
RENCANA PEMBELAJARAN SEMESTER

MATA KULIAH : ANALISIS INSTRUMENTAL

Disusun oleh :

apt. Dian Purwita Sari, M.Biotech.

PROGRAM STUDI SARJANA FARMASI
SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NOTOKUSUMO YOGYAKARTA

TAHUN AKADEMIK 2024/2025



1 RENCANA PEMBELAJARAN SEMESTER (RPS)

PROGRAM STUDI : S 1 FARMASI
INSTITUSI : SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NOTUKUSMO YOGYAKARTA
TAHUN AKADEMIK : 2024/2025

2 Nama Mata Kuliah Analisis Instrumental
3 Kode FARF505
4 Semester III (gasal)
5 Beban kredit 2 sks
6 Dosen pengampu apt. Dian Purwita Sari, M.Biotech.

apt. Desi Novita Revianawati, M.Farm.
Dr. Rofiq Sunaryanto, M.Si

7 Deskripsi mata kuliah Matakuliah Analisis Instrumental merupakan pembelajaran teoritis mengenai metode-metode analisis kimia yang difasilitasi oleh
instrumen/peralatan, meliputi spektrofotometri infra merah, UV, Vis, Kolorimetri, Fluorometri dan metode kromatografi kolom, lapis
tipis, gas. Mata kuliah ini penting dalam membekali pengetahuan tentang analisis obat secara kimia dalam bidang kefarmasian.

8 Capaian Pembelajaran CPL – Prodi (Capaian Pembelajaran Lulusan Program Studi) yang Dibebankan Pada Mata Kuliah
1. Berkontribusi dalam peningkatan mutu kehidupan bermasyarakat, berbangsa, bernegara, danckemajuan peradaban berdasarkan
Pancasila (CP.S.03)

2. Menunjukkan sikap bertanggungjawab atas pekerjaan di bidang keahliannya secara mandiri (CP.S.08)
3. Mampu menunjukkan kinerja bermutu dan terukur (CP.KU.02)
4. Mampu melakukan proses evaluasi diri terhadap kelompok kerja yang berada di bawah tanggung jawabnya, dan mampu mengelola
pembelajaran secara mandiri (CP.KU.08)

5. Mampu menerapkan prinsip cara distribusi obat (CDOB) yang baik disertai penjaminan mutu dalam pemasaran perbekalan farmasi
(CP.KK.06)

6. Menguasai konsep teoritis berbagai ilmu pengetahuan dan teknologi di bidang kefarmasian, riset, dan pengembangan diri (CP.P.09)

CPMK (Capaian Pembelajaran Mata Kuliah)
1. Memahami dan mampu menjelaskan prinsip analisis kimia dengan spektrofotometri infra merah, UV Vis, fluorometri.
2. Memahami dan mampu menjelaskan prinsip analisis kimia dengan kromatgrafi kolom, lapis tipis, gas baik konvensional maupun
kinerja tinggi.

3. Memahami dan mampu menjelaskan prinsip analisi dengan metode elektroforesis.
4. Menguasai keilmuan pendukung yang cukup untuk melanjutkan ke mata kuliah berikutnya yaitu Analisis Obat.

9 Bahan kajian 1. Spektrofotometri Infra Merah
2. Spektrofotometri UV - Vis
3. Spektrofluorometri
4. Kromatografi kolom konvensional dan kinerja tinggi
5. Kromatografi lapis tipis konvensional dan kinerja tinggi
6. Kromatografi gas kinerja tinggi.



7. Elektroforesis

10 Pustaka/ Literatur 1. Hardjono Sastrohamidjojo. (2018). Dasar-dasar Spektroskopi. Yogyakarta : UGM Press.
2. Dwiarso Rubiyanto. (2017). Metode Kromatografi: Prinsip Dasar, Praktikum dan Pendekatan Pembelajaran Kromatografi.
Yogyakarta : Deepublish.

3. Lestyo Wulandari. (2011). Kromatografi Lapis Tipis. Jember : Taman Kampus Presindo.
4. Kemendikbud. (2018).Modul Diklat : Melaksanakan Analisis Secara Kromatografi Konvensional Mengikuti Prosedur. Jakarta :
Kemdikbud RI.

5. Meri Susanti Dachriyanus. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi. Padang : LPTIK Unand.

Acara Pembelajaran
Kelas A: Jumat, jam 08.00 - 09.40
Kelas B: Selasa, jam 10.00 - 11.40
Minggu
Ke-

Kemampuan Akhir
Yang Diharapkan

Bahan Kajian Strategi/
Metoda

Pembelajaran

Alokasi
Waktu

Kriteria
(Indikator Capaian)

Instrumen
Penilaian

Bobot
Penilaian

Dosen Pengampu

10 11 12 13 14 15 16 17 18
1

Kelas A
Jumat
13 Sept
24

Kelas B
Selasa
10 Sept
24

Mahasiswa mampu
memahami gambaran
pembelajaran dalam mata
kuliah Analisis
Instrumental dan konsep
analisis kimia
instrumental secara
umum.

Pengantar kuliah:
Kontrak belajar.
Overview gambaran
konten materi
pembelajaran.
Metode belajar.
Penugasan.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan:Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
konsep analisis instrumental
secara umum melalui metode
ujian tulis UTS secara tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Dian Purwita
Sari, M.Biotech.

2

Kelas A
Jumat
20 Sept
24

Kelas B
Selasa
17 Sept
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang jenis
analisis instrumen yang
ada.

Pengantar analisis
instrumental.
Kualitatif: MS, NMR,
Infra merah, UV Vis.
Kuantitatif: AAS, UV
Vis, Kromatografi.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan:Mahasiswa
mampu menjelaskan jenis
analisis instrumen yang ada
melalui metode ujian tulis
UTS secara tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Dian Purwita
Sari, M.Biotech.

https://www.google.co.id/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor
https://www.google.co.id/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor


3

Kelas A
Jumat
27 Sept
24

Kelas B
Selasa
24 Sept
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
konsep analisis senyawa
kimia dengan
spektrofotometri UV.

Pendahuluan
spektrofotometri.
Spektra panjang
gelombang
elektromagnetik,
prinsip dasar
spektrofotometri,
transmitan dan
absorban, hukum
lambert beer.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan:Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
konsep analisis senyawa
kimia dengan
spektrofotometri UV dengan
metode ujian tulis UTSsecara
tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Dian Purwita
Sari, M.Biotech.

4

Kelas A
Jumat
4 Okt
24

Kelas B
Selasa
1 Okt
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
konsep analisis senyawa
kimia dengan
spektrofotometri Vis.

Spektrofotometri UV-
Vis
1. Kromofor,
auksokrom.

2. Transisi
elektron

3. Pergeseran serapan
panjang gelombang
(batho, hipso, hiper,
hipokromik).

4. Efek pelarut,
pemilihan pelarut.

5. Lamda maks, lamda
shoulder. Eror
pembacaan.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan:Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
konsep analisis senyawa
kimia dengan
spektrofotometri Vis melalui
metode ujian tulis UTS
secara tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Desi Novita
Revianawati,
M.Farm.

5

Kelas A
Jumat
11 Okt
24

Kelas B
Selasa
8 Okt
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
konsep analisis senyawa
kimia dengan
spektrofotometri Vis
dengan cara pemberian
warna.

Spektrofotometri UV-
Vis
1. Kurva baku dan cara
menentukan kurva
baku (Least Square
Method, dan
kalkulasi melalui
excel, membuat
grafik kurva baku).

2. Pengukuran kadar
campuran/multikom
ponen dengan
spektrofotometri.

3. Spektrofotometri Vis
2 (Kolorimetri).

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan:Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
konsep analisis senyawa
kimia dengan
spektrofotometri Vis dengan
cara pemberian warna
melalui metode ujian tulis
UTS secara tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Desi Novita
Revianawati,
M.Farm.



6

Kelas A
Jumat
18 Okt
24

Kelas B
Selasa
15 Okt
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
konsep dan intepretasi
hasil spektrofotometri
infra merah.

Spektrofotometri
Infra Merah.
Intepretasi spektra infra
merah.
Analisis kualitatif dan
kuantitatif dengan
Spektro IR.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan:Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
konsep dan intepretasi hasil
spektrofotometri infra merah
melalui metode ujian tulis
UTS secara tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Desi Novita
Revianawati,
M.Farm.

7

Kelas A
Jumat
25 Okt
24

Kelas B
Selasa
22 Okt
24

Mahasiswa mampu
mencari literatur,
melakukan studi mandiri,
dan menganalisa
literatur/jurnal tentang
analisis kimia dengan
metode spektrofotometri.

TUGAS
Studi literatur:
Analisis obat dengan
metode
spektrofotometri.

Mahasiswa dibagi
kelompok.

Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
contoh aplikasi metode
spektrofotometri pada
analisis kimia dalam literatur
jurnal melalui metode ujian
tulisUTS secara tepat

Soal UTS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % apt. Desi Novita
Revianawati,
M.Farm.

8 UJIAN TENGAH SEMESTER

9

Kelas A
Jumat
8 Nov
24

Kelas B
Selasa
5 Nov
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan konsep
analisis senyawa kimia
dengan
spektrofluorometri.

Spektrofluorometri. Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan konsep
analisis senyawa kimia
dengan spektrofluorometri
melalui metode ujian tulis
UAS secara tepat

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si

10

Kelas A
Jumat
15 Nov
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
konsep dasar analisis
kimia dengan metode
kromatografi.

Pengantar
kromatografi.
Komponen dan faktor
analitik dalam
kromatografi:
Fase diam, fase gerak.
Lempeng efektif.
Berbagai perhitungan.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan konsep
dasar analisis kimia dengan
metode kromatografi melalui
metode ujian tulis UAS
secara tepat

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si



Kelas B
Selasa
12 Nov
24
11

Kelas A
Jumat
22 Nov
24

Kelas B
Selasa
19 Nov
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
komponen dan faktor-
faktor analitik dalam
metode kromatografi.

Kromatografi kolom:
Konvensional dan
Kinerja Tinggi (HPLC)

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan
komponen dan faktor-faktor
analitik dalam metode
kromatografi melalui metode
ujian tulis UAS secara
tepat

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si

12

Kelas A
Jumat
29 Nov
24

Kelas B
Selasa
26 Nov
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
metode kromatografi
kolom konvensional dan
kinerja tinggi.

Kromatografi lapis
tipis:
Konvensional dan
Kinerja Tinggi.

Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan metode
kromatografi kolom
konvensional dan kinerja
tinggi melalui metode ujian
tulisUAS secara tepat

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si

13

Kelas A
Jumat
6 Des
24

Kelas B
Selasa
3 Des
24

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan tentang
metode kromatografi
lapis tipis konvensional
dan kinerja tinggi.

