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Pendahuluan 

 
I. Tujuan: 

Adapun tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Membandingkan metode ekstraksi soxhletasi dan ekstraksi ultrasonik dengan bantuan 

sonikasi terhadap konsentrasi nikotin dari limbah batang dan debu tembakau; 

2. Membandingkan jenis pelarut ekstraksi yaitu metanol dan akuades terhadap yield dan 

konsentrasi nikotin dari limbah batang dan debu tembakau; 

3. Mengetahui komposisi fase gerak yang optimal yang akan digunakan sebagai elusi 

nikotin dalam metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT); 

4. Mengetahui kondisi yang optimal dalam memisahkan sampel ekstrak batang tembakau 

menggunakan metode HPLC fase terbalik. 

 

II. Latar belakang 

Di Indonesia pada tahun 2018 produktivitas tembakau mencapai 181.095 Ton (Statistik 

Perkebunan Indonesia, 2018). Namun, perindustrian tembakau sering kali hanya memanfaatkan 

daun tembakau saja sebagai bahan dasar suatu produk karena kadar nikotin terbesar berada pada 

daunnya. Pada penelitian Gloria (2008) dalam Suhenry (2010) tanaman tembakau memiliki 

senyawa nikotin terutama terdapat di dalam daunnya. Kadar nikotin dalam daun tembakau 

berkisar sekitar 4% dan pada tanaman tembakau jenis tertentu memiliki kadar nikotin di dalam 

daunnya hingga mencapai 8%. Alhasil, produk sampingan tembakau selama ini belum 

termanfaatkan secara maksimal dan hanya dibuang sebagai limbah seperti gagang, batang, 

bunga, kulit, dan akar dari tanaman tembakau. Limbah batang tembakau yang dihasilkan dari 

kegiatan olahan tembakau di Indonesia cukup tinggi mencapai 49.966 ton/tahun. Namun 

penanganan limbah batang tembakau saat ini hanya dilakukan dengan proses pembakaran. 

Pembakaran batang tembakau memiliki dampak buruk terhadap lingkungan karena batang 

tembakau masih mengandung nikotin. Sementara bentuk pemanfaatan yang lain yaitu sebagai 

kompos organik yang juga belum optimal dalam pemanfaatan limbah batang tembakau karena 

karakteristik dari batang tembakau tersebut yang lebih keras dibandingkan bahan baku kompos 

organik yang biasa digunakan oleh petani (Sarjan & Irwan, 2007). 
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Menurut penelitian Peševski, et al, (2010) nikotin juga terakumulasi di akar tanaman 

tembakau, terutama dari nitrogen yang terserap di dalam tanah dan akan ditemukan di semua 

bagian tanaman, kecuali pada biji tanaman. Distribusi nikotin dalam setiap jenis tembakau 

berbeda-beda, dalam penelitian Bajlov dan Popov (1965) melaporkan kandungan nikotin pada 

batang tembakau di Basma sebesar 0,278% dan pada peneltian Liu et al, (2015) kadar nikotin 

pada batang tembakau varietas Cina memiliki nikotin (%) sebesar 0,26 ± 0,08. Hal ini 

membuktikan bahwa limbah batang tembakau masih ada kadar nikotin yang bisa dimanfaatkan 

sebagai sumber nikotin. Nikotin pada limbah batang tembakau ini nantinya akan digunakan 

untuk menaikkan kadar nikotin dalam proses produktivitas salah satu produk yang akan 

menggantikan rokok konvensional misalnya cigarette Heat not Burn (HnB) dan dengan adanya 

pemanfaatan limbah batang tembakau ini menghasilkan zero waste dalam suatu produktivitas. 

Debu tembakau adalah debu yang dihasilkan selama proses perajangan daun tembakau. Debu 

tembakau merupakan limbah tembakau yang mengandung karbon organik, nitrogen, fosfor dan 

kalium (Hermawan dkk, 2017). Berdasarkan informasi suatu pabrik tembakau, sebuah gudang 

pabrik rokok mampu menghasilkan sekitar 0,4 ton debu tembakau per hari (Syaputra, 2017). 

Debu tembakau merupakan sebuah permasalahan bagi industri tembakau karena debu tembakau 

belum dapat dimanfaatkan dan pada umumnya debu ini dibuang atau dibiarkan menumpuk 

dalam gudang. Oleh karena itu, diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai kandungan nikotin 

dan berapa banyak kadarnya yang terdapat di dalam limbah debu tembakau. 

Metode ekstraksi nikotin yang digunakan dalam penelitian ini yaitu ekstraksi soxhletasi dan 

ekstraksi ultrasonik dengan bantuan sonikator. Pada ekstraksi sonikasi memungkinkan 

melakukan ekstraksi dalam suhu ruang dan waktu yang digunakan lebih singkat sehingga lebih 

efisien, aman dan metode ini mampu meningkatkan jumlah rendemen (Zou et al, 2013). 

Sedangkan dalam ekstraksi soxhletasi yield yang dihasilkan besar (Suhenry, 2010) namun 

membutuhkan waktu ekstraksi yang lama dan sampel serta pelarutnya harus memiliki ketahanan 

terhadap panas. Dalam penelitian ini akan dilakukan ekstraksi dengan variable metode ekstraksi 

sonikasi dan soxhletasi; serta variabel jenis pelarut yaitu metanol dan air. Menurut Mulyadi et al 

(2013) nikotin larut baik pada pelarut seperti alkohol, kloroform, eter, petroleum eter, minyak 

tanah dan air, metode analisa yang digunakan adalah High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC). HPLC fase terbalik menggunakan kolom fase diam Oktadesil silika karena mampu zero 

waste dalam produktivitas tembakau. 
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Tinjauan Pustaka 

 

Tembakau 

Tembakau (Nicotiana tabacum) merupakan tanaman yang berasal dari Amerika Utara 

dan Amerika Selatan. Tembakau adalah salah satu jenis tanaman perkebunan yang paling banyak 

dikenal oleh masyarakat Indonesia. Bagian dari tanaman tembakau berguna sebagai bahan baku 

dalam industri pembuatan rokok. Tanaman tembakau ditampilkan pada Gambar 1. Berikut ini 

taksonomi dari tanaman tembakau: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Kelas  : Dicotyledonae 

Ordo : Solanales 

Famili  : Solanaceae 

Genus  : Nicotiana 

Spesies : Nicotiana tabacum L. 

(Tjitrosoepomo, 2007) 

 

                          
Gambar 1. Tanaman Tembakau (Nicotiana tabacum L.) 

