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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 Kimia Analisis 

3 Kode FARF501 
4 Semester II (genap) 

5 Beban kredit 2 sks 

6 Dosen pengampu 1. apt. Bayu Bakti Angga Santoso, M. Pharm. Sci  
2. Dr. Rofiq Sunaryanto, M.Si 

7 Deskripsi mata kuliah Mata kuliah Kimia Analisis berisi materi pendahuluan pentingnya menganalisis obat secara kualitatif, pengantar analisis obat, langkah 

awal dalam identifikasi obat, reaksi- reaksi pendahuluan, identifikasi terhadap zat asal, identifikasi gugus fungsi, identifikasi anion dan 

kation senyawa obat golongan anorganik, identifikasi unsur senyawa obat golongan organik, pengenalan timbangan dan alat-alat 

pengukur, analisis gravimetri dan volumetri yang meliputi: titrasi asam-basa, argentometri, kompleksometri, iodi dan iodometri, 
permanganometri.. 

8 Capaian Pembelajaran CPL – Prodi (Capaian Pembelajaran Lulusan Program Studi) yang Dibebankan Pada Mata Kuliah 

1. Mampu menunjukkan sikap budi pekerti luhur (CP.S.01) 

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 mencari, menelusur kembali, mengevaluasi, mensintesis, menyiapkan, dan memberikan informasi pada pasien, masyarakat 

dan tenaga kesehatan lainnya terkait kesehatan pada umumnya dan ilmu farmasi pada khususnya dalam rangka konsultasi, pemberian 

informasi obat, maupun edukasi (CP.KK.04) 
5. 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 melakukan reaksi pendahuluan dan identifikasi awal senyawa obat golongan organik. 

2. Memahami dan mampu melakukan penentuan kadar senyawa obat anorganik yang meliputi metode gravimetri dan volumetri. 

3. Dasar-dasar keilmuan yang cukup untuk melanjutkan ke mata kuliah berikutnya yaitu Analisis Instrumental, Intepretasi Data Klinik, 

Analisis Obat, Analisis Makanan dan Kosmetika. 

9 Bahan kajian 1. Pendahuluan kimia analisis, prosedur, teknik, metode dan Analisisnya. 

2. Analisis Kualitatif dan Kuantitatif 

3. Titrasi 

4. Pengantar Spektroskopi 

5. Spektroforometeri Massa dan AAS 

6. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

7. Kromatografi 
8. Kromatografi Cair 



  9. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

10. Spektrofotometri Infra Merah (IR). 

11. Spektrofotometri UV-Vis 

12. Analisis Elektrophoresis 

13.  

10 Pustaka/ Literatur 1. Jamilatur Rohmah, Chylen Setiyo Rini, 2021, Buku Ajar Kimia Analisis, UMSIDA: Sidoarjo. 

2. Harpolia Cartika. 2016. Modul Bahan Ajar Cetak Farmasi: Kimia Farmasi. Pusdik SDMKes, Kemenkes RI: Jakarta. 

3. Harpolia Cartika. 2017. Bahan Ajar Farmasi: Kimia Farmasi II. Pusdik SDMKes, Kemenkes RI: Jakarta. 

4. Farmakope Indonesia Ed VI. 2020. Departemen Kesehatan RI, Jakarta. 

5. Pedersen-Bjergaard, S., Gammelgaard, B., & Halvorsen, T. G. (2019). Introduction to pharmaceutical analytical chemistry 

(2nd ed.). Wiley 

6. Mursyidi, A., and Rohman, A. 2008. Volumetri dan Gravimetri. Yogyakarta : Gadjah Mada University Press. 

7. E.G.C Clarke (Editor), Isolation and Identification of Drugs, London, The Pharmacetical Press, 1999. 

8. Sigried Ebel, Obat Sintetik, Gajah Mada University Press.Ekstra Farmakope Indonesia. 

9. Vogel, A Textbook of Qualitative Inorganic Analysis, Longman, London, 1979. 

10. Moffat, A.C., Osselton, Md& Widdop, B., 2011, Clarkes Analysis of drug and Poison, 4 th ed., Pharmaceutical Press, London,UK. 

11. Skoog, D.A., West, D.M., Holler, F.J., Crouch, S.R., 2014. Fundamentals of Analytical Chemistry, Belmont CA: Brooks/Cole 

Cengage Learning. 

12. Jeffery, G.H., Basset, J., Mendham, J., Denney, R.C., 1989. Vogel’ s A Text Book of Quantitative Chemical Analysis, 5 th Ed., New 

York : John Wiley and Sons. 
13. Harris, D.C., 2007. Quantitative Chemical Analysis, 7th Ed., New York : W. H. Freeman and Company. 

 

 

Acara Pembelajaran 

Kelas 1A: Kamis jam 08.00 

Kelas 1B: Jumat jam 08.00 

 

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: 

Kamis 

6 Maret 

2025 

Jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami pentingnya 

ilmu tentang analisis obat, 

metode analisis kuantitatif 

konvensional. 

Pengantar Kuliah : 

kontrak belajar, RPS, 

penugasan. 

a. Pendahuluan Kimia 

Analisis 

b. Analisis Kualitatif dan 

Kuantitatif 

c. Prosedur analisis 

d. Teknik analisis 
e. Metode analisis 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

perbedaan metode, prosedur, 

dan teknik analisis kimia 

kuantitatif konvensional melalui 

metode ujian tulis UTS secara 

tepat 

Soal UTS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  
 



Kelas B: 

Jumat 

7 Maret 

2025 

jam 

08.00 

 f. Analisis kuantitatif dan 

skala operasinya 

Tugas: mencari dan