Kromatografi gas. Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan
kromatografi lapis tipis
konvensional dan kinerja
tinggi melalui metode ujian
tulis UAS secara tepat

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si

14

Kelas A
Jumat
13 Des

Mahasiswa mampu
memahami dan
menjelaskan prinsip dasar
kromatografi gas.

Elektroforesis. Ceramah,
Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan prinsip
dasar kromatografi gas
melalui metode ujian tulis

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si



24

Kelas B
Selasa
10 Des
24

UAS secara tepat

15

Kelas A
Jumat
20 Des
24

Kelas B
Selasa
17 Des
24

Mahasiswa mampu
mencari literatur,
melakukan studi mandiri,
dan menganalisa
literatur/jurnal tentang
analisis kimia dengan
metode kromatografi.

TUGAS
Studi literatur:
Analisis obat dengan
metode kromatografi
atau elektroforesis.

Mahasiswa dibagi
kelompok.

Diskusi dan
Penugasan

2 x 50
menit

Pengetahuan: Mahasiswa
mampu menjelaskan tentang
contoh aplikasi metode
kromatografi pada analisis
kimia dalam literatur jurnal
melalui metode ujian tulis
UAS secara tepat

Soal UAS

Penilaian
tugas/disku
si

7,1 % Dr. Rofiq
Sunaryanto, M.Si

16 UJIAN AKHIR SEMESTER



Spektrofotometri 

Fluoresensi 
Sinar Visibel

Kimia Analisis Instrumental 



TEORI

◼ Dasar analisis :

Pemancaran/emisi sinar visibel oleh molekul 

yang mempunyai gugus kromofor setelah 

menyerap/absorpsi sinar visibel

 Interaksi REM(radiasi elektromagnetik)-materi 

:

◼ Absorpsi, diikuti emisi

Pemancaran :

◼ Fluoresensi

◼ Fosforesensi



Definisi

Spektrofotometri fluoresensi merupakan suatu prosedur 

yang menggunakan pengukuran intensitas cahaya 

fluoresensi yang dipancarkan oleh zat uji dibandingkan 

dengan yang dipancarkan oleh suatu baku tertentu. 

Energi yang diserap oleh molekul untuk transisi elektronik 

ke level energi yang lebih tinggi (first excited singlet) 

harus dilepaskan kembali pada waktu kembali ke level 

energi terendah (ground singlet). Energi yang dilepaskan 

ini dapat berupa panas dan untuk beberapa molekul tertentu 

sebagian dari energi yang diserap dipancarkan kembali 

berupa cahaya (fluoresensi). 



Absorpsi 
hv

Emisi hv 
Elektron

tereksitasi 

Elektron

relaksasi

Keadaan dasar

Keadaan tereksitasi



Apabila terjadi transisi dari ”first excited singlet” ke 

”lowest triplet state” (intersystem crossing), maka 

elektronik state disebut fosforesensi. 



◼ Jenis spektroskopi fluoresensi :

Sinar Visibel/tampak : molekuler

Sinar-X : atomik → XRF (Xray Fluorescence)



TEORI

◼ Proses fluoresensi :

S0

S2

S1

T1

T2

E

IC
IC

ISC

F
P

Fosforesensi
Fluoresensi

intersystem crossing

Internal 

convertion

Internal 

convertion



◼Untuk molekul dwiatomik :
S: tingkat singlet : mempunyai elektron 

berpasangan (spin electron masih 

berlawanan arah)

T : tingkat triplet : terkesitasi, spin berubah 

dari berlawanan arah menjadi searah.

So : tingkat dasar yang merupakan tingkat 

singlet

Tingkat energi S > T



◼ Fluoresensi
◼ Pada saat molekul mengabsorpsi sinar visibel, elektron 

ikatan tereksitasi dari S0 ke S2

◼ Elektron dalam S2 bervibrasi dari 2 ke S1.

◼ Elektron dalam S1 kembali ke So sambil emisi radiasi 

→Fluoresensi

◼  Ada sebagian elektron yang tidak mengemisikan 

radiasi, namun mengalami internal conversion (IC)/ 

pembalikan internal → nonradiative/radiationless : 

melepas panas

◼ Beberapa dimiliki oleh tanaman dan hewan laut yang 

bersinar lenih terang saat diberikan cahaya 



◼ Fosforesensi :
◼ Pada saat molekul mengabsorpsi sinar visibel, elektron 

ikatan tereksitasi dari S0 ke S2

◼ Elektron dalam S2 bervibrasi dari S2 ke S1.

◼ Elektron dalam S1 mengalami intersystem crossing 
(ISC) : penyilangan antar sistem → pembalikan spin 
elektron→ menempatkan elektron pada T2

◼ Elektron pada T2 : relaksasi vibrasi ke T1

◼ Elektron pada T1→ relaksasi ke So sambil emisi radiasi 
→Fosforesensi

◼ Ada sebagian yang mengalami 
radiationless/nonradiative



◼ Fosforesensi 

waktu pemancaran lebih lama

Cahaya benda akan terpendar setelah 

beberapa detik terkena sumber 

Cahaya.(aplikasi jam tangan, rambu lalulintas, 

binantang/tumbuhan laut)



Supaya terjadi fluoresensi, harus terjadi peresapan cahaya yang kuat oleh 

suatu molekul. Hal ini dapat terjadi pada senyawa aromatic, senyawa 

heterosiklik dan molekul dengan system konjugasi. Senyawa dengan 

transisi elektronik π -- π *, mempunyai kemungkinan yang lebih besar untuk 

berfluoresensi daripada transisi n -- π *.

Piridin 

tidak berfluorosensi

Benzene 

berfluorosensisenyawa aromatic

system konjugasiheterosiklik



Contoh senyawa yang ber-fluoresensi

Dengan suatu pereaksi tertentu, senyawa yang tidak berfluoresensi dapat diubah 

menjadi senyawa yang berfluoresensi. Metode ini penting baik untuk senyawa 

organik maupun anorganik, dan banyak senyawa anorganik membentuk kompleks 

yang mudah berfluoresensi dengan pereaksi organic. Misalnya, kepekan pada 

penetapan So dapat dipertinggi sampai 0,002 µg dengan meggunakan 2,3-

diaminonaftalena sebagai pembentuk kompleks. Vitamin B1 dalam sediaan 

Farmasi atau makanan dapat ditetapkan secara spektrofluorimetri setelah 

dioksidasi menjadi tiokrom yang mudah berfluoresensi.



While thiamine is visible in the UV range, its relatively 
common wavelength for absorbance (λ max = 242 nm) 
and low extinction coefficient do not lend to specific or 
sensitive analyses. Hence, most commonly, thiamine is 
converted to thiochrome prior to measurement. This 
product of oxidation is highly fluorescent with 
excitation and emission wavelengths of 360 nm and 
450 nm, respectively.



Aplikasi analisis menggunakan 

instrument Spectrofluorometry



Pada larutan dengan konsentrasi tinggi, sebagian besar cahaya diserap 

lapisan larutan yang paling dulu kontak dengan radiasi eksitasi, sehingga 

fluoresensi hanya terjadi pada bagian yang menyerap cahaya 

tersebut. Dengan demikian, pada analisis kuantitatif harus digunakan 

larutan yang encer supaya dapat memenuhi persamaan fluoresensi:



Efisiensi Fluoresensi (Ф)

        Rf
Ф = -------                              0 <Ф <1
         Re

Rf : jumlah molekul yang memancarkan fluoresesensi

Re : jumlah molekul yang tereksitasi setelah menyerap   

        radiasi

Re = Rn + Rf 

Rn  = jumlah molekul yang radiationless



Faktor yang mempengaruhi 

Flourosensi :

Struktur

Konsentrasi

Suhu

pH

Pelarut

Pengaruh oksigen terlarut

Pengaruh pemadaman sendiri (self 

quenching) & penyerapan sendiri



Pengaruh struktur terhadap 

fluoresensi

Fluoresensi dapat terjadi dengan baik jika 

molekul2 struktur yang kaku (rigid)

Lebih rigid lebih sulit 

bergerak maka  lebih tinggi

CH2



◼ Pengaruh struktur :

 Struktur rigid(kaku) → sulit bergerak → Ф tinggi

◼ Pengaruh konsentrasi (C):

 C rendah→ Re rendah→ Rf rendah → Ф rendah

 C tinggi → Re tinggi→ Rf tinggi→ Ф besar

 C terlalu tinggi → Re tinggi→ molekul lain menyerap 

readiasi diemisikan (self absorption) → Ф rendah

Ф

C

 =efisiensi  flouresensi



◼ Pengaruh suhu :
 Kenaikkan suhu → meningkatkan gerakan molekul→ 

molekul deaktif (energi molekul eksitasi dilepas ke 
pelarut/konversi keluar besar) → Rf rendah → Ф 
rendah

◼ Pengaruh pelarut :
 Viskositas tinggi → gerakan molekul lambat → Rf 

tinggi → Ф tinggi

 Pelarut makin polar → intensitas flouresensi (Rf) 
makin besar → Ф tinggi.

◼ Pengaruh pH :
 pH mempengaruhi kestabilan molekul kompleks → 

mempengaruhi Re dan Rf tergantung senyawanya.
Terkait dengan bentuk terionisasi atau tidak. Fenol dalam suasana asam bentuk molekul 

utuh(pajang gel 285-365), sementara dalam suasan basa akan terionisasi (Panjang gel 

310-400)

 =efisiensi  flouresensi



❑ Pengaruh oksigen terlarut

Adanya gas oksigen akan memperkecil intensitas fluorosensi yang 

disebabkan terjadimya oksidasi senyawa karena pengaruh Cahaya.  

Pengurangan intensitas fluorosensi disebut pemadaman sendiri atau 

quenching. Molekul oksigen bersifat paramagnetic, dan molekul yang 

bersifat seperti ini dapat mempengaruhi kemungkinan terjadinya fluorosensi 

dan sebaliknya memperbesar kebolehjadian fosforensi.

❑ Pemadaman sendiri (self quenching) dan 

penyerapan sendiri

Disebabkan oleh tabrakan2 antar molekul zat itu sendiri yang 

menyebabkan energi yang akan dilepas sebagai fluorosensi ditransfer ke 

molekul lain sehingga intensitas fluorosensi berkurang.

Oksigen merupakan contoh pemadaman bagi senyawa poliaromatis 

hidrokarbon, maka oksigen harus dihilangkan sebelum dilakukan analisis.

Penyerapan sendiri terjadi jika panjang gelombang fluorosensi 

bertumpang tindih dengan puncak serapan senyawa yang 

bersangkutan, shg intensitas flurosensi berkurang pada saat berkas 

sinar melalui larutan sampel.