 

Bagian Tanaman Tembakau 

Akar tanaman tembakau tergolong akar tunggang yang memiliki panjang 50-75 cm. Akar 

tunggang tumbuh ke dalam tanah dan pada sisi sampingnya tumbuh akar-akar kecil yang 

merupakan akar serabut. Selain itu, akar tanaman tembakau juga memiliki bulu-bulu akar. Tanah 
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yang dan mudah menyerap air mendukung pertumbuhan akar tembakau dengan baik (Puspita, 

2011). Tembakau memiliki batang yang agak lunak, bulat, dan mempunyai ujung yang makin 

kecil. Ruas batang mengalami penebalan yang ditumbuhi daun, dan batang tanaman tidak atau 

sedikit bercabang. Setiap ruas batang memiliki daun dan ketiak daun. Ruas batang mengalami 

penebalan yang ditumbuhi daun dan batang. (Susilowati, 2006). 

 

Nikotin 

Nikotin merupakan salah satu zat yang tergolong zat alkaloid. Nikotin adalah bahan 

alkaloid toksik yang merupakan senyawa amin tersier, bersifat basa lemah dengan pH 8,0. Zat 

alkaloid telah diketahui memiliki sifat farmakologi, seperti efek stimulan dari kafein yang 

meningkatkan tekanan darah dan detak jantung (Susilowati, 2006). Nikotin (C10H14N2) adalah 

senyawa alkaloid toksis yang dipisahkan dari tembakau dan merupakan senyawa amin tersier yang  

dalam kimia organik sebagai 1- metil-2-pirolidin (3-piridin). Nikotin dalam keadaan murni tidak 

berwarna, berupa minyak cair mudah menguap, larut dalam alkohol, eter dan petroleum eter. 

Nikotin mendidih pada suhu 246-247oC dan membeku pada suhu di bawah 80oC. Pada suhu 

rendah sedikit berbau tetapi jika dipanaskan akan dihasilkan uap yang berbau merangsang dan 

akan bereaksi dengan udara yang ditandai dengan perubahan warna menjadi cokelat (Hammado, 

2014). Sebagai senyawa berbahan dasar nitrogen, nikotin dapat membentuk garam dengan asam 

yang biasanya padat dan bersifat larut dalam air. Nikotin mudah menembus kulit. Nikotin basa 

bebas akan terbakar pada suhu di bawah titik didihnya (boiling point 247oC). Karena itu, sebagian 

besar nikotin terbakar ketika rokok dihisap, namun sisanya yang dihirup cukup untuk memberikan 

efek yang diinginkan (Hartono, 2011). 

 

Debu Tembakau 

Debu tembakau merupakan salah satu waste atau limbah dari industri pengolahan 

tembakau. Debu tembakau mengandung beberapa senyawa seperti karbon (C) dan nitrogen (N) 

yang cukup tinggi. Debu tembakau kaya akan nitrogen (N) (2,35%), kalium (K) (1,95%) dan 

fosfor (P) (937 µg/g) (Chaturvedi et al, 2008). Pada penelitian yang dilakukan oleh Syahputra 

dan Subiyakto pada tahun 2017, debu tembakau berperan sebagai kompos yang dapat 

memperbaiki kualitas dan mempercepat proses pengomposan selama 30 hari (Syaputra dan 

Subiyakto, 2017). Namun saat ini, penggunaan debu tembakau masih sedikit, sehingga banyak 
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debu tembakau yang dibiarkan menumpuk di gudang. Hal ini merupakan salah satu 

permasalahan bagi industri tembakau dan pabrik rokok. Cercloglu dan Okur (2010) 

menyebutkan bahwa debu tembakau yang dihasilkan industri rokok belum dimanfaatkan secara 

langsung atau digunakan untuk keperluan lain. Perusahaan rokok harus membayar biaya 

pembuangannya. Jenis limbah agroindustri ini dibakar atau dikirim ke pabrik pembakaran untuk 

mengurangi tumpukan limbah. Menurut informasi yang didapatkan dari PT. Sadhana sebagai 

pabrik pengolahan tembakau, debu tembakau diperoleh dari proses feeding atau pemasukan 

bagian tumbuhan tembakau kemudian dilakukan pengkondisian kelembaban. Selanjutnya 

dipisahkan antara Tobacco Related Material dan Non-Tobacco Related Material (NTRM). Debu 

tembakau ini merupakan NTRM. 

 

Batang Tembakau 

 

Batang tembakau kering memiliki lignin dan tulang rusuk daun bagian tengah berukuran 

besar dan memiliki struktur pulp. Dinding sel xilem batang tembakau mengandung 40-50% 

lignin (Hepworth & Vinvent, 1998). Nikotin dibuat di akar tanaman tembakau, terutama dari 

pembentukan nitrogen  yang  terserap  di  dalam  tanah  dan  akan  ditemukan  di  semua  bagian 

tanaman, kecuali pada biji tanaman (Peševski et al, 2010). Distribusi nikotin dalamsetiap jenis 

tembakau berbeda-beda, dalam penelitian Bajlov dan Popov (1965) melaporkan kandungan 

nikotin pada batang tembakau di Basma sebesar 0,278% (Peševski et al, 2010).Dalam penelitian 

Liu et al (2015) komposisi kimia terhadap batang tembakau sehat varietas Cina sebelum 

dilakukan pengenceran inokulum dapat dilihat pada tabel di berikut ini: 

 

Tabel 1 Komposisi Kimia Batang Tembakau Varietas Cina 
 

Parameter (%) Komposisi Batang Tembakau 

TS 

VS 

Cellulose 

HC 

TOC 

TN 

94,11 ± 0,06 

87,93 ± 0,13 

56,10 ± 0,24 

22,44 ± 0,20 

44,61 ± 3,44 

0,83 ± 0,02 
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C:N 53,74 

Lignin 

Nicotine 

15,11 ± 2,33 

0,26 ± 0,08 

Sumber: Liu et al, 2015 

 

 

Ekstraksi Ultrasonik 

Ekstraksi ultrasonik (Ultrasonic Assisted Extraction) merupakan ekstraksi dengan 

perambatan energi melalui gelombang ultrasonik dengan menggunakan cairan sebagai media 

perambatan yang dapat meningkatkan intensitas perpindahan energi, sehingga proses ekstraksi 

lebih maksimal. Proses dari ekstraksi ultrasonik yaitu gelombang ultrasonik mengenai sampel 

menyebabkan tegangan mekanik, sehingga sampel menjadi partikel dengan ruang-ruang kecil 

dan gelombang ini menimbulkan efek kavitasi. Efek kavitasi ini merupakan proses pembentukan 

gelembung-gelembung mikro yang dikarenakan meningkatnya tekanan pada ekstraksi akibat 

gelombang ultrasonik. Gelembung kavitasi tersebut akan memecah dinding sel dan pelarut akan 

berdifusi dalam sel, schingga senyawa alkaloid yang ada di dalam sel akan keluar dan 

terekstraksi. 

