan oksida para-fenilendiamin dapat
ditentukan kadar para-fenilendiamin dan oksidanya pada sampel pewarna rambut
dan pewarna kulit. Pada penelitian ini dilakukan penentuan kadar kedua senyawa
tersebut pada 3 buah sampel pewarna rambut yaitu sampel kode TL,BG dan MR
serta 3 buah sampel pewarna kulit yaitu CM,EG dan RC dengan ‘menggunakan
kondisi yang telah ditentukan sebelumnya. Kromatogram penentuan para-

fenilendiamin dan oksidanya dapat dilihat pada Gambar 10.
W ) o

PRETY
~.
PR
—
—
TTARse

Sampel CM Sampel EG sampel RC

Gambar 10 . Kromatogram penentuan para-fenilendiamin dan oksida para-
fenilendiamin dalam sampel pewarna rambut dan pewarna kulit ;
fasa gerak campuran metanol dan buffer asetat pH 6,9 (5:95)
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Hasil perhitungan kadar dan persentase kadar para-fenilendiamin dan
oksida para-fenilendiamin dalam sampel dapat dilihat pada Tabel 3. Sedangkan
data dan perhitungan kadar kedua senyawa tersebut dalam sampel dapat dilihat
pada Lampiran 6.

Tabel 3. Hasil perhitungan kadar dan persentase kadar para-fenilendiamin dan
oksida para-fenilendiamin pada sampel

Kode Kadar (mg/L) Persentase Kadar (%)
Sampel | PFD | Oksi-PFD | Oksi-PFD | PFD | Oksi-PFD | Oksi-PFD
tr 2,9 tr 3,6 tr 2,9 tr 3,6
TL 26.013 - 175.404 2,60 - 17,54
BG 11.406 - 44.564 1,14 - 4,46
MR 29.162 - 47.051 2,91 - 4,70
CM 2.834 - 53.013 0,28 - 5,30
EG 6.676 - 60.166 0,67 - 6,02
RC 3.738 - 48.036 0,37 - 4,80

Dari hasil pengukuran yang diperoleh dapat diketahui bahwa semua
sampel pewarna rambut dan pewarna kulit mengandung para-fenilendiamin
sebagai zat warna dan telah teroksidasi menjadi oksidanya dimana kadar tertinggi
dari para-fenilendiamin terdapat pada sampel pewarna rambut MR yaitu 2,91 %
dan terendah terdapat pada sampel pewarna kulit CM yaitu 0,28 %. Oksida para-
fenilendiamin kedua (tg 3,6) terdapat pada semua sampel dimana kadar tertinggi
terdapat pada sampel pewarna rambut TL yaitu 17,54 % dan kadar terendah
terdapat pada sampel pewarna rambut BG yaitu 4,46 %. Tidak ada terdapat oksida
para-fenilendiamin pertama (t 2,9) . Dari hal tersebut dapat diketahui bahwa
oksida para-fenilendiamin kedua (tr 3,6) merupakan hasil oksidasi dari para-
fenilendiamin.

Berdasarkan Badan Pengawas Obat dan Makanan Republik Indonesia
(BPOM RI), kadar maksimum dari para-fenilendiamin pada kosmetik baik itu
pewarna rambut ataupun pewarna kulit adalah 6% dan kadar maksimum dari
oksida para-fenilendiamin dalam kosmetik adalah 4%. Peraturan BPOM RI

mengenai kadar maksimum dari kedua senyawa ini dapat dilihat pada Lampiran 7.
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Dari hasil perhitungan persen kadar kedua senyawa tersebut dapat
diketahui bahwa senyawa para-fenilendiamin berada pada batas yang masih
diizinkan. Kadar senyawa oksida para-fenilendiamin pada semua sampel, baik itu
sampel pewarna rambut ataupun sampel pewarna kulit melebihi batas maksimum
atau batas yang diizinkan.

Faktor yang sangat mempengaruhi proses oksidasi yang terjadi pada
beberapa merek pewarna rambut adalah kemasan yang tidak sesuai dengan
standar kemasan kosmetik, sifat dari para-fenilendiamin yang sangat reaktif dan
mudah teroksidasi bila terpapar dengan udara sehingga sangat mempengaruhi

kualitas dari suatu sampel yang mengandung para-fenilendiamin.
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BAB YV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Didapatkan kondisi optimum untuk penentuan para-fenilendiamin dan oksida para-
fenilendiamin dengan metode HPLC yaitu menggunakan fasa gerak metanol dan
buffer asetat pH 6,9 (5:95) dengan sistem pendeteksian UV pada panjang
gelombang 304 nm, laju alir 1 mL/menit dengan kolom Cig (250 mm x 4,6 mm).
Para-fenilendiamin dan oksidanya ditemukan dalam semua sampel pewarna
rambut dan pewarna kulit, dimana kadar para-fenilendiamin tertinggi pada sampel
pewarna rambut MR yaitu 2,91% dan kadar terendah pada sampel pewarna kulit
CM yaitu 0,28%, sedangkan kadar oksida para-fenilendiamin tertinggi terdapat
pada sampel pewarna rambut TL, yaitu 17,61% dan kadar oksida para-
fenilendiamin terendah terdapat pada sampel pewarna rambut BG, yaitu 4,46%.
Kadar para-fenilendiamin pada pewarna rambut dan pewarna kulit tidak
melebihi batas maksimum yang diizinkan, dan kadar senyawa oksida para-
fenilendiamin pada semua sampel melebihi batas maksimum yang diizinkan
menurut peraturan BPOM RI, dimana batas maksimum untuk para-fenilendiamin
adalah 6%, dan batas maksimum oksida para-fenilendiamin adalah 4%.