◼ Quenching (Q): 

Penurunan intensitas fluoresensi atau bahkan 

pemadaman

Jenis :

◼ Q-konsentrasi : absorpsi radiasi eksitasi maupun 

fluoresensi oleh larutan

◼ Self-Q : absorpsi radiasi fluoresensi oleh 

molekul lain (pada konsentrasi tinggi)

◼ Q-kimia : oleh perubahan struktur kimia



Instrumentasi
◼ Susunan alat

Sumber radiasi

Lampu Xe/Hg
Monokromator

Primer/filter eksitasi

Tempat sampel

(Tabung kuarsa)

Monokromator

skunder/filter emisi
DetektorRekorder 





Analisis kuantitatif

◼ Dasar : 
 Intensitas fluoresensi sebanding dengan 

konsentrasi

Mengikuti hukum Lambert-Beer :

           F   =  k C                 F : intensitas fluoresensi

                                                   k : konstanta

                                                   C : konsentrasi



◼ Teknik analisis :
 Langsung :

◼ Reaksi antara analit dengan pengompleks membentuk 

molekul kompleks penyerap radiasi dan menghasilkan 

fluoresensi

◼ Intensitas fluoresensi sebanding dengan 

konsentrasi senyawa kompleks

◼ Biasanya untuk analit kation

◼ Untuk standar tunggal, kurva standar, maupun adisi 

standar



Kelebihan fluorometer dan fosforimeter dalam analisis kuantitatif: 

- Metode ini selektif dan tidak terjadi interferensi spektral. 

Interferensi ini bila timbul dapat diatasi dengan pemilihan panjang 

gelombang yang tepat baik pada eksitasi maupun pemendarannya. 

- Metode ini sensitif. Pada fosforometer, resolusi waktunya cukup besar, 

karena panjangnya waktu hidup. Hal ini juga mengeliminasi 

penghamburan sampel. 



Prosedur analisis, yaitu mula-mula dibuat kurva kalibrasi 

(grafik hubungan fluoresensi dengan konsentrasi). Tahap 

selanjutnya adalah mengukur intensitas fluoresensi dari 

zat yang diperiksa, lalu membaca konsentrasi dari kurva 

kalibrasi tersebut. Selama pengukuran, kondisi percobaan 

harus dijaga supaya tetap konstan. Pengotoran dapat 

menurunkan efisiensi dari fluoresensi sehingga mengurangi 

sensifitas (quenching). Analisa campuran dilakukan 

dengan memilih radiasi eksitasi pada panjang 

gelombang yang berbeda dimana masing-masing 

komponen campuran tersebut. Bila tidak mungkin, 

pengukuran dilakukan pada panjang gelombang yang 

berbeda dimana masing-masing komponen campuran 

tersebut berfluoresensi.

Prosedur analisis



Sumber Radiasi

Sepasang filter atau monokromator untuk menyeleksi panjang gelombang eksitasi dan emisi.

Monokromator

Seperti pada spektrofotometri, detektor yang biasa digunakan adalah ‘fotomultiplier tube’ atau 

‘thermocouple’. Pada umumnya, detektor ditempatkan di atas sebuah poros

Detektor

Sampel (dalam kuvet)
Sel spesimen yang digunakan dalam pengukuran fluoresensi dapat berupa tabung bulat atau 

sel empat persegi panjang (kuvet), sama seperti yang digunakan pada spektrofotometri 

resapan.



https://www.mdpi.com/1420-3049/25/21/4932

Development and Greenness Evaluation of 

Spectrofluorometric Methods for Flibanserin 

Determination in Dosage Form and Human 

Urine Samples

Link ini silahkan diunduh dan dipelajari



Penentuan kadar kinin sulfat menggunakan spektrofluorometri



Jika dari pengukuran I sample pada   

450nm adalah 30,6, maka konsentrasi 

sample nya adalah sebesar 4,6ppm. (I 

dimasukkan ke dalam persamaan regresi 

tersebut.



◼ Teknik tidak langsung :
 Tergantung pada diminution/quenching → fluoresensi dari 

pengompleks

 Intensitas terukur sebanding dengan molekul yang mengalami 
quenching

 Biasanya untuk anion

 Contoh :

L+ >> +  A-  
→   L-A  +  L+

 sisa
  

 Fo                                                     Ff                                                     

 Intensitas analit →       Fx = Fo – Ff



◼ Contoh :
1. Larutan standar yang mengandung Al(III) 5 mg/L 

yang membentuk kompleks dengan oksin, 
memberikan intensitas fluoresensi 0,45. Berapa 
konsentrasi larutan yang memberikan intensitas 0,85

2. Larutan standar yang mengandung ion Co(II) 2 mg/L 
yang telah dikomplekskan, memberikan intensitas 
0,36. Jika 5 ml larutan standar tersebut ditambahkan 
ke dalam 5 ml larutan sampel memberikan intensitas 
0,42. Tentukan konsentrasi ion Co(II)  dalam sampel.
(addisi standar)



Contoh soal : teknik tak langsung

Diberikan data pada analisis ion F 

dalam sampel air : 

◼ Jika 10 ml sampel air 

direaksikan dengan 10 ml 

pengompleks dan diencerkan 

menjadi 50 ml, memberikan 

intensitas 43. Hitung 

konsentrasi ion F dalam 

sampel air tersebut 

V.std 

10 

mg/L 

(ml)

V 

pengom

pleks 

(ml)

V. air 

(ml)

Inten

sitas

0 10 40 85

2,5 10 37,5 70

5 10 35 56

7,5 10 32,5 38

10 10 30 24

12,5 10 27,5 16



KROMATOGRAFI

Buku acuan: Kimia Farmasi Analisis

Oleh: Prof.Dr.Ibnu Gholib Ganjar, DEA, Apt

        Abdul Rohman, M.Si, Apt



Dasar-dasar Kromatografi
Defenisi

 Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan berdasarkan interaksi suatu senyawa pada

dua fase yang berbeda (fase gerak dan fase diam) ketika senyawa melewati suatu

medium penyokong.

Komponen:

  fase gerak: suatu pelarut yang mengalir melalui medium penyokong.

 Fase diam: suatu lapisan atau selubung yang melapisi medium penyokong yang

berinteraksi dengan analit

 Medium penyokong: suatu permukaan padatan dimana fase diam terikat atau terlapisi.

Overveiw video

Overveiw 

video

KLT/TLC

Prinsip 

kromatografi

kromatografi kolom.mp4
KLT.mp4
prinsip kromatografi.mp4


Analit yang berinteraksi lebih

kuat dengan fase diam akan

membutuhkan waktu yang lebih

lama untuk melewati sistem

dibandingkan dengan analit

yang memiliki interaksi yang

lebih lemah.

Interaksi-interaksi ini umumnya

merupakan interaksi kimia,

namun dalam beberapa kasus

merupakan interaksi fisik.

Kromatogram dari detektor

Kromatogram dari 

detektor

Chromatography animation.mp4


Jenis-jenis kromatografi: - kromatografi dapat diklasifikasikan berdasarkan jenis fase 

gerak, fase diam, dan material pendukung



Jenis Kromatografi

1.) pembagian utama dari teknik kromatografi didasari dari jenis fase gerak yang digunakan

pada sistem:

  Jenis Kromatografi  Jenis Fase gerak

  Kromatografi gas (GC)   gas

  Kromatografi cair (LC)   cair

2.) pembagian lebih lanjut dapat dilakukan berdasarkan jenis fase diam yang digunakan dalam

sistem :

    Kromatografi Gas

  Metode kromatografi gas  jenis fase diam

  kromatografi Gas-padat  material padat yang tidak terderivatisasi

  Kromatografi Gas-cair  material terlapisi cairan

  kromatografi gas-fase terikat material terderivatisasi secara kimia



Jenis Kromatografi

   Kromatografi Cair

 Nama metode kromatografi cair  Type of Stationary Phase

 kromatografi adsorpsi material padat tak terderivatisasi

 Kromatografi partisi   material terderivatisasi atau terlapisi cairan

 Kromatografi penukar ion   material memiliki muatan tetap

 kromatografi eksklusi ukuran  material berpori

 kromatografi afinitas   material terimobilisasi ligan



3.) teknik kromatografi juga dapat diklasifikasikan berdasarkan material pendukung yang

digunakan dalam sistem:

  kromatografi packing (kolom padat)

  kromatografi tabung terbuka (kapiler)

  Kromatografi alas terbuka (planar)

Kromatografi Alas 

terbuka/Planar

Kromatografi 

Tabung terbuka

Kromatografi

packing



KLASIFIKASI LAIN KROMATOGRAFI DILIHAT CARA APLIKASINYA



Pemisahan pada kromatografi planar (kromatografi kertas dan 
kromatografi lapis tipis)

Kromatografi planar dihentikan sebelum semua fasa gerak melewati batas permukaan 
fasa diam. Solut pada kedua kromatografi ini dikarakterisasi dengan jarak migrasi 
solute terhadap ujung fase geraknya.  Waktu retardasi solute (Rf) didefinisikan 
sebagai:



INTERAKSI FASA DIAM DAN FASA GERAK YANG TERJADI DALAM PROSES KROMATOGRAFI

Proses Sorpsi

Proses pemindahan solute dari fasa gerak ke fasa diam. Kebalikannya proses 
desorpsi.  Proses sorpsi dan desorpsi terjadi secara terus menerus selama proses 
pemisahan terjadi, karena proses kromatografi terjadi dalam keadaan 
kesetimbangan dinamis. Solut akan terdistribus diantara 2 fasa yang bersesuaian 
dengan perbandingan distribusinya (D) untuk menjaga kesetimbangan. D=Cs/Cm

Sorpsi = 1. Adsorpsi : Penyerapan pada permukaan saja dengan interaksi elektrostatik 
seperti ikatan hydrogen, penarikan dipol, penarikan induksi oleh dipol. 
Silika gel (gugus Si-O-Si dan Si-OH) gugus ini bersifat asam dan dapat 
membentuk ikatan hydrogen dnegan solute yang agak polat sampai sangat 
polar.

2. Partisi : Analog dengan proses ekstraksi, dimana fasa diam cair diikatkan 
pada padatan lapis tipis yang inert. 

3. Pertukaran ion : Solut2 pada fasa gerak dapat bertukar dengan ion-ion yang 
bermuatan sama yang terikat dengan fasa diam (resin penukar ion 
(kation/anion).

4. Ekslusi: Pemisahan berdasarkan ukuran partikel dari fasa diam yang di 
packing (prinsipnya porositas fasa diam). (pemisahan didasarkan struktur 
dan ukuran molekul) mirip penyaringan.



Profil puncak dan pelebaran puncak

Puncak yang ideal dalam kromatogram adalah puncak yang sempit, tajam, dan 
simetri. Namun demikian banyak terjadi puncak yang melebar, adapun beberapa 
factor penyebabnya adalah sbb:

1.Sorpsi dan desorpsi terus menerus antara fasa diam dan fasa gerak secara 
inheren akan menghasilkan profil konsentrasi Gaussian yang akan melebar karena 
solute bermigrasi lebih lanjut.