 

Soxhletasi 

Soxhlet merupakan salah satu metode ekstraksi panas yang digunakan untuk pelarut yang 

mudah menguap. Prinsip Soxhletasi adalah penyaringan yang berulang-ulang sehingga hasil 

yang didapat sempurna dan pelarut yang digunakan relatif sedikit. Pelarut organik dapat menarik 

senyawa organik dalam bahan alam secara berulang-ulang. Kadji et al. (2013) menyatakan, 

ekstraksi cara Soxhlet menghasilkan rendemen yang lebih besar jika dibandingkan dengan 

maserasi. Hal ini disebabkan karena dengan adanya perlakuan panas yang dapat meningkatkan 

kemampuan pelarut untuk mengekstraksi senyawa- senyawa yang tidak larut di dalam kondisi 

suhu kamar serta terjadinya penarikan senyawa yang lebih maksimal oleh pelarut yang selalu 

bersirkulasi dalam proses kontak dengan simplisia sehingga memberikan peningkatan rendemen. 

 

Ekstraksi Cair-Cair 

Ekstraksi cair-cair (corong pisah) merupakan pemisahan komponen kimia di antara 2 fase 

pelarut yang tidak saling bercampur di mana sebagian komponen larut pada fase pertama dan 



 

7 

 

sebagian larut pada fase kedua, lalu kedua fase yang mengandung zat terdispersi dikocok, lalu 

didiamkan sampai terjadi pemisahan sempurna dan terbentuk dua lapisan fase cair dan 

komponen kimia akan terpisah ke dalam kedua fase tersebut sesuai dengan tingkat kepolarannya 

dengan perbandingan konsentrasi yang tetap. Salah satu fasenya seringkali berupa air dan fase 

yang lain adalah pelarut organik seperti kloroform atau petrolium eter. Senyawa-senyawa yang 

bersifat polar akan ditemukan di dalam fase air, sementara senyawa-senyawa yang bersifat 

hidrofobik akan masuk pada pelarut organik. Analit yang terekstraksi ke dalam pelarut organik 

akan mudah diperoleh kembali dengan cara penguapan pelarut, sementara analit yang masuk ke 

dalam fase air seringkali diinjeksikan secara langsung ke dalam kolom (Sari, 2017). Dalam 

bentuk yang paling sederhana, suatu alikot larutan air dikocok dengan pelarut organik yang tidak 

bercampur dengan air. Kebanyakan prosedur ekstraksi cair-cair melibatkan ckstraksi analit dari 

fase air ke dalam pelarut organik yang bersifat non polar atau agak polar seperti n-heksan, 

metilbenzen atau diklorometan. Meskipun demikian, proses sebaliknya (ekstraksi analit dari 

pelarut organik non polar ke dalam air) juga mungkin terjadi. Dengan kata lain, dalam ekstraksi 

cair-cair ini tidaklah mungkin untuk mencapai 100% analit terekstraksi pada salah satu fase 

pelarut (Arum, 2015). 

 

Kromatografi Lapis Tipis 

Prinsip dasar pada kromatografi lapis tipis yaitu pemisahan campuran berdasarkan 

perbedaan interaksi senyawa pada 2 fase yang berbeda yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam 

yang digunakan dalam analisis alkaloid adalah plat KLT silika gel F254. Permukaan silika gel 

sangat polar karena terdapat gugus hidroksil yang dapat membentuk ikatan hidrogen dengan 

senyawa-senyawa yang sesuai disekitarnya. KLT mempunyai peranan penting dalam pemisahan 

senyawa organik maupun senyawa anorganik, karena relatif sederhana dan kecepatan 

analisisnya. Di dalam analisis dengan KLT, sampel dalam jumlah yang sangat kecil ditotolkan 

menggunakan pipa kapiler di atas permukaan pelat tipis fasa diam (adsorbent), kemudian pelat 

diletakkan dengan tegak dalam bejana pengembang yang berisi sedikit pelarut pengembang. 

Oleh aksi kapiler pelarut mengembang naik sepanjang permukaan lapisan pelat dan membawa 

komponen-komponen yang terdapat dalam sampel. Pemilihan fasa gerak yang tepat merupakan 

langkah yang sangat penting untuk keberhasilan analisis dengan KLT (Atun, 2014). 

Sebagaimana halnya gaya Van der Waals dan atraksi dipol-dipol. Pada umumnya senyawa 
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aromatik terkonjugasi dan beberapa senyawa tak jenuh dapat menyerap sinar UV. Senyawa-

senyawa ini dapat dianalisis dengan KLT dengan fase diam yang diimpregnasi indikator 

fluoresensi dan deteksi dapat dilakukan hanya dengan pemeriksaan di bawah sinar UV 254 nm 

(Wulandari, 2011). Analisis kualitatif nikotin dalam penelitian Fidrianny et al (2005) dilakukan 

secara kromatografi lapis tipis dengan membandingkan harga Rf antara bercak sampel dan 

bercak nikotin standar, dengan menggunakan fase diam silika gel G60, pengembang yang 

digunakan yaitu metanol : amonia (200:3) dan pada penelitian Firdaus & Utami (2009) 

Pemisahan dan identifikasi dengan KLT digunakan fase diam silika gel F254 dan fase gerak 

kloroform : etil asetat (6:4). Untuk menampakkan bercak dilakukan pengamatan di bawah lampu 

UV 254 dan 365 nm. Penampak bercak yang digunakan untuk identifikasi senyawa adalah 

Dragendorff apabila timbul warna oranye, maka dugaan sampel mengandung nikotin sebagai 

senyawa alkaloid semakin kuat (Hartini et al, 2011).  

 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

Kromatografi adalah suatu teknik analisis berdasarkan proses pemisahan suatu zat atau 

molekul karena perbedaan sifat. Menurut fase geraknya, kromatografi dibedakan menjadi 

kromatografi cair dan gas. Salah satu kromatografi cair yang banyak digunakan di dalam analisis 

bidang farmasi yaitu kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) atau lebih dikenal dengan HPLC 

(High Performance Liquid Chromatography). Kromatografi Cair Kinerja Tinggi merupakan 

teknik analisis kromatografi cair yang digunakan baik dalam analisis kualitatif yaitu dalam 

bentuk pemisahan senyawa maupun dalam analisis kuantatif yaitu penentuan jumlah senyawa di 

dalam suatu larutan. Adapun prinsip dari HPLC yaitu suatu sampel berupa larutan diinjeksikan 

ke dalam kolom yang berisi fase diam dan fase gerak, kemudian diberikan tekanan tinggi 

sehingga fase gerak dapat mengelusi sampel keluar dari kolom dan terdeteksi oleh detektor yang 

kemudian dihasilkan kromatogram (Charde dkk, 2014). 
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Pelaksanaan Kegiatan 

 

 

I. Waktu dan Tempat Kegiatan 
 

Kegiatan ini berlangsung secara offline pada September 2021 - Januari 2022 di PT. Sadhana, 

Laboratorium Biologi Molekuler dan Purifikasi Bioproduk serta Laboratorium Bionutrisi dan 

Inovasi Pangan, Fakultas Teknobiologi, Universitas Surabaya 

 

 

II. Alat dan Bahan 
 
 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: Beaker glass 50 mL-1000 mL, tabung 

reaksi, pipet tetes, pipet volume, spektrofotometer UV-Vis, instrumen High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC), kolom C18, set alat ektraksi soxhlet, corong pisah, rotary evaporator, 

labu takar 5 mL, oven, waterbath, cawan porselen, evaporator, timbangan analitik, pH meter, 

spektrofotometer UV-Vis, milipore, kuvet, ayakan mesh, labu takar 5-10 mL, kertas saring, 

evaporator, mikropipet 1-10 µL, mikropipet 10-100 µL, plat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

F254, chamber, dan TLC Scanner. 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: debu dan batang tembakau hasil 

pengolahan PT Sadhana, kloroform, akuades, metanol, asetonitril, natrium hidroksida, larutan 

baku nikotin 99,9% (liquid vape), amonium asetat dan natrium asetat (untuk membuat buffer 

asetat), metanol LC-grade, asetonitril LC-grade, asam klorida (HCl) 1M, natrium hidroksida 

(NaOH) 4M. 