5.2 Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan disarankan untuk melengkapi data validasi
metode seperti penentuan standar deviasi relatif, penentuan perolehan kembali,
penentuan limit deteksi dan limit kuantisasi. Diharapkan kepada masyarakat untuk
lebih berhati-hati dalam memilih pewarna rambut ataupun pewarna kulit guna

mencegah terjadinya efek samping yang dapat ditimbulkan.
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Lampiran 1. Perhitungan Persamaan Regresi dan Koefisien Determinasi Para-

fenilendiamin
X y xy x* y
0 0 0 0
10 201.017 2.010.170 100 4,0408x10™
40 800.030 32.001.200 1600 6,4005x10""
85 1.672.521 142.164.285 7225 2,7973x10"*
120 2.554.726 306.567.120 14400 6,5266x10"
Tx =255 |Yy=5.228294 | Yxy=482.742.775 | Yx2=23.325 | ¥y2=1,0004x10"

1. Perhitungan Persamaan Regresi
_Nnyxy—Yxyy

nyx? -(Ix) 2

_ (5x482.742.775)— (255 x 5.228.294)
(5 x 23.325)— (255)2

a=

20.940

y-bx

= 1.045.658,8 — (20.940 x 51)

y:

y =-22.276 + 20.940x

y=

-22.276

a+bx

20.940x — 22.276

2. Perhitungan Koefisien Determinasi
nyxy—Yxxy
J [nZx2-Cx)?] [nZy?- Cy)?]
_ (5 x 482.742.775)— (255 x 5.228.294)
JI(5 x 23.325)— (255)2][(5 x 1,0004 x 1013)— (5.228.294)2]

R2

=0.998
=0,997
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Lampiran 2. Perhitungan Persamaan Regresi dan Koefisien Determinasi Oksida

Para-fenilendiamin waktu retensi (tg) 2,9

x y xy x° y

0 0 0 0 0

10 5.610 56.100 100 31.472.100

40 21.154 846.160 1600 447.491.716

85 42.503 3.612.755 7225 1.860.505.009

120 63.340 7.600.800 14400 4.011.955.600
Tx=255 |Yy=132607 |Yxy=12.115815 |¥x2=23325 |Yy2=6.297.424.425

1. Perhitungan Persamaan Regresi
_nixy— Yxyy

nyx2 -(Ix) 2
_ (5x12.115.815)— (255 x 132.607)

(5 x 23.325)— (255)2

=518,6

a=y

-bx

=26.521,4 - (518,6 x 51)
=68,32

y=a+bx
y = 68,32 + 518,6x

2. Perhitungan Koefisien Determinasi
_ nyxy-yxyLy

Y [Xx2-Cx)?] [nZy?- Ey)?]
(5 x 12.115.815)~ (255 ¥132.607)
J [(5 x 23.325)— (255)2][(5 x 6.297.424.425)— (132.607)2]

=0.9992
R? =0,998
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Lampiran 3. Perhitungan Persamaan Regresi dan Koefisien Determinasi Oksida

Para-fenilendiamin waktu retensi (tr) 3,6

2

2

x y xy x y
0 0 0 0
10 10.949 109.490 100 119.880.601
40 20.256 810.240 1600 410.305.536
85 41313 3.511.605 7225 1.706.763.969
120 45.642 5.477.040 14400 2.083.192.164
Yx=255 |Ty=118.160 |Yxy=9.908375 |¥x2=23.325 |Yy2=4.320.142.270

1. Perhitungan Persamaan Regresi

_nYxy—Yxyy
nYyx2 -(3x) 2

_ (5x%9.908.375)— (255 x 118.160)

(5 x23.325)— (255)2

=376,18

a=y-bx
=23.632 - (376,18 x 51)
= 4446,64

y=a+bx
y = 4446,64 + 376,18x

2. Perhitungan Koefisien Determinasi
_ nyxy— Yxxy

J mEx2-(3x)2] [nZy*- C¥)?]
(5 x 9.908.375)— (255 x 118.160)
Y [(5 x 23.325)— (255)2][(5 x 4.320. 142.270)— (118. 160)2]