2.Perjalanan solute melalui partikel fase diam 
yang berbeda sehingga menyebabkan profil 
konsentrasinya melebar secara simetris.

3. Spesies solute menyebar ke segala arah dengan difusi Ketika bereada di fasa gerak. 
Difusi bisa searah dan berlawanan arah dengan aliran fasa gerak (longitudinal atau 
axial) sehingga terjadi pelebara pita.

4.Desorpsi yang lambat dapat juga mengakibatkan puncak yang asimetris.

5.Adanya variasi rasio distribusi solute dengan total konsentrasinya.



Terjadinya puncak yang asimetris disebabkan oleh:

Puncak simetri Puncak asimetri

1. Ukuran sample yang terlalu pekat untuk dianalisis. Rawan terjadi tailing (ekor 
melebar).

2. Interaksi yang terlalu kurat antara solute dengan fasa diam sehingga sulit untuk 
terelusi, sehingga terjadi tailing.

3. Adanya kontaminan dalam sample yang dapat muncul terlebih dahulu sehingga 
menimbulkan puncak mendahului (fronting) (melebar/condong kedepan).



Efisiensi kolom

Ada 2 parameter untuk menilai kualitas pemisahan:

1. Efisiensi : Ukuran banyaknya pelebaran puncak masing2 puncak solute.

2. Resolusi : tingkat pemisahan puncak-puncak yang berdekatan.

Efisiensi berkaitan dengan jumlah lempeng (plate number) atau N, 
dan jumlah lempeng berkaitan dengan waktu retensi tR. Hubungan 
ini disajikan dalam persamaan sebagai berikut:
N: jumlah lempeng, tR : waktu retensi, (sigma) standar deviasi lebar 
puncak.
Dalam prakteknya lebih mudah mengukur lebar puncak (Wb) dan 
lebar setengah puncak Wb/2

Pemisahan kolom juga tergantung pada tinggi lempeng (H) atau juga disebut 
tinggi setara plate teori (HETP= Height Equivalent Theoritical Plate).

Hubungan antara H dan N adalah ;
H = L/N dimana N jumlah lempeng, dan 

L panjang kolom

Semakin kecil H maka semakin efisien dalam 

pemisahan



Resolusi Kromatogram

Resolusi kromatogram didefinisikan sebagai perbedaan antara waktu retensi 2 

puncak yang paling berdekatan (tR = tR2 – tR1) dibagi dengan rata-rata lebar 

puncak (W1+W2)/2

W= lebar puncak

T = waktu retensi

Rs= resolusi.

Pengukuran resolusi 2 puncak yang 

berdekatan







Analisis kualitatif dan kuantitatif

Analisis kualitatif:
1. Dengan cara membandingkan data retensi solute yang dicari dengan retensi 

bakustandar (yang sudah diketahui) pada kondisi yang sama.

2. Dengan cara spiking. Manambahkan sampel yang mengandung senyawa 

tertentu yang dicari dengan senyawa standar yang sudah diketahui. Diamati 

perubahan setelah penambahan standar pada sample.

3. Menggabungkan alat kromatografi dengan spectrometer massa (HPLC-MS_

Analisis kuantitatif:
1. Perhitungan tinggi puncak. (pengukuran garis dasar ke puncak maksimum

2. Perhitungan luas puncak.  Mengukur luas sebagai hasil kali tinggi puncak dan lebar 

pada setengah tinggi (W1/2).



Analisis kuantifikasi:
1. Metode baku eksternal :

Penentuan konsentrasi senyawa target dalam suatu sample 

dengan menggunakan plot kalibrasi menggunakan baku 

eksternal.

2. Metode baku internal :

Penentuan konsentrasi senyawa target dalam 

suatu sample dengan menggunakan senyawa yang 

berbeda dengan analit tapi memiliki kemiripan. 

Misal penentuan kadar parasetamol menggunakan 

baku internal fenasetin.

3. Normalisasi internal :

Jumlah relative analit dalam suatu multikomponen yang dibutuhkan. Biasanya digunakan 

persen atau fraksi



SILAHKAN 

DIKERJAKAN 

DIRUMAH 

SEBAGAI TUGAS. 

Jawaban ditulis 

tangan dan 

dikumpulkan 

dengan diupload



Teori kromatografi

1.) jenis respons yang didapat dari kromatografi (misalnya: sebuah kromatogram):

  

  kromatogram- konsentrasi versus aktu elusi

 

Wh

Wb

dimana:

 tR = waktu retensi

 tM = waktu kosong

 Wb = lebar baseline puncak dalam satuan waktu

 Wh = lebar setengah tinggi puncak dalam satuan waktu

injeksi



Catatan: pemisahan analit pada kromatografi bergantung pada dua faktor:

 

 (a) beda waktu retensi tiap analit (misalnya: beda waktu atau volume elusi analit) 

 (b) ketajaman puncak dari analit (misalnya, efisiensi sistem pemisahan yang bagus)

 

 kurva yang sama juga bisa dibuat dengan mengganti waktu dengan volume elusi. Jika

volume yang digunakan, volume fase gerak yang digunakan untuk mengelusi suatu

puncak keluar dari kolom disebut sebagai volume retensi (VR) dan jumlah fase gerak yang

digunakan untuk mengelusi komponen yang tidak tertahan oleh fase diam disebut volume

kosong (VM).

 

Lebar puncak dan posisi puncak menentukan

efisiensi pemisahan puncak



2.) Retensi zat terlarut:

 waktu retensi atau volume retensi analit pada kromatografi berhubungan secara langsung

dengan kuat interaksi zat terlarut dengan fase diam dan fase gerak.

 Retensi pada suatu kolom berhubungan dengan faktor berikut:

  - ukuran kolom

  - laju gerak fase diam

 Faktor kapasitas (k’): secara lebih universal merupakan ukuran retensi yang ditentukan

dari tR atau VR.

     k’ = (tR –tM)/tM
               

                atau

      k’ = (VR –VM)/VM

 

 faktor kapasitas sangat berguna untuk membandingkan hasil yang diperoleh

dari berbagai sistem karena faktor kapasitas ini tidak bergantung pada panjang

kolom dan laju alir.



nilai faktor kapasitas sangat berguna dalam memahami mekanisme retensi analit

mengingat defenisi dasar dari k’ adalah:

 k’ berhubungan langsung dengan kekuatan interaksi antara analit dengan fase diam dan

fase gerak.

 Mol Afase diam dan mol Afase gerak menunjukkan jumlah analit yang terdapat pada tiap fase

pada saat kesetimbangan.

 kesetimbangan tercapai pada puncak dari suatu puncak kromatogram.

k’ =
mol Afase diam

Mol Afase gerak

Ketika k' bernilai # 1,0; pemisahan jelek

Ketika k' bernilai > 30, pemisahan terlalu lambat

Ketika k' bernilai = 2-10, pemisahan optimum



3.) efisiensi:

 efisiensi berhubungan dengan lebar puncak dari analit.

  - suatu sistem yang efisien akan menghasilkan puncak yang langsing

  - puncak yang langsing→ beda interaksi yang kecil dalam pemisahan dua zat terlarut

 efisiensi secara teoritis berhubungan dengan berbagai proses kinetik yang terlibat dalam

proses retensi dan perpindahan analit dalam kolom. 

  - menunjukkan lebar atau standart deviasi () dari masing-masing puncak

Wh

Penentuan  dari lebar puncak, dengan 

mengasumsikan bahwa puncak ternormalisasi :

 Wb = 4

 Wh = 2.354

Bergantung pada banyaknya waktu yang analit habiskan dalam kolom (k’ atau tR)



Jumlah lapisan teoritis (N):  menunjukkan perbandingan efiensi suatu sistem untuk analit-analit

yang memiliki waktu retensi yang berbeda.

     N = (tR/)2

               

    atau untuk puncak ternormalisasi

      N = 16 (tR/Wb)
2 

     

      N = 5.54 (tR/Wh)
2 

 Semakin besar nilai N suatu kolom, semakin bagus pemisahan yang dilakukan

pada dua senyawa.
 - semakin bagus kemampuannya dalam memisahkan analit-analit yang memiliki beda

retensi yang kecil.

 - N bergantung pada retensi zat terlarut.

 - N bergantung pada panjang kolom



Tinggi lapisan atau tinggi ekuivalen suatu lapisan teoritik (H atau HETP): menunjukkan

perbandingan kolom-kolom yang memiliki panjang yang berbeda:

     H = L/N

    

    dimana: L = panjang kolom

               N = jumlah lapisan lapisan teoritis untuk kolom tertentu

Catatan: H secara sederhana menunjukkan panjang dari satu lapisan teoritik.

H dapat juga digunakan untuk menghubungkan berbagai parameter kromatografi (misalnya:

laju alir, ukuran partikel, dll) dengan proses kinetik yang menghasilkan pelebaran puncak:

Mengapa puncak dapat mengalami pelebaran?

  a. Difusi Eddy

  b. Transfer massa fase gerak

  c. Transfer massa fase gerak stagnan

  d. Transfer massa fase diam

  e. difusi longitudinal



a.) difusi Eddy– suatu proses yang menyebabkan pelebaran puncak akibat keberadaan 

berbagai jalur alir dalam suatu kolom paking. 

Ketika analit berpindah melewati suatu kolom, 

masing-masing zat terlarut akan sampai lebih 

cepat dibandingkan  yang lain akibat perbedaan 

jalur yang ditempuh

Jalur yang lebih panjang  tiba diujung kolom setelah (1)



Analit di bagian tengah kolom akan

bergerak lebih cepat dibandingkan

dengan bagian pinggir sehingga

mengakibatkan pelebaran puncak.

Derajat pelebaran akibat difusi eddy dan transfer massa  fase gerak 

bergantung pada:

 1) ukuran material penyokong

 2) laju difusi analit

b.) transfer massa fase gerak– suatu proses pelebaran puncak yang disebabkan 

oleh perbedaan profil aliran di dalam kolom atau diatara partikel penyokong di dalam 

kolom. 



c.) transfer massa fase gerak stagnan– pelebatan puncak akibat perbedaan laju difusi dari 

molekul analit yang berada antara fase gerak dibagian luar pori material penyokong (fase 

gerak yang mengalir) ke fase gerak yang ada di dalam pori material penyokong (fase gerak 

stagnan).

ketika berada di fase gerak stagnan, 

analit ini akan menghabiskan waktu 

yang lebih lama di dalam kolom 

dibandingkan dengan analit yang 

berada pada fase gerak mengalir.

Tingkat pelebaran puncak akibat transfer massa fase gerak stagnan 

bergantung pada:

 1) ukuran, bentuk, dan struktur pori pada material penyokong

 2) difusi dan retensi analit

 3) laju alir analit melalui kolom



d.) transfer massa fase diam– pelebaran puncak akibat pergerakan zat terlarut antara fase 

gerak stagnan dan fase diam. 