 

III. Metodologi 
 

 
Variabel Penelitian dan Parameter Pengukuran 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah jenis pelarut (akuades dan kloroform) serta metode 

ekstraksi sonikasi ultrasonik dan metode soxhlet. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah 

konsentrasi nikotin dari ekstrak batang tembakau dan debu tembakau. 

 

Penerimaan Sampel 

Sampel yang digunakan yaitu debu dan batang tembakau. Sampel diperoleh dari sebuah industri 

pengolahan tembakau yaitu PT Sadhana, yang merupakan limbah atau hasil proses akhir dari industri 

yang sudah tidak terpakai. 

 

Preparasi Sampel 
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Debu tembakau yang sudah diperoleh, dikeringkan terlebih dahulu. Pengeringan debu tembakau 

menggunakan oven pada suhu 105oC. selama ±15 menit. Hal ini bertujuan untuk menghilangkan 

kadar air pada serbuk debu tembakau dan juga untuk mengeliminasi kotoran yang mungkin terdapat 

pada debu tembakau. Setelah mengeringkan debu tembakau, dilakukan pengayakan mesh 100. 

Pengayakan bertujuan untuk mendapatkan simplisia (debu tembakau) yang berukuran sama. Limbah 

batang tembakau dicuci untuk menghilangkan kotoran kemudian dipotong dan dikeringkan pada 

panas matahari selama 7 hari. Limbah batang tembakau yang telah dikeringkan kemudian digiling 

dengan alat penggiling (grinder) hingga menjadi serbuk tembakau agar ukurannya menjadi seragam, 

serbuk batang tembakau kemudian dihaluskan dengan alat penepung (dishmill) serbuk halus batang 

tembakau kemudian di ayak menggunakan ayakan mesh ukuran 70 agar ukuran serbuk menjadi 

seragam, kemudian ±1 g sampel disiapkan untuk dilakukan pengukuran kadar air sedangkan ±1200 

g sampel disiapkan untuk dilakukan ekstraksi dengan variabel penelitian yaitu metode ekstraksi dan 

jenis pelarut; 

 

Penentuan Kadar Air  

Sebanyak 10 g sampel dimasukkan ke dalam cawan crucible kosong kemudian dikeringkan 

menggunakan oven dengan suhu 100oC selama ±5 jam kemudian diletakkan ke dalam desikator 

selama 24 jam (Li et al, 2011). Setelah divakum dalam desikator, sampel yang sudah dihilangkan 

kadar airnya kemudian ditimbang dan dibandingkan hasil sebelum dan sesudah diletakkan ke dalam 

desikator. Untuk menghitung kadar air, digunakan rumus sebagai berikut: 

 %𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑎𝑖𝑟 = (𝑊−𝑊1) × 100% 

           W 

 W = Berat sampel + crucible awal 

W1 = Berat sampel + crucible setelah dikeringkan 

 

Perolehan Ekstrak dengan Metode Soxhletasi 

Sebanyak 10 g sampel yang sudah dikeringkan dan diayak, diesktraksi menggunakan metode 

soxhletasi. Masing-masing larutan dengan variabel pelarut berbeda sebanyak 100 mL diekstraksikan 

dengan sampel limbah embakau yang sudah dibungkus dengan kertas saring dengan waktu 

pemanasan 6 jam. Selama proses soxhletasi, ditambahkan batu didih dan kondensor sebagai 

pendingin. Filtrat hasil ekstraksi soxhletasi kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator pada 

suhu 55ºC (pelarut metanol)/70ºC (pelarut akuades) 

 

Perolehan Ekstrak dengan Metode Ultrasonik 

Sebanyak 10 g sampel limbah tembakau yang telah diayak, dilarutkan dengan 100 mL pelarut. 

Sampel kemudian diekstraksi ultrasonik selama 30 menit kemudian disaring menggunakan kertas 
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saring untuk memperoleh ekstraknya. Filtrat hasil ekstraksi ultrasonik kemudian diuapkan 

menggunakan rotary evaporator pada suhu 55ºC (pelarut metanol)/70ºC (pelarut akuades).  

 

  Ekstraksi Cair-Cair (Fraksinasi) 

Ekstrak ditimbang sebanyak 1 g kemudian dilarutkan dengan 10 mL HCl 1M encer dalam gelas beker 

50 mL. HCl bertujuan untuk menjadikan molekul basa nikotin menjadi garam sehingga larut dalam 

fase air. Setelah itu disonikasi selama 30 menit. Ke dalam corong pisah, ditambahkan ekstrak dan 10 

mL kloroform. Corong dikocok (dibolak- balikkan) selama 5 menit dan terbentuk dua lapisan. 

Lapisan atas (fase air) diambil dan ditambahkan NaOH sedikit demi sedikit sampai pH menjadi basa 

(±pH 11-12) sambil dihomogenkan menggunakan stirrer selama 5 menit. Setelah pH sampel menjadi 

basa, ditambahkan kloroform sebanyak 10 mL. Fase bawah (kloroform) kemudian diuapkan hingga 

kloroform menguap sepenuhnya. Residu yang telah diuapkan kloroformnya, dilarutkan dengan fase 

gerak dan dimasukkan ke dalam labu takar. Replikasi dilakukan sebanyak 3 kali. 

 

Pembuatan Larutan Baku Nikotin 

Pada penelitian ini digunakan larutan baku nikotin liquid vape dengan kemurnian 99,9%. 

Larutan stok dibuat dengan konsentrasi 2 ppm dan diencerkan menggunakan fase gerak. Pembuatan 

seri larutan baku dilakukan dengan membuat tiga level konsentrasi yang berbeda, yaitu konsentrasi 

rendah (0,01 ppm dan 0,03 ppm), konsentrasi menengah (0,05 ppm dan 0,07 ppm), dan konsentrasi 

tinggi (0,09 ppm). Tujuan dibuatnya larutan baku dengan level konsentrasi berbeda yaitu untuk 

mengetahui respon detektor yang muncul pada ketiga level konsentrasi larutan. Larutan baku ini 

dibuat dengan metode pengenceran bertingkat kemudian dimasukkan dalam labu takar 5 mL dan 

diencerkan dengan fase gerak sampai mencapai tanda dan disaring menggunakan Milipore serta 

dibiarkan selama 15 menit. Replikasi telah dilakukan sebanyak 3 kali.  