=0.9777
R? = 0,955
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Lampiran 4. Kromatogram pemisahan para-fenilendiamin dan oksida para-

fenilendiamin berdasarkan variasi pH buffer asetat

W
namf w DACH
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£ §
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Y i 15 10
) /1] 50 5 1:: 00 L o
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1 «
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5 § B
0
0 i Y 15 109
o0 2 50 % w.o 00 bi} 50 i
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o
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1
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00
1 DetAChURdm
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Lampiran 5. Kromatogram pemisahan para-fenilendiamin dan oksida para-

fenilendiamin berdasarkan variasi komposisi eluen (Metanol : Buffer Asetat pH

6.9)
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Lampiran 6. Data dan perhitungan kadar Para-fenilendiamin dan Oksida Para

fenilendiamin dalam sampel

Data perhitungan faktor pengenceran sampel

Pelarutan Pengenceran
Kode Berat Volume Volume Volume Faktor
Sampel | penimbangan | pelarutan | pemipetan | pengenceran | Pengenceran
(gram) (mL) (mL) (mL)
TL 0,5019 50 0,5 10 1.992
BG 0,5011 50 0,5 10 1.994
MR 0,5017 50 0,5 10 1.992
CM 0,5025 50 0,5 10 1.990
EG 0,5009 50 0,5 10 1.996
RC 0,5017 50 0,5 10 1.992

Data luas puncak dan perhitungan kadar para-fenilendiamin dan oksidanya

pada sampel

Kode Luas Puncak Kadar (mg/L) Persentase Kadar (%)
Sampel PFD Oksi-PFD’Oksi-PFD PFD [Oksi-PFD|Oksi-PFD| PFD Oksi-PFDFOksi-PFD
tR 29 | tr 3,6 tr 29 | tr 3,6 tg 2,9 | tr 3,6
TL |251.173 - 37.571 | 26.013 - 175.404 | 2,60 - 17,54
BG | 97.501 - 12.854 | 11.406 - 44564 | 1,14 - 4,46
MR | 284.276 - 13.332 | 29.162 - 47.051 | 291 - 4,70
CM | 7542 - 14.468 | 2.834 - 53.013 | 0,28 - 5,30
EG | 47.760 - 15.786 | 6.676 - 60.166 | 0,67 - 6,02
RC | 17.015 - 13.518 | 3.738 - 48.036 | 0,37 - 4,80
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Dari data luas puncak yang diperoleh dapat diketahui kadar dan persentase kadar
para-fenilendiamin pada sampel.
Rumus :

Persamaan regresi: y=a+bx

y = luas area
. —-a
x =konsentrasi — X = yT
Kadar senyawa dalam sampel = x . faktor pengenceran

X. faktor pengenceran
10.000

% Kadar senyawa dalam sampel =

Contoh perhitungan kadar para-fenilendiamin dalam sampel A:

y =20.940x —22.276
251.173 =20.940x — 22.276
x = 13,0587 mg/L
Kadar para-fenilendiamin pada sampel TL = 13,0587 mg/L x 1992
=26.013 mg/L

% Kadar para-fenilendiamin pada sampel TL = 13,0587 mg/L x 1992
10.000
=2,60 %
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Lampiran 7. Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan Republik Indonesia Nomor HK.03.1.23.08.11.07517 TAHUN 2011

BAHAN YANG DIPERBOLEHKAN DIGUNAKAN DALAM KOSMETIKA
DENGAN PEMBATASAN DAN PERSYARATAN PENGGUNAAN

NAMA BAHAN PEMBATASAN PENANDAAN / PERINGATAN
KEGUNAAN KADAR PERSYARATAN
MAKSIMUM LAIN
p-Phenylenediamine dan  |Zat warna 6% dihitung Setelah pencampuran
garamnya intermediet sebagai basa dengan /!\ \
CAS No 106-50-3 pada pewarna |bebas oksidator, '
Einecs 203-404-7 rambut konsentrasi - Pewarna rambut dapat menyebabkan reaksi alergi yang parah.
maksimum - Baca dan ikuti petunjuk pemakaian
p-Phenylenediamine HCl tidak lebih dari 4 % | - Tidak digunakan untuk anak usia di bawah 16 tahun.
CAS No 624-18-0 dihitung sebagai - Risiko alergi dapat meningkat apabila pernah menggunakan
Einecs 210-834-9 basa bebas tato "black henna" temporer

p-Phenylenediamine
sulphate CAS

No 16245-77-5
Einecs 240-357-1

- Jangan mewarnai rambut, jika:
e ada kemerahan pada wajah
o kulit kepala yang sensitif,, iritasi dan luka
e pernah mengalami reaksi yang tidak diinginkan setelah
mewarnai rambut, pernah mengalami reaksi yang tidak
diinginkan terhadap penggunaan tato 'black henna' temporer.
- Perbandingan antara pewarna rambut dan oksidatornya harus
dicantumkan pada label
- Jangan digunakan untuk mewarnai alis dan bulu mata
- Hanya digunakan oleh tenaga profesional.
- Gunakan sarung tangan yang sesuai.
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