Waktu kesetimbangan yang 

berbeda2 untuk tiap zat terlarut pada 

fase diam mengakibatkan terjadinya 

perbedaan waktu retensi dari tiap 

molekul sehingga mengakibatkan 

pelebaran puncak.

Tingkat pelebaran puncak akibat transfer massa fase diam bergantung 

pada:

 1) retensi dan difusi zat terlarut

 2) laju alir zat terlarut melalui kolom

 3) interaksi kinetik antara zat terlarut dan fase diam



e.) difusi longitudinal– pelebaran puncak akibat difusi zat terlarut searah atau berlawanan 

arah dengan arah aliran fase diam.     

Tingkat pelebaran akibat difusi 

longitudinal bergantung pada:

1) Difusi zat terlarut

2) Laju  alir zat terlarut melalui kolom



Persamaan Van Deemter :  persamaan yang menunjukkan hubungan antara laju alir (kecepatan

linier fase gerak) dengan H:    

     H = A + B/ + C

    
           dimana:

     

\

 

 persmaan ini dapat digunakan untuk memprediksi efek apa yang mempengaruhi

keseluruhan sistem kromatografi

Number of theoretical plates(N) (N) = 5.54 (tR/Wh)
2 peak width (Wh)

H = L/N

 =  kecepatan linier (laju alir x Vm/L)

H =  total tinggi lapisan pada kolom

A = konstanta difusi eddy dan transfer massa 

fase gerak

B = konstanta difusi longitudinal

C = konstanta transfer massa fase gerak 

stagnan dan transfer massa fase diam



4.) Ukuran Pemisahan Analit

 Faktor pemisahan () – merupakan paramete yang digunakan untuk menggambarkan

seberapa baik pemisahan dua analit yang dipisahkan dalam suatu sistem kromatografi. :

    

      = k’2/k’1   k’ = (tR –tM)/tM
    dimana:

     k’1 = faktor kapasitas analit pertama

     k’2 = faktor kapasitas analit kedua

              dimana k’2 > k’1
      

 Nilai  > 1 biasanya menunjukkan pemisahan yang bagus.

Parameter ini tidak mempertimbangkan efek efisiensi kolom atau lebar puncak. 

Hanya mempertimbangkan retensi analit



Resolusi (RS) – resolusi antara dua puncak merupakan ukuran kedua untuk menunjukkan

seberapa baik pemisahan yang dilakukan :

    

     RS = 

    

    dimana

     tr1, Wb1 = waktu retensi dan lebar dasar untuk

analit pertama

     tr2, Wb2 = waktu retensi dan lebar dasar untuk analit

kedua

tr2 – tr1

(Wb2 + Wb1)/2

Rs > 1.5 menunjukkan pemisahan 

total dari dua puncak analit→ 

kasus ideal.

Rs > 1.0 biasanya dianggap cukup 

untuk sebagian besar pemisahan



KROMATOGRAFI KOLOM
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TUGAS TELAAH JURNAL TERKAIT INSTRUMENTASI 
KIMIA.

Tugas telaah jurnal:
Dibuat 10 kelompok (sudah disusun seperti pada kelompok
semester 2 kimia analisis), masing2 kelompok menelaah jurnal yang
berkaitan dengan penggunaan intrumentasi kimia (spektrofotometri
UV-Vis, Spectrofluorometri, FTIR, HPLC, GC, elektroforesis, dan
pemisahan menggunakan kolom kromatografi atau KLT).
Jurnal sudah tersedia dan sudah dibagi per kelompok.

Dikumpulkan pada pertemuan ke-15 (kuliah terakhir).



KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS



KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS
(KROMATOGRAFI KOLOM TERBUKA)

PADA KROMATOGRAFI LAPISAN TIPIS, TERDAPAT LAPISAN TIPIS ( TEBAL 0.1-2 MM ) 
YANG TERDIRI ATAS BAHAN PADAT YANG DILAPISKAN KEPADA PERMUKAAN 
PENYANGGA DATAR ( PLAT ), YANG BIASANYA TERBUAT DARI KACA, TETAPI DAPAT 
PULA TERBUAT DARI PLAT POLIMER (PLASTIK) ATAU LOGAM

DIKEMBANGKANTAHUN 1938 OLEH ISMAILOFF DAN SCHRAIBER



PRINSIP

• Pada proses pemisahan dengan kromatografi lapis tipis, terjadi hubungan kesetimbangan
antara fase diam dan fasa gerak, dimana ada interaksi antara permukaan fase diam dengan
gugus fungsi senyawa organik yang akan diidentifikasi yang telah berinteraksi dengan fasa
geraknya

• Kesetimbangan ini dipengaruhi oleh 3 faktor, yaitu : kepolaran fase diam, kepolaran
fase gerak, serta kepolaran dan ukuran molekul.

• Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan bentuk kromatografi planar, selain
kromatografi kertas dan elektroforesis. KLT merupakan metode pemisahan campuran
analit dengan mengelusi analit melalui suatu lempeng kromatografi lalu melihat
komponen/analit yang terpisah dengan penyemprotan atau pengecatan



APA BEDANYA DENGAN KROMATOGRAFI KERTAS? 
• Pada dasarnya kromatografi lapis tipis (KLT atau TLC = Thin layer 

Chromatography) sangat mirip dengan kromatografi kertas, terutama pada
cara melakukannya. Perbedaan nyata terlihat pada media pemisahannya, 
yakni digunakan lapisan tipis adsorben halus yang tersangga pada
papan kaca, aluminium atau plastic sebagai pengganti kertas. Lapisan tipis 
adsorben ini pada proses pemisahan berlaku sebagai fasa diam.



APA KELEBIHAN DAN KEKURANGANNYA
DIBANDING KROMATOGRAFI KERTAS?

KLT
Lebih serbaguna

dibanding kromatografi
kertas, pemisahan

komponen senyawa
lebih sempurna

Pembuatan lempengnya
memerlukan waktu

kecuali bila telah
tersedia secara

komersial

KKT

Hanya untuk senyawa
senyawa terbatas

Pembuatan fase diam
lebih sederhana



FAKTOR FAKTORYANG MEMENGARUHI GERAKAN
MEDIA DALAM KLT

• Struktur kimia dan senyawa yang dipisahkan

• Sifat dari penyerap dan derajat aktifitasnya

• Suhu dan kesetimbangan

• Pelarut dan derajat kemurnian fase bergerak

• Derajat kejenuhan



Pada KLT, identifikasi senyawa dapat dilakukan dengan menghitung harga Rf (Rf pembanding vs Rf
sampel). Faktor retardasi didefinisikan sebagai fraksi analit dalam fase gerak suatu sistem kromatografi.
Pada kromatografi planar, Rf didefinisikan sebagai rasio jarak yang ditempuh noda terhadap jarak yang
ditempuh pelarut.

Waktu Faktor Retardasi (RF)

Faktor retardasi (Retardation faktor=Rf) merupakan faktor yang digunakan untuk dapat
menggambarkan migrasi senyawa dalam KLT. Nilai Rf menyatakan posisi noda pada fase diam setelah
mengalami elusi

Standart/senyawa
yang sudah
diketahui

Sampel
Sampel

Harga Rf dipengaruhi oleh :  
1. Struktur kimia dari senyawa yang sedang dipisahkan
2. Sifat penyerap dan derajad aktivitasnya
3. Tebal dan kerataan dari lapisan penyerap
4. Pelarut (dan derajad kemurniannya) fasa bergerak
5. Derajad kejenuhan dalam uap
6. Suhu
7. Kesetimbangan



Perhatikan data hasil pemisahan komponen obat menggunakan
kromatoplat sepanjang 17 cm yang dibatas 1 cm pada
kedua ujungnya sebagai tanda untuk penotolan sampel dan
batas pelarut pada tabel di atas!
Nilai Rf yang tepat berdasarkan data tersebut adalah . . .

a. Rf X1 0,33 dan Rf X2 0,67
b. Rf X1 0,38 dan Rf X2 0,77
c. Rf X1 0,36 dan Rf X2 0,71
d. Rf X1 0,31 dan Rf X2 0,63
e. Rf X1 0,29 dan Rf X2 0,59

KUIS



Perhatikan gambar berikut;
Keterangan (dari kiri ke kanan)
IBU : Baku ibuprofen 100ppm
CAF : Baku kafein 100ppm
U   : Sampel Obat Sakit Kepala
PAR : Baku parasetamol 100ppm
ASP : Baku aspirin 100ppm

Pernyataan yang tepat berkaitan dengan gambar tersebut adalah . . . .

a. Sampel mengandung parasetamol dan kafein dalam jumlah sama

b. Sampel sama sekali tidak mengandung ibuprofen dan aspirin

c. Sampel mengandung parasetamol dan kafein dalam jumlah berbeda

d. Sampel mengandung parasetamol sebanyak 100 ppm

e. Sampel mengandung kafein sebanyak 100 ppm

IBU CAF U PAR ASP KUIS



SYARAT PLAT KLT
Syarat plat yang baik:
• Harus bersifat inert
• Terbuat dari kaca, aluminium, dan plastik
• Pemilihan berdasarkan temperatur operasi
• dan jenis pelarut

Fasa Diam (adsorben/lapisan penyerap)

Fase diam yang digunakan dalam KLT merupakan penyerap
berukuran kecil dengan diameter partikel antara 10-30 µm.
Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase diam dan
semakin sempit kisaran ukuran fase diam, maka semakin
baik kinerja KLT dalam hal efisiensi dan resolusinya.

Fase diam yang biasa digunakan
• Silika gel
•Alumina
•Magnesium Trisilikat
•Kalsium Sulfat(K2SO4)
•Kieselghur
•Selulosa

Sifat-sifat dasar beberapa adsorben untukTLC



BAGAIMANA MEMBUAT FASE DIAM?

 PENYERAP DITUANGKAN DIATAS PERMUKAAN PLAT YANG KONDISI BENTUKNYA BAIK, 
BIASANYA DIGUNAKAN PLAT KACA / ALUMINIUM. 

 UKURANYANG DIGUNAKAN TERGANTUNG PADA JENIS DARI PEMISAHANYANG AKAN
DILAKUKAN DAN JENIS DARI BEJANA KROMATOGRAFI. SERINGKALI BENTUK PLAT KACA / 
ALUMINIUM DIJUAL DENGAN UKURAN 20 X 5 CM ATAU 20 X 20 CM, DUA UKURAN INI
DIANGGAP SEBAGAI “STANDARD”.

 HAL YANG PENTING PENTING YAITU BAHWA PERMUKAAN DARI PLAT HARUS RATA.