  

Penentuan Panjang Gelombang Serapan Maksimum Nikotin 

Penentuan panjang gelombang serapan maksimum dilakukan agar dapat mengetahui panjang 

gelombang dari nikotin yang kemudian dimasukkan ke dalam HPLC. Pengukuran panjang 

gelombang maksimum dilakukan pada rentang 225-300 nm. Hal ini dikarenakan panjang gelombang 

maksimum senyawa nikotin berada pada rentang 225-300 nm (Dewi, 2012). Setelah didapatkan 

panjang gelombang maksimum, dilakukan penentuan kurva kalibrasi menggunakan konsentrasi dari 

seri larutan baku nikotin. 

 

Pembuatan Fase Gerak 

Fase gerak yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3 jenis larutan yang berbeda, yaitu 
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metanol:asetonitril:buffer asetat. Hal-hal yang perlu diperhatikan dalam pemilihan fase gerak yaitu 

kompatibilitas antar pelarut, polaritas, kelarutan sampel, viskositas, stabilitas, dan pH. Fase gerak juga 

harus dapat tercampur dengan baik dan tidak terdapat endapan bila tercampur dengan pelarut lain. 

Metanol dan asetonitril merupakan pelarut organik yang paling umum digunakan sebagai fase gerak 

pada reversed chromatography. Asetonitril memiliki UV-cutoff yang rendah sehingga cocok 

digunakan dalam aplikasi yang membutuhkan panjang gelombang deteksi UV yang rendah. Selain 

itu, asetonitril memiliki viskositas yang rendah dan titik didih yang tinggi. Metanol tergolong larutan 

polar-protik, sedangkan asetonitril merupakan larutan polar- aprotik. Kedua larutan yang digunakan 

dalam fase gerak karena memiliki efek yang kuat pada selektivitas kromatografi. Metanol bersifat 

less toxic (Hopkins, 2019). Buffer asetat dapat mempertahankan pH dan juga dapat digunakan sebagai 

campuran fase gerak untuk pada analisis senyawa yang mudah terion. 

 

Optimasi Komposisi Fase Gerak Menggunakan KLT 

Setelah pengekstraksian sampel, dilakukan optimasi komposisi fase gerak menggunakan 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Sebanyak 20 µL ekstrak ditotolkan pada plat F254 yang telah 

dipotong sebesar 1×10 cm dan dikeringkan dalam oven selama 30 menit pada suhu 100ºC. Pemberian 

noda dilakukan dengan jarak 1 cm dari atas dan bawah plat, serta 1 cm dari sisi kiri dan kanan plat. 

Plat dimasukkan ke dalam chamber berukuran 10 × 10 × 5 cm, eluen dibiarkan hingga mencapai batas 

8,5 cm dari batas bawah. Setelah itu, plat dikeringkan kemudian dicek pada sinar UV untuk melihat 

spot yang dihasilkan. Pada optimasi menggunakan KLT ini, dapat ditentukan perbandingan 

komposisi fase gerak metanol:asetonitril:buffer asetat yang paling optimal. Noda yang dihasilkan 

dihitung Rf-nya dan dipilih komposisi yang menghasilkan Rf antara 0,2-0,8 untuk hasil yang optimal 

(Kartikawati, 2016). Perbandingan lain akan diuji untuk mengetahui komposisi optimalnya. 

 

Pembuatan Kurva Baku Nikotin 

Seri larutan baku nikotin yang telah dibuat, disaring menggunakan milipore kemudian dibiarkan 

selama 15 menit, kemudian diinjeksikan pada HPLC sistem fase terbalik sebanyak 20 µL. Dari hasil 

HPLC akan diperoleh kromatogram yang menunjukkan peak dengan luas area dan konsentrasi 

nikotin. Dari hasil HPLC, dapat ditentukan kurva baku nikotin dengan persamaan y = bx + a 

 

Optimasi Fase Gerak dan Laju Alir Menggunakan HPLC 

Setelah menentukan komposisi fase gerak yang optimal pada Kromatografi Lapis Tipis (KLT), 

dilakukan optimasi fase gerak menggunakan HPLC. Campuran Buffer Asetat : Metanol :Asetonitril 

dibuat dengan tiga perbandingan komposisi yang berbeda. Fase gerak tersebut dianalisis di HPLC 

dengan menggunakan tiga jenis larutan yaitu sampel, sampel yang sudah dicampurkan dengan 
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standar, dan standar 0,045 ppm. Selain itu, optimasi laju alir dilakukan dengan beberapa laju alir yang 

berbeda. 

 

Penentuan Resolusi Sampel 

Spesifitas dari suatu metode ditentukan dengan cara melihat resolusi dari peak yang dihasilkan oleh 

kromatogram. Larutan hasil ekstraksi sebanyak 20 µL disaring menggunakan milipore dan dibiarkan 

selama 15 menit. Selanjutnya, ekstrak diinjeksikan ke dalam instrumen HPLC fase terbalik dengan 

menggunakan detektor UV. Detektor UV digunakan karena disesuaikan dengan panjang gelombang 

pada nikotin. Kolom yang digunakan yaitu kolom C18 sebagai fase diam dan larutan 

metanol:asetonitril:buffer asetat sebagai fase gerak dengan optimasi volume pada kecepatan alir 0,2 

mL/menit. Repetisi dilakukan sebanyak 3 kali. Penentuan resolusi dilakukan dengan memasukkan 

selisih waktu retensi dan lebar setengah tinggi peak nikotin ke dalam rumus perhitungan resolusi. 

Resolusi akan dihitung jika terdapat dua peak yang memiliki waktu retensi yang saling berdekatan. 

 

Penentuan Waktu Retensi 

Waktu retensi (tR) diukur pada saat kondisi HPLC konstan dan stabil. Pengamatan waktu retensi 

dilakukan dengan mengamati waktu retensi dari peak sampel. Waktu retensi ini akan dibandingkan 

dengan larutan baku nikotin. 

  

Analisis Kuantitatif Nikotin 

Analisis kuantitatif merupakan identifikasi terhadap jumlah kadar analit dalam sampel atau ekstrak. 

Kuantifikasi dapat ditentukan dengan mengukur tinggi dan luas puncak. 