 PLAT -PLAT KACA / ALUMINIUM SEBELUM DIPAKAI DICUCI TERLEBIH DAHULU DENGAN AIR DAN
DETERGENT KEMUDIAN DIKERINGKAN. TERAKHIR, DAPAT DICUCI DENGAN ASETON, TETAPI
HAL INI TIDAK MESTI DILAKUKAN

 SATU HALYANG PERLU DIPERHATIKAN JANGAN MENYENTUH PERMUKAAN DARI PLAT YANG 
BERSIH DENGAN JARI TANGAN KARENA BEKAS JARI TANGANYANG MENEMPEL AKAN MERUBAH
TEBAL DARI PERMUKAAN PENYERAP PADA PLAT.



DO YOU KNOW HOW TO MAKE AN ADSORBER?

bahan penyerap dicampur dengan air sampai menjadi bubur, biasanya dengan perbandingan x 
gram penyerap dan 2x ml air. 

Bubur diaduk sampai rata dan dituangkan diatas plat dengan berbagai cara. 

Tebal lapisan merupakan faktor yang paling penting dalam kromatografi lapisan tipis. Tebal
standard adalah 250 micron (250 X 10-6 meter)

Lapisan-lapisan yang lebih tebal ( 0.5 - 2.0 mm ) digunakan untuk pemisahan-pemisahan yang 
sifatnya besar, dengan menggunakan penyerap hingga 250 mg untuk plat dengan ukuran 20 x 
20 cm. 

Kalau lebih tebal dapat mengelupas.

See Video



GAMBAR PLAT 
PENDUKUNG



MUDAH BUKAN MEMBUATNYA?
DI BAWAH INI SUDAH ADAYANG SIAP PAKAI

Perbandingan, gram dalam mlMedium bubur penyerapPenyerap

35 gr dalam 100 mlMetilena klorida : methanol (2:2, v/v)Silika gel

50 gr dalam 100 mlMetilena klorida : methanol (50:50,

v/v)

Serbuk selulosa

60 gr dalam 100 mlMetilena klorida : methanol (70:30,

v/v)

Alumina



BERIKUT INI DAFTAR DAFTAR SENYAWA BESERTA FASE
DIAM YANG COCOK UNTUK PEMISAHAN

Digunakan untuk memisahkanZat padat
Asam- asam amino, alkaloid, gula,
asam-asam lemak, lipida, minyak
esensial, anion, dan kation organic,
sterol, terpenoid.

Silika

Alkaloid, zat warna, fenol, steroid,
vitamin-vitamin, karoten, asam-asam
amino

Alumina

Gula, oligosakarida, asam- asam
lemak, trigliserida, asam -asam
amino, steroid.

Kieselguhr

Asam-asam amino, alkaloid, nukleotidaBubuk selulosa
Asam-asam aminoPati
Asam-asam amino, proteinSephadex



MEKANISME PEMISAHAN
Potong plat sesuai ukuran. Biasanya untuk satu spot menggunakan plat selebar 1 cm.
Buat garis dasar (base line) di bagian bawah, sekitar 0,5 cm dari ujung bawah plat, 

dan garis akhir di bagian atas.
Bubuhkan zat yang akan dipisahkan tepat di atas base line. (jika zat itu padat, 

larutkan dulu ya!)
Siapkan fase bergerak dalam wadah (gunakan chamber!)
Tempatkan plat pada chamber berisi eluen. Base line jangan sampai tercelup oleh

eluen.
Chamber jangan lupa ditutup ya!
Tunggu eluen sampai bermigrasi sampai mencapai garis akhir! Dari sini telah tampak

pemisahan yang terjadi
Setelah eluen mencapai garis akhir,angkat plat dengan pinset, 
Keringkan dan ukur jarak spot. (kalau spot tidak kelihatan, semprot dengan pewarna

tertentu!



GAMBARAN SINGKAT MEKANISME
PEMISAHAN

See video



FASE GERAK

• Petroleum eter
• Petroleum dietileter
• Metanol
• Etil asetat
• Kloroform CHCl3 / 119,38
• Asetonitril
• Benzena C6H6 / 78,11
• Karbon tetraklorida CCl4 / 153,82



Bagaimana mendapatkan komposisi fase gerak (eluen)
yang baik untuk KLT????

1. Cari di pustaka (jika ada)
2. Jika tidak ada, cari yang sifatnya mirip
3. Jika tidak ada yang mirip lakukan percobaan
a. Lakukan eluasi dengan fase gerak paling non polar
b. Lakukan kenaikan kepolaran secara gradien
c. Evaluasi hasil, dan tentukan komposisi yang paling baik



PEWARNAAN/VISUALISASI BERCAK (SPOT) KLT

Visualisasi :
• Non dekstruktif (UV, uap iodine)
• Desktruktif (H2SO4, kalium dikromat 5% dalam asam sulfat

40%.)

TLC plate of hexane extract sprayed 
with vanillin-sulphuric acid reagen



Agen-agen visualisasi destruktif







PENAMPAK BERCAK KIMIA

BERDASARKAN SIFATNYA

• PERMANEN : ASAM SULFAT PEKAT DAN NINHIDRIN

• SEMENTARA : UAP IODIUM

BERDASARKAN SPESIFIKASINYA

SPESIFIK : NINHIDRIN UNTUK ZAT DENGAN ATOM N (PROTEIN, ALKALOID, DLL)

UMUM : UAP IODIUM, ASAM SULFAT PEKAT (HAMPIR SEMUA ZAT)



INI SALAH SATU CONTOH KROMATOGRAM
KROMATOGRAFI



SELAMAT BELAJAR



KROMATOGRAFI GAS



• Merupakan metode yg dinamis untuk pemisahaan dan deteksi
untuk senyawa yg mudah menguap (volatile) dalam suatu
campuran.

• Telah banyak digunakan dlm bidang industri, lingkungan,
farmasi,minyak, kimia klinik, forensik, makanan dll.

• Untuk pemisahaan dinamis dan identifikasi semua jenis senyawa
organik ygmudah menguap.

• Analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa dalam suatu campuran.

• Bersifat desktrutif dan non destruktif tergantung detektor yg
digunakan.

• Untuk analisis sampel padat, cair dan gas, dimana untuk sampel
padat harus dilarutkan sebelum diinjeksikan (syringe).





















• Sampel yang ideal dalam kromatografi gas adalah sampel yang
hanya mengandung senyawa yang akan dipisahkan dalam kolom,
dan dalam banyak hal juga pelarut yang mudah menguap yang
melarutkan sampel tersebut. Sampel padat harus dilarutkan dan
dapat larut dalam pelarut organic, serta dapat menguap.

• Konsentrasi sampel biasanya 1-10%.
• Pelarut sample yang umum digunakan : hidrokarbon bertitik didih
rendah, etil eter, alcohol, dan keton. Pelarut harus memiliki sifat
berbeda dengan sampel yang dianalisis.

Preparasi Sampel



















Jenis Fase Diam dan Penggunaannya





• Pemisahan pada KG dapat dilakukan pada suhu tetap yang biasanya disebut
dengan pemisahan isotermal dan dapat dilakukan dengan menggunakan
suhu yang berubah secara terkendali yang disebut dengan pemisahan suhu
terprogram.



































APLIKASI GC
1. Aplikasi dalam pemeriksaan kebersihan
Kromatografi gas digunakan untuk mengecek apakah ada polutan udara
atau yang berasal dari air seperti senyawa organik yang mudah
menguap, hidrokarbon aromatik polisiklik, benzena, toluena, benzo dll;
residu organoklorin, pestisida organofosfat pada tanaman; bahan
tambahan makanan seperti asam benzoat; cairan tubuh dan jaringan
dan bahan biologis lainnya Analisis asam amino, asam lemak, vitamin,
dll.
2. Aplikasi dalam pemeriksaan kesehatan
Kromatografi gas digunakan untuk Analisis cairan biologis seperti cairan
tubuh dan jaringan: asam lemak, trigliserida, vitamin, gula, dll.
3. Aplikasi dalam analisis obat
Kromatografi gas digunakan untuk pemeriksaan Obat antiepilepsi,
komponen volatil dalam obat paten Cina, dan penentuan alkaloid.



SELAMAT BELAJAR
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ELEKTROFORESIS

Elektroforesis merupakan salah satu teknik analisis DNA,
RNA, protein, karbohidrat dan lain-lain yang berdasarkan pada
Bobot Molekul menggunakan muatan listrik.

1.  Elektroforesis Kertas
Elektroforesis kertas merupakan jenis 
elektroforesis yang terdiri dari kertas sebagai 
fase diam dan partikel bermuatan yang 
terlarut sebagai fase gerak, terutama ion-ion 
kompleks

2. Elektroforesis Gel
Elektroforesis gel merupakan elektroforesis 
yang menggunakan gel sebagai fase diam 
untuk memisahkan molekul-molekul. 

Elektroforesis Gel dibagi menjadi 3: 

1. Elektroforesis Gel Agarosa
2. Elektroforesis Gel Poliakrilamid
3. Elektroforesis Gel Poliakrilamid-SDS

( SDS-PAGE)

Fungsi Elektroforesis

• Menyediakan informasi mengenai ukuran, konfirmasi
dan muatan dari protein dan asam nukleat.

• Sebagai metode pemisahan yang dapat digunakan
untuk menentukan komponen dari protein atau asam
nukleat setiap induvidu.

• Pada bidang kepolisian teknik metode in digunakan
untuk pemeriksaan DNA karakteristik khusus misalnya
sidik jari.

• Dalam bidang molekuler, elektroforesis merupakan
salah satu cara untuk memvisualisasikan keberadaaan
DNA. 
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• Media yang digunakan adalah larutan buffer.
• Senyawa bermuatan positif (kation) akan bergerak

ke katoda sedangkan senyawa bermuatan negatif
akan bergerak ke anoda.

• Kecepatan gerakannya dipengaruhi oleh kondisi
lingkungan di sekitar molekul diantaranya pH,
hambatan fisik dan ukuran pori fase diam.

• Untuk Pemisahaan : ion anorganik, logam kation,
protein, DNA, karbohidrat dan sampel-sampel
biomedik lainnya.

• partikel bermuatan akan bergerak menuju elektroda
yang memiliki muatan yang berlawanan. Anoda
(elektroda ‘+’) menarik anion (ion negative), dan
Katoda (elektroda ‘-’) menarik kation (ion positif).

• Pemisahan memerlukan fase 
gerak  buffer.

• Buffer yang biasa digunakan 
adalah:

• TBE = Tris borate EDTA

• TAE = Tris acetate EDTA

• Tidak hanya menyediakan 
kondisi pH yang sesuai tetapi 
juga menyediakan ion untuk 
membantu konduktivitas 

Pada kondisi ini beberapa hal yang 
perlu menjadi perhatian :

• Suatu proses pemisahan molekul lebih baik 
dihentikan ketika proses tersebut belum mencapai 
titik kesetimbangannya.

• ketika medan listrik dimatikan (power supply mati) 
maka molekul yang telah terpisah akan menyebar 
lagi sehingga pemisahan tidak stabil.