 

Penentuan Persen Kembali (recovery) dan Variasi Koefisien Larutan Baku Nikotin 

Larutan baku nikotin sebanyak 20 µL dengan level konsentrasi rendah (0,01 ppm), level konsentrasi 

sedang (0,05 ppm), dan level konsentrasi tinggi (0,09 ppm) yang telah disaring menggunakan 

milipore dan dibiarkan selama 15 menit, diinjeksikan ke dalam instrumen HPLC fase terbalik. Fase 

diam berupa kolom C18 dan fase gerak berupa metanol:asetonitril:buffer asetat dengan volume yang 

paling optimal dengan kecepatan alir 0,2 mL/menit. Replikasi dilakukan sebanyak 3 kali. Konsentrasi 

nikotin diperoleh dengan memasukkan AUC (Area Under Curve) yang diperoleh ke dalam 

persamaan kurva baku. Setelah itu dihitung recovery, standar deviasi, dan variasi koefisien. 

 

Penentuan persen kembali (recovery) dan Variasi Koefisien Larutan Adisi Baku Nikotin (Presisi) 

Sampel dibuat 2 macam yaitu larutan sampel dan larutan sampel yang ditambahkan baku nikotin 

(adisi). Larutan sampel dibuat dengan mengambil ekstrak sampel sebanyak 500 µL ke dalam labu 



108 
 

 

takar 5 mL, kemudian diencerkan dengan fase gerak hingga mencapai tanda. Larutan adisi dibuat 

dengan menambahkan 150 µL larutan baku ke dalam larutan sampel ke dalam labu takar 5 mL 

kemudian diencerkan dengan fase gerak hingga mencapai tanda. Kedua larutan disaring 

menggunakan milipore dan dibiarkan di udara selama ±2 menit, kemudian diinjeksikan ke dalam 

instrumen HPLC pada fase terbalik. Fase diam berupa kolom C18 dan fase gerak berupa larutan 

metanol:asetonitril:buffer asetat dengan volume yang optimal dan kecepatan alir yaitu 0,2 mL/menit. 

Replikasi dilakukan sebanyak 3 kali. Kadar baku nikotin yang ditambahkan ke sampel merupakan 

selisih dari nilai kadar sampel adisi dan kadar sampel. 
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Skema Kerja 

  

Limbah Tembakau 
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IV. Hasil dan Pembahasan 

Tahap pertama yang dilakukan yaitu menentukan kadar air dari limbah debu tembakau. Tujuan 

dari penentuan kadar air limbah debu tembakau yaitu untuk mengetahui batasan maksimal kandungan 

air di dalam simplisia. Hal ini disebabkan karena jumlah air yang tinggi dapat menjadi media 

tumbuhnya bakteri dan jamur yang dapat merusak senyawa yang terkandung di dalam simplisia. Secara 

umum persyaratan ekstrak menyatakan kadar air yang terkandung tidak lebih dari 10%. Bila kadar ai r 

yang terdapat dalam suatu ekstrak tinggi maka akan mudah untuk ditumbuhi mikroba (Alegantina, 

2017). Cawan porselen (crucible) kosong, sampel debu, dan sampel dalam cawan ditimbang dengan 
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tiga kali replikasi. Sampel debu dari ketiga replikasi ditimbang dengan berat yang sama. Sampel limbah 

debu tembakau yang telah ditimbang kemudian diletakkan ke dalam oven selama 5 jam. Selanjutnya 

debu tembakau divakum ke dalam desikator. Vakum selama 24 jam untuk menghilangkan kadar airnya. 

Berat sampel rata-rata yang didapatkan setelah divakum ke dalam desikator yaitu sebesar + 1 g. 

Berdasarkan perhitungan, didapatkan kadar air pada limbah debu tembakau sebesar 1.96% dan 3.66 % 

untuk batang tembakau. 

 

 

Untuk mengidentifikasi adanya senyawa nikotin dalam sampel dilakukan uji kualitatif dengan 

metode KLT dengan membandingkan antara sampel ekstrak metanol dengan standar Molecular Nic 

1000 mg/mL dengan kondisi fase gerak yang sama yaitu fase gerak KLT-A yang merupakan komposisi 

optimal dari hasil KLT. Analisis kulitatif pada KLT ditentukan dengan membandingkan nilai Rf 

(Retardation Factor) sampel dengan nilai Rf senyawa standar untuk kondisi kromatografi yang sama dan 

plat yang sama (Fidrianny, 2005). Namun dalam penelitian ini digunakan plat yang berbeda karena 

human error. Dari hasil uji, setelah dilakukan elusi dan diangin-anginkan muncul noda samar berwarna 

oranye di 3 spot berbeda pada kromatogram. Di dalam sampel ini (ekstrak batang atau debu tembakau 

yang diekstraksi dengan metanol dengan metode ultrasonik) terdapat senyawa golongan alkaloid, 

dibuktikan dengan warna oranye setelah plat yang ditotolkan sampel di semprotkan reagen dagendorf 

yang dapat dibandingkan dengan standar Molecular Nic – 1000 setelah disemprot reagen dagendorf, 

warna totolan memiliki warna yang sama yaitu berwarna oranye yang semakin meyakinkan bahwa di 
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dalam sampel ada senyawa alkaloid yang diduga nikotin. Untuk sampel ekstrak batang tembakau, dalam 

plat tersebut terdiri dari 3 spot dengan nilai Rf masing-masing 0,267 pada spot pertama; 0,773 pada spot 

kedua dan 0,813 pada spot ketiga dan nilai Rf yang dihasilkan oleh standar Molecular Nic – 1000 nilai 

Rf 0,773 sehingga spot yang diduga senyawa alkaloid nikotin adalah spot kedua karena Rf dari sampel 

sama dengan Rf standar. Sementara, pada sampel debu tembakau, dihasilkan 2 spot pada Rf 0,44 dan Rf 

0,76. Spot kedua juga yang diduga kuat adalah nikotin. Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh 

Susilowati (2006) yang mengisolasi nikotin dari daun tembakau menggunakan eluen pengembang n-

heksana : metanol (7:3), nikotin dihasilkan pada Rf 0,75; sedangkan pada penelitian Kartikawati (2016) 

dengan eluen pengembang metanol : kloroform (1:1) nikotin berada pada Rf 0,65 ± 0,006. 

Sebelum diinjeksikan ke dalam HPLC, perlu diketahui panjang gelombang serapan maksimum 

dari senyawa nikotin. Penentuan panjang gelombang dilakukan dengan menggunakan alat 

Spektrofotometer UV. Secara teori dan penelitian sebelumnya, panjang gelombang maksimum nikotin 

yaitu 262 nm (Hidayat et al, 2016). Larutan baku standar diencerkan menjadi beberapa konsentrasi, 

diantaranya 0,09; 0,07; 0,05; 0,03; dan 0,01 ppm. Larutan baku diencerkan dengan metode bertingkat. 

Pengenceran larutan baku menggunakan komposisi fase gerak yang optimal hasil dari optimasi fase 

gerak pada KLT yaitu komposisi Buffer Asetat : Metanol : Asetonitril dengan perbandingan 40:54:6. 