•  untuk itu pemisahan tidak dilakukan di dalam 
larutan akan tetapi menggunakan suatu matrix

• matrix akan menahan sampel tidak menyebar lagi 
dan memberikan ‘frictional efect’ yang berpengaruh 
terhadap kecepatan migrasi sampel 

• fase diam / matrix yang biasa digunakan 
adalah gel.

• Macam gel yang biasa digunakan dalam 
elektroforesis
– poliakrilamid
– agarosa 

• Perambatannya:
– Vertikal
– horizontal



12/24/2023

3

ad. 1 poliakrilamid (Raymond and Weintraub, 1959)

• ukuran pori-pori dapat dibuat bervariasi  untuk 
memberikan efek penyaringan 

• biasa digunakan untuk memisahkan protein

• konsentrasi yang biasa digunakan : 3.5 -20% 
dapat memisahkan molekul sebesar 5 – 200 kd

• lebih fleksibel dan memberikan hasil pemisahan 
yang lebih tajam

• lebih sulit disiapkan karena O2 menghambat 
polimerasinya.

ad. 2 agarosa

• diperoleh dari ekstraksi rumput laut
• bersifat mudah patah dan mudah hancur 
• mempunyai pori yang besar (lbh besar dr akriplamid)
• digunakan untuk memisahkan molekul yang besar 

200-50000 bp
• penyiapan lebih mudah dibanding dgn polikrilamid, 

tetapi resolusinya lebih rendah  hasil pemisahan 
kurang tajam 

• konsentrasi yang digunakan berkisar 0.5 – 2%

Beberapa faktor mempengaruhi kecepatan 
migrasi dari molekul protein 

1.  Ukuran molekul protein 
– Migrasi  molekul  protein  berukuran  besar  lebih  lambat  

daripada  migrasi molekul berukuran kecil. 
2.  Konsentrasi gel 

– Migrasi molekul  protein  pada gel  berkosentrasi  rendah  
lebih  cepat  daripada migrasi molekul protein yang sama 
pada gel berkosentrasi tinggi. 

3.  Bufer (penyangga) dapat berperan sebagai penstabil medium 
pendukung dan dapat mempengaruhi kecepatan gerak senyawa 
karena  ion sebagai pembawa protein yang bermuatan. 

• 4. Medium penyangga
– Medium pendukung ideal untuk elektroforesis adalah bahan kimia inert

yang bersifat relatif stabil, mudah ditangani dan mempunyai daya serap
yang baik, sebagai migrasi elektron atau penyaringan berdasarkan
ukuran molekul seperti gel poliakrilamid

• 5. Kekuatan voltase
– Voltase yang dipakai rendah (100-500) V, kecepatan migrasi molekul

sebanding dengan tingginya voltase yang digunakan.
– Voltase yang dipakai tinggi (500-10000) V, mobilitas molekul meningkat

secara lebih tajam dan digunakan untuk memisahkan senyawa dengan BM
rendah serta jenis arus yang dipakai selalu harus searah (bukan bolak
balik).

• 6. Temperatur medium disaat proses elektroforesis berlangsung. Jika
temperatur tinggi akan mempercepat proses bermigrasinya protein dan
sebaliknya jika temperatur rendah akan mengurangi kekuatan bermigrasinya
protein.

(Stryer, 2005)
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Konsentrasi gel harus disesuaikan dengan 
ukuran sampel yang akan dipisahkan.

The velocity of migration (v) of a protein (or any molecule) in 
an electric field depends on :

a. the electric field strength (E), 
b. the net charge on the protein (z),
c. the frictional coefficient (f).

The frictional coefficient f depends on :
a. both the mass and shape of the migrating molecule and the 

viscosity ( h ) of the medium.
b. For a sphere of radius r,

SDS-PAGE
• Pemisahan protein berdasarkan massa dan muatan

keseluruhan protein tsbt
• untuk penentuan BM protein  protein harus

mempunyai muatan yang sama
• digunakan SDS = sodium dodecyl sulfate / laurel

sulfate
• SDS terikat pada protein dgn ikatan hidrofobik sesuai

dgn ukuran (besar kecilnya) molekul protein tersebut
• SDS akan memberi muatan negative pada semua

kondisi pH kecuali pada kondisi yg sangat asam
• Elektroforesis dilakukan dibawah kondisi denaturasi
• Murah
• reproduksibel
• metode cepat untuk kwantitasi, membandingkan dan

mengkarakterisasi protein
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Fungsi sds
• SDS (juga disebut Lauril Sulfat) adalah suatu

deterjen anionik, yang apabila dilarutkan,
molekulnya memiliki muatan negatif dalam
range pH yang luas (kecuali terlalu asam).

• Suatu rantai polipeptida dapat berikatan
dengan sejumlah tertentu SDS sesuai ukuran
molekul (molecular mass).

• Muatan negatif SDS akan menghancurkan
sebagian besar struktur kompleks protein
dan secara kuat tertarik ke arah anoda (+)
apabila ditempatkan pada suatu medan listrik

Elektroforesis protein
• Metode yang paling umum digunakan untuk

memisahkan protein adalah dengan cara
elektroforesis menggunakan discontinous
polyacrylamide gel sebagai medium penyangga
(buffer) dan sodium dodecyl sulphate (SDS)
untuk mendenaturasi protein.

• Metode ini disebut Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE).

• Metode ini juga disebut “Laemmli Method”
sesuai dengan nama penemunya yaitu U.K.
Laemmli, yang menggunakan metode SDS-PAGE
pertama kali.
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SDS digunakan terutama untuk tujuan:
• Penentuan ukuran protein
• Penentuan kemurnian protein
• Kwantitasi protein
• Analisis jumlah dan ukuran sub unit

 merkaptoetanol akan membantu denaturasi protein dengan mereduksi 
seluruh ikatan disulfide. Kompleks SDS-protein akan bergerak dalam 
medan listrik dipengaruhi oleh BM

Protein native +  merkaptoetanol ditambah SDS 
kemudian dipanaskan

• SDS digunakan untuk 
melarutkan dan 
mendenaturasi protein.

• merkaptoetanol untuk 
memecah ikatan disulfide.

• Gliserol (urean atau sukrosa) 
untuk menambah densiti 
larutan sampel.

• Bufer untuk menjamin nilai pH
• Bromfenol blue & untuk 

melacak pergerakan protein

karena itu rasio antara 
berat molekul dgn 
muatan menjadi konstan 
 protein migrasi sesuai 
dengan massanya 
menuju anoda Dapat 
dibedakan massa dari 
protein tersebut

Protein dalam kondisi 
terdenaturasi

• Ketika kita memisahkan sampel dengan gel 
elektroforesis  tidak tahu kapan berhenti   perlu 
penanda untuk mengetahui kapan harus menghentikan 
elektroforesisnya.

• Pewarna  molekul kecil, dapat menyerap sinar 
tampak, mempunyai muatan yang sama dengan 
sampel yang dipisahkan.  migrasi lebih cepat dari 
sampel   bromphenol blue

• Visualisasi hasil pemisahan elektroforesis
Untuk DNA dan RNA  ethidium bromide

 silver staining

• Untuk protein  Coomassie Brilliant Blue

Kompleks DNA –EtBr  cahaya flouresensi  uv
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SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NOTOKUSUMO YOGYAKARTA 

UJIAN AKHIR SEMESTER GASAL (I) TA 2024/2025 

PROGRAM STUDI S-1 FARMASI 

Mata Kuliah : ANALISIS INSTRUMENTASI 

Dosen : Dr.Rofiq Sunaryanto,M.Si 

Hari/Tanggal :    ,    Januari 2025 

Waktu : 120 menit  

Tingkat/semester : I / gasal 
 

 

Soal pilihan ganda. 

Nilai masing-masing nomor 2. 

 

 

 

 

 

 

 

1. Bagian alat spektroflourometer yang di tanda huruf A, B, dan C adalah 

a. A = Monokromator Eksitasi ; B = Monokromator Emisi; C = Detektor 

b. A = Monokromator Emisi ; B = Detektor; C = Monokromator Eksitasi 

c. A = Monokromator Emisi ; B = Monokromator Eksitasi ; C = Detektor 

d. A = Detektor ; B = Monokromator Eksitasi ; C = Monokromator Emisi 

 

2. Radiasi yang diukur pada spektrofluorometri adalah 

a. Radiasi yang diserap 

b. Radiasi yang ditransmisikan 

c. Radiasi yang diemisikan 

d. Radiasi yang dipantulkan 

 

3. Parameter kuantitatif pada spektrofluorometri adalah 

a. Panjang gelombang eksitasi 

b. Panjang gelombang emisi 

c. Absorbansi 

d. Intensitas fluoresensi 

 



4. Materi yang dikenai radiasi pada spektrofluorometri adalah 

a. Atom bebas 

b. Elektron 

c. Proton 

d. Neutron 

 

5. Fungsi monokromator pertama pada spektroflurometri adalah 

a. Menyeleksi sinar polikromatis dari sinar monokromatis 

b. Menyeleksi sinar atau radiasi yang diemisikan 

c. Menyeleksi sinar atau radiasi yang diabsorpsi 

d. Menyeleksi sinar atau radiasi yang ditransmisikan 

 

6. Prinsip pemisahan dalam kromatografi? 

a. Senyawa dipisahkan berdasarkan suhu 

b. Senyawa dipisahkan berdasarkan ukuran molekulnya 

c. Senyawa dapat dipisahkan menggunakan kromatografi berdasarkan perbedaan kecepatan 

pergerakan senyawa dalam fase gerak dan fase diam. 

d. Senyawa dipisahkan berdasarkan warna 

 

7. Apa peran fase diam dalam kromatografi? 

a. Fase diam berperan sebagai pemisah dalam kromatografi. 

b. Fase diam berperan sebagai pengencer dalam kromatografi. 

c. Fase diam berperan sebagai perekat dalam kromatografi. 

d. Fase diam berperan sebagai penghasil warna dalam kromatografi. 