Penetapan panjang gelombang maksimum ini menggunakan tiga seri larutan baku, di antaranya 

konsentrasi 0,09 0,07, dan 0,05 ppm yang merupakan perwakilan dari kelima larutan seri baku yang 

berbeda konsentrasi. Ketiga larutan seri baku tersebut kemudian dideteksi pada Spektrofotometer UV 

pada panjang gelombang 225-300 nm. Hal ini disebabkan karena panjang gelombang serapan 

maksimum nikotin berada pada rentang tersebut. Pada seri baku dengan konsentrasi 0,09 ppm dan 0,07 

ppm menunjukkan panjang gelombang yang sama yaitu 259 nm. Sedangkan pada konsentrasi 0,05 ppm 

menunjukkan panjang gelombang 257 nm. Jika dirata-ratakan, panjang gelombang serapan maksimum 

yang didapatkan yaitu 258.3. Selisih panjang gelombang yang didapatkan dengan teori yaitu sebanyak 

3 nm. Hal ini disebabkan oleh adanya senyawa lain yang terkandung dalam larutan baku, dikarenakan 

larutan baku yang dipakai merupakan larutan liquid vape atau e-cigarrette dengan kandungan 99,9% 

natural pure nicotine (CAS No : 54-11-5) 10% dan Propanediol 90%. Menurut penelitian yang dilakukan 

oleh Clayton et al (2013), panjang gelombang nikotin yang terdeteksi pada spektrofotometer bergantung 

pada pH yang terkandung dalam nikotin. Menurut Bertrand et al (2018) adanya perubahan pada pH 

menyebabkan nikotin terprotonasi sehingga terbentuk chemical shifting yang menyebabkan adanya 

pergeseran peak pada panjang gelombang. Hal ini disebabkan karena dari liquid vape mengandung 

Propanediol. Panjang gelombang ini yang kemudian digunakan untuk mendeteksi senyawa nikotin pada 

HPLC menggunakan detektor UV. 

Sebelum menginjeksi sampel, kondisi HPLC harus dalam keadaan optimal. Optimasi kondisi 

HPLC dilakukan dua kali, yaitu optimasi komposisi eluen (fase gerak) dan optimasi laju alir (flow rate). 
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Detektor yang digunakan yaitu detektor UV. Hal ini disebabkan karena nikotin memiliki kromofor yang 

dapat menyerap radiasi elektromagnetik. Kolom (fase diam) yang digunakan yaitu kolom oktadesilsilan 

(C18). Kolom tersebut umum digunakan untuk mendeteksi nikotin. Sistem eluen yang digunakan yaitu 

isokratik dengan panjang gelombang 259 nm. Optimasi komposisi eluen dilakukan dengan tiga jenis 

komposisi eluen yang berbeda, yaitu perbandingan Buffer Asetat : Metanol : Asetonitril yaitu 40:50:10 

; 40:45:15 ; dan 30:50:20 . Metanol memiliki tingkat kepolaran yang lebih tinggi dibandingkan dengan 

asetonitril, sedangkan buffer asetat berfungsi untuk mempertahankan pH sistem. Oleh sebab itu, 

dilakukan beberapa perbandingan komposisi yang berbeda agar peak pada nikotin dapat terdeteksi dan 

pemisahan senyawa lebih baik. Sampel yang diinjeksikan terdiri dari sampel yang diencerkan 2 kali, 

campuran sampel dan standar 0,09 ppm dengan jumlah yang sama, dan standar 0,045 ppm.  

Setelah didapatkan komposisi eluen dan laju alir yang optimal, HPLC dapat digunakan untuk 

mengidentifikasi nikotin pada limbah debu tembakau. HPLC menjadi pilihan dalam mengidentifikasi 

nikotin dikarenakan mampu memisahkan zat berdasarkan kepolaran dengan baik dan memiliki 

selektivitas dan sensitivitas yang tinggi sehingga mampu mendeteksi kadar yang sangat kecil (Gritter et 

al, 1991). Ekstrak pekat yang telah diekstraksi cair-cair kemudian diencerkan dengan 5 mL fase gerak 

optimal yang telah didapatkan dari hasil KLT yaitu komposisi Buffer Asetat : Metanol : Asetonitril 

perbandingan 40:54:6. Fase diam yang digunakan yaitu kolom oktadesilsilan atau C18. Sistem eluen 

yang digunakan pada HPLC yaitu sistem isokratik dan jenis HPLC yang digunakan yaitu fase terbalik 

atau Reversed Phase. Detektor yang digunakan yaitu detektor UV dengan panjang gelombang 259 nm. 

Sampel yang telah diencerkan kemudian disaring menggunakan milipore untuk menghilangkan adanya 

partikel asing pada fase gerak yang dapat menyumbat kolom dan mengganggu proses analisis. Eluen 

yang digunakan harus disonikasi menggunakan alat ultrasonik terlebih dahulu selama 1 jam. Tujuan dari 

sonikasi ini untuk menghilangkan adanya partikel gelembung yang dapat menghambat kolom yang dapat 

mengganggu analisis HPLC. Sebelum menginjeksi sampel, dilakukan purging terlebih dahulu. Tujuan 

dari purging yaitu untuk mengeluarkan gelembung-gelembung yang masih terdapat dalam eluen dan 

dikeluarkan melalui selang. Gelembung ini dapat mengganggu proses deteksi pada HPLC. Setelah 

dipastikan bahwa eluen sudah tidak terdapat gelembung, aplikasi HPLC diatur kemudian injeksi sampel 

dilakukan. Sebanyak 20 µl sampel diinjeksikan ke dalam HPLC. Waktu running HPLC yaitu 20 menit 

per sampel. Hasil running HPLC ditunjukkan pada Gambar 2 dan 3 berikut ini. 
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Gambar 2 Kromatogram HPLC Sampel debu tembakau (dari atas ke 

bawah: ultrasonik akuades; ultrasonik metanol; soxhletasi metanol; soxhletasi 

akuades) Peak menunjukkan nikotin ditunjukkan panah cokelat 
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Gambar 3 Kromatogram HPLC Sampel Batang tembakau. 

Peak menunjukkan nikotin ditunjukkan panah cokelat 
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Data HPLC Sampel Ektraksi Debu Tembakau  

Jenis 

ekstraksi 
Waktu retensi Luas area 

Interpolasi 

konsentrasi (ppm) 

Rata-rata 

konsentrasi 

nikotin (ppm) 

Soxhletasi 

metanol 

13.8 68.48 0.011 

0.012 13.757 68.273 0.010 

13.792 91.38 0.015 

Soxhletasi 

akuades 

15.55 128.21 

- - 15.57 137.48 

15.637 228.70 

Ultrasonik 

metanol 

13.658 1442.46 0.232 

0.269 13.667 1436.41 0.231 

13.68 2140.98 0.344 

Ultrasonik 

akuades 

13.718 102.47 0.016 

0.069 13.735 168.53 0.027 

13.713 1019.06 0.164 
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Data HPLC Sampel Ektraksi Batang Tembakau 

 Jenis 

Sampel 

Waktu Retensi 

(menit) 
Area 

Interpolasi 

Konsenterasi (ppm) 
Rerata 

Konsenteras

i Peak 

Nikotin 

(ppm) 

Peak 

Derivat 

Nikotin 

Peak 

Nikotin 

Peak 

Derivat 

Nikotin 

Peak 

Nikotin 

Peak Derivat 

Nikotin 

Peak 

Nikotin 

Soxhlet 

Aquades 

  

  

- 13,711 - 

950,347

17 - 

0,0967

9311 

0,066 

12,312 13,723 81,70725 

361,561

1 0,008321905 

0,0368

25093 

- - - - - - 

Soxhlet 

Metanol 

  

  

12,382 13,826 632,89972 

1769,27

576 0,064461004 

0,1802

01203 

0,201 

12,216 13,86 2288,21948 

2195,01

44 0,233055758 

0,2235

62796 

- - - - - - 

Ultrasonik 

Aquades 

  

  

- 13,721 - 

315,865

23 - 

0,0321

70957 

0,029 

- 13,74 - 

226,139

11 - 

0,0230

32328 

- 13,697 - 

328,214

11 - 

0,0334

28694 

Ultrasonik 

Metanol 

  

  

12,494 13,604 441,91739 

1084,02

283 0,045009403 

0,1104

08011 

0,094 

12,432 13,527 380,1152 

992,172

18 0,038714833 

0,1010

52998 

12,439 13,561 135,5479 

701,730

69 0,013805589 

0,0714

71456 
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Kesimpulan dan Saran 

 

Kesimpulan 

1. Ekstraksi ultrasonik dengan suhu ruang dan frekuensi 20 KHz selama 30 menit merupakan jenis 

ekstraksi yang optimal digunakan dalam mengekstraksi nikotin pada limbah debu engan 

konsentrasi nikotin (ppm) 0,269 dan soxhletasi methanol selama 6 jam untuk limbah batang 

tembakau dengan konsentrasi nikotin (ppm) 0,201. 

2. Metanol rasio sampel:pelarut yaitu 1:10 merupakan pelarut yang optimal untuk mengekstraksi 

nikotin pada limbah debu dan batang tembakau. 

3. Kondisi optimal KLT untuk mendeteksi nikotin pada limbah debu dan batang tembakau adalah 

Buffer Asetat : Metanol : Asetonitril dengan perbandingan 40 : 54 : 6. Muncul 2 spot untuk ekstrak 

limbah debu tembaku dan 3 spost untuk ekstrak limbah batang tembakau. Rf sekitar 0,76-0,77 

ditengarai adalah nikotin karena serupa dengan Rf standar. 

4. Kondisi optimal HPLC untuk mendeteksi nikotin pada limbah debu tembakau yaitu menggunakan 

HPLC fase terbalik (reversed phase) dengan jenis eluen isokratik. Komposisi fase gerak (eluen) 

yang digunakan yaitu Buffer Asetat : Metanol : Asetonitril dengan perbandingan 30 : 50 : 20 

dengan laju alir (flow rate) sebesar 0,2 mL/menit dalam waktu running selama 20 menit. 

 

Saran 

1. Penyediaan larutan standar baku nikotin perlu dilakukan untuk menentukan kurva kalibrasi 

sehingga perhitungan kadar nikotin dapat optimal dan senyawa yang terdeteksi dalam HPLC dapat 

dipastikan senyawa nikotin. 

2. aboratorium sebaiknya menyediakan lebih banyak lagi bahan-bahan kimia seperti reagen 

Dragendorff maupun larutan baku nikotin yang dibutuhkan dalam penelitian ini. 

3. Percobaan dengan metode ekstraksi dan pelarut yang lain perlu dilakukan agar hasilnya dapat 

dibandingkan dan dapat mengetahui metode dan pelarut manakah yang paling optimal. 
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Lampiran 

 

Kromatogram Sampel Limbah Debu Tembakau pada HPLC 

 
• Ultrasonik Akuades 

- Replikasi 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
- Replikasi 2 
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- Replikasi 3 
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Ultrasonik Metanol 

- - Replikasi 1 

 
- Replikasi 2 
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- Replikasi 3 
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• Akuades 6 jam 

- Replikasi 1 
 

 

 
- Replikasi 2 
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- Replikasi 3 
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• Metanol 6 jam 

- Replikasi 1 

 

 
- Replikasi 2 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

- Replikasi 3 

 
 
 

  



 

 

 

Kromatogram Sampel Limbah Batang Tembakau pada HPLC 

 

- Komposisi 25:50:25 
 

Sampel + Standar 0,09 ppm 

Peak Diduga Nikotin 

Standar 0,045 ppm 

Peak Diduga Nikotin 



 

 

Sampel Pengenceran 2x 
 

Peak Diduga Nikotin 



 

 

- Komposisi 30:50:20 

 

Sampel + Standar 0,09 ppm 
 

Peak Diduga Nikotin 

Standar 0,045 ppm 

Peak Diduga Nikotin 



Sampel 

Pengenceran 2x 

 

 

 

 

Peak Diduga Nikotin 



- Komposisi 40:40:20 
 

 

 

Sampel + Standar 0,09 ppm 
 

Peak Diduga Nikotin 

Standar 0,045 ppm 



Sampel 

Pengenceran 2x 

 

 

 

 

Peak Diduga Nikotin 



- Komposisi 40:45:15 
 

 

 

Sampel + Standar 0,09 ppm 

Peak Diduga Nikotin 

Standar 0,045 ppm 



Sampel 

Pengenceran 2x 

 

 

 

 

Peak Diduga Nikotin 



- Komposisi 40:50:10 
 

 

 

Sampel + Standar 0,09 ppm 
 

Peak Diduga Nikotin 

Standar 0,045 ppm 

Peak Diduga Nikotin 



Sampel 

Pengenceran 2x 

 

 

 

 

Peak Diduga Nikotin 



 

 

- Komposisi 40:54:6 

 
Sampel + Standar 0,09 ppm 

 

Peak Diduga Nikotin 

Standar 0,045 ppm 

Peak Diduga Nikotin 



 

 

Sampel Pengenceran 2x 
 

  

Peak Diduga Nikotin 



 

 

Lampiran  Penggunaan Dana Penelitian 

 

No. Tanggal Keterangan Total Pajak 

1 19-07-2021  Bahan skripsi Dewi Ayu             

1,197,112  

  

2 19-07-2021  Bahan skripsi Chelsea                

625,587  

  

3 17-09-2021  Sumber Utama Kimia 

Murni  

           

2,400,000  

              

240,000  

4  11-10-2021   Erlenmeyer flask 250 

mL - Phoenix  

           

4,275,000  

  

                 

8,497,699  

              

240,000  

 

 



 

 

 

 

  



 

 

 

  



 

 



 

 



 

 



 

 

 

  



 

 

 