 

8. Apa yang dimaksud dengan fase diam polar dalam kromatografi? 

a. Fase diam polar menggunakan logam berat 

b. Fase diam polar dalam kromatografi mengacu pada penggunaan fase diam yang memiliki sifat 

polar, seperti silika atau alumina. 

c. Fase diam polar menggunakan karbon aktif 

d. Fase diam polar menggunakan senyawa komplek 

 

9. Apa yang dimaksud dengan elusi dalam kromatografi? 

a. Elusi dalam kromatografi adalah proses pengukuran konsentrasi senyawa dalam fase diam 

b. Elusi dalam kromatografi adalah proses pembakaran senyawa dalam fase diam 

c. Elusi dalam kromatografi adalah proses pemisahan senyawa menggunakan pelarut/fase gerak 

yang dilewatkan dalam fasa diam. 

d. Elusi dalam kromatografi adalah proses pencampuran senyawa dari fase diam 



 

10. manakah dibawah ini yang bukan merupakan bahan zat padat untuk fase diam? 

a. Silika 

b. Aluminium 

c. bubuk selulose 

d. kieselguhr 

 

11. Berikut ini yang merupakan keuntungan menggunakan kromatografi kolom untuk pemisahan 

adalah ... 

a. Membutuhkan sampel yang sangat banyak dan mahal 

b. Tidak selektif untuk senyawa organik 

c. Murah dan sederhana 

d. Pemisahannya sangat lama 

 

12. Komponen utama yang selalu ada dalam kromatografi adalah ... 

a. fasa diam dan fasa gerak 

b. fasa cairan dan padatan 

c. fasa padatan dan gas 

d. fasa diam dan fasa cair 

 

13. Suatu kromatografi menggunakan fasa diam berupa cair dan fasa gerak berupa gas, maka 

kromatografi tersebut tergolong ..... 

a. Kromatografi cair - cair (KCC) 

b. Kromatografi cair padat (KCP) 

c. Kromatografi gas - cair (KGC) 

d. Kromatografi gas - padat (KGP) 

 

14.  Mekanisme pemisahan untuk kromatografi lapis tipis (KLT) adalah ... 

a. partisi 

b. adsorpsi 

c. pertukaran ion 

d. eksklusi 

 

15. Prinsip pemisahan kromatografi lapis tipis adalah  

a. Prinsip kromatografi lapis tipis adalah pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan afinitas 

terhadap fase diam dan fase gerak pada lapisan tipis kromatografi. 

b. Prinsip kromatografi lapis tipis adalah pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan suhu 

c. Prinsip kromatografi lapis tipis adalah pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan warna 



d. Prinsip kromatografi lapis tipis adalah pemisahan senyawa berdasarkan ukuran molekul 

 

16. Salah satu jenis kromatografi yang pemisahannya bekerja berdasarkan ukuran molekul zat 

terlarut adalah... 

a. kromatografi partisi 

b. kromatografi adsorpsi 

c. kromatografi eksklusi 

d. kromatografi penukar ion 

 

17. Proses pengembangan sampel merupakan proses .... 

a. proses perlakuan sampel dengan fasa gerak sehingga komponen yang dikehendaki terpisah 

b. proses interaksi sampel dengan fasa diam 

c. proses perlakuan fasa gerak dan fasa diam 

d. proses perlakuan sampel dengan fasa diam sehingga komponen yang dikehendaki lepas 

 

18. Dalam kromatografi fasa gerak (eluen) dibuat bervariasi kepolaran, misalnya dari fasa gerak non 

polar menjadi semakin polar. Maka kromatografi tersebut termasuk kromatografi .... 

a. elusi 

b. elusi gradien 

c. elusi isokratik 

d. pergeseran 

 

19. Salah satu jenis kromatografi dengan fasa diam berupa padatan resin dan fasa gerak berupa 

cairan adalah kromatografi ... 

a. eksklusi 

b. penukar ion 

c. adsorpsi 

d. partisi 

 

20. Apabila dalam suatu kromatografi, fasa diamnya berupa cairan (di-coating dalam padatan), 

maka dalam proses pemisahannya termasuk dalam kromatografi ... 

a. adsorpsi 

b. partisi 

c. penukar ion 

d. eksklusi 

 

21. Komponen yang menjadi "Body of Method" (fungsi pemisahan) dalam HPLC adalah ................ 

a. Pompa 

b. Injektor 

c. Kolom 



d. Detektor 

 

22. Jelaskan metode kromatografi gas secara singkat. 

a. Metode kromatografi gas adalah teknik pemisahan komponen campuran berdasarkan 

perbedaan warna antara fase diam dan fase gerak dalam kolom kromatografi gas. 

b. Metode kromatografi gas adalah teknik pemisahan komponen campuran berdasarkan 

perbedaan viskositas antara fase diam dan fase gerak dalam kolom kromatografi gas. 

c. Metode kromatografi gas adalah teknik pemisahan komponen campuran berdasarkan 

perbedaan distribusi antara fase diam dan fase gerak dalam kolom kromatografi gas. 

d. Metode kromatografi gas adalah teknik pemisahan komponen campuran berdasarkan 

perbedaan kekeruhan antara fase diam dan fase gerak dalam kolom kromatografi gas. 

 

23. Jelaskan perbedaan antara kromatografi lapis tipis dan kromatografi gas. 

a. Kromatografi lapis tipis menggunakan fase diam gas dan fase gerak padat, sedangkan 

kromatografi gas menggunakan fase diam padat dan fase gerak cair. 

b. Kromatografi lapis tipis menggunakan fase diam padat dan fase gerak gas, sedangkan 

kromatografi gas menggunakan fase diam cair dan fase gerak padat. 

c. Kromatografi lapis tipis menggunakan fase diam padat dan fase gerak cair, sedangkan 

kromatografi gas menggunakan fase diam padat dan fase gerak gas. 

d. Kromatografi lapis tipis menggunakan fase gerak padat dan fase diam gas, sedangkan 

kromatografi gas menggunakan fase diam cair dan fase gerak padat. 

 

24. time of retention (tR) atau waktu retensi adalah waktu yang diperlukan oleh analit dari awal 

pemisahan hingga akhir terjadinya pemisahan, Semakin lama analit berinteraksi dengan fase 

diam maka...? 

a. semakin lama analit keluar dari sistem, maka tR semakin kecil 

b. semakin lama analit keluar dari sistem, maka tR semakin besar 

c. semakin cepat analit keluar dari sistem maka tR semakin besar 

d. emakin cepat analit keluar dari sistem maka tR sama 

 

25. Apa perbedaan antara kromatografi lapis tipis dengan metode kromatografi kolom? 

a. Kromatografi lapis tipis dan kromatografi kolom menggunakan fase diam berbahan kimia yang 

berbeda 

b. Kromatografi lapis tipis dan kromatografi kolom memiliki prinsip pemisahan yang sama 

c. Perbedaan utama antara kromatografi lapis tipis dan kromatografi kolom adalah dalam cara 

pemisahan senyawa. Kromatografi lapis tipis menggunakan plat datar sebagai fase diam, 

sedangkan kromatografi kolom menggunakan kolom sebagai fase diam. 

d. Kromatografi lapis tipis menggunakan fase diam berbentuk kolom, sedangkan kromatografi 

kolom menggunakan plat datar sebagai fase diam 

 



26. Bagaimana cara menghitung Rf value dalam kromatografi lapis tipis? 

a. Rf value dihitung dengan rumus: Rf = volume sampel / volume pelarut 

b. Rf value dihitung dengan rumus: Rf = suhu sampel / suhu pelarut 

c. Rf value dihitung dengan rumus: Rf = berat sampel / berat pelarut 

d. Rf value dihitung dengan rumus: Rf = jarak yang ditempuh oleh sampel / jarak yang ditempuh 

oleh pelarut 

 

27. HPLC dengan sistem fase terbalik (Reverse Phase) artinya menggunakan fase gerak (Mobile 

phase) yang bersifat ............... 

a. non polar 

b. polar 

c. campuran 

d. organik 

 

28. Beberapa syarat fase gerak dalam kromatografi harus...kecuali 

a. Murni, tidak terdapat kontaminan 

b. Tidak bereaksi dengan wadah 

c. Melarutkan sampel 

d. Memiliki viskositas tinggi 

 

29. Untuk tujuan kualitatif pada kromatografi planar(KLT & kertas)  digunakan ...... sebagai 

parameter kualitatifnya. 

a. faktor retardasi (RF) 

b. waktu retensi 

c. waktu mati 

d. selektivitas 

 

30. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) dikenal juga dengan istilah High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC). KCKT merupakan perangkat peralatan yang penting dalam 

perkembangan dunia analisis bahan baku maupun bahan pencemar. Berikut ini bukan kelebihan 

KCKT adalah .... 

a. mampu memisahkan molekul-molekul daru\i suatu campuran 

b. dapat terjadi dekomposisi dengan baik 

c. kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi 

d. dapat digunakan bermacam macam detektor 

 

 

31. Berikut ini merupakan urutan komponen dalam proses kerja HPLC/ KCKT yang benar adalah: 



a. Reservoir – pump – percampuran gradien - column – injector – detector – recorder 

b. Reservoir – pump – percampuran gradien - injector – column –detector – recorder 

c. Reservoir – pump – percampuran gradien - column – detector - injector – recorder 

d. Reservoir – column – percampuran gradien - pump – injector – detector – recorder 

 

32. Pada elektrolisis, senyawa bermuatan negatif akan bergerak ke.... 

a. Anoda (+) 

b. Katoda (+) 

c. Anoda (-) 

d. Katoda (-) 

 

33. Pada jarak yang sama, mana yang akan mencapai kutub positif paling pertama? (Diketahui nilai 

bobot molekul) 

a. 60 

b. 100 

c. 200 

d. 600 

 

34. Dalam proses elektroforesis terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi laju pergerakan dari 

molekul DNA yaitu 

a. Ukuran molekul DNA 

b. Konsentrasi Gel dan Bentuk molekul 

c. A dan B benar 

d. A dan B salah 

 

35. Faktor yang mempengaruhi elektroforesis adalah 

a. Sampel 

b. Larutan buffer dan medan listrik 

c. Sampel dan larutan buffer 

d. Sampel, medan listrik dan larutan buffer 

 

 

Soal assay (nilai masing-masing nomor 5) 

 

1. Dalam pengukuran menggunakan spektrofotometri fluorosensi sangat dipengaruhi faktor-faktor 

fluorosensi senyawa yang dianalisis salah satunya efisiensi fluorosensi.  Jelaskan hubungan antara 



antara struktur molekul(rigid&tidak rigid), kenaikan dan penurunan konsentrasi, suhu, viscositas 

terhadap efisiensi fluorosensi (). 

2. Jelaskan prinsip kerja dari  

a. Kromatografi penukar ion 

b. Kromatografi adsorpsi 

c. Kromatografi ekslusi 

3. Suatu obat A dan obat B mempunyai waktu retensi 16,4 dan 17,63 menit pada kolom 30 cm. Lebar 

puncak dasar masing-masing obat A dan B sebesar 1,11 dan 1,21 menit. Hitunglah resolusi dan H-

nya. 

4. Dalam analisis menggunakan HPLC, kromatogram yang ideal adalah diperoleh puncak yang sempit 

dan simetris. Namun adakalanya terjadi puncak yang lebar dan tidak simetris (lebar puncak bagian 

kanan dan kiri tidak sama). Jelaskan kemungkinan penyebab terjadinya puncak yang asimetris. 

5. Untuk melakukan pemisahan atau purifikasi suatu campuran menggunakan kromatografi kolom 

terbuka, hal apa saja yang harus diperhatikan? Jelaskan 

6. Syarat apa saja yang harus dipenuhi suatu sampel yang akan dianalisis menggunakan kromatografi 

gas? 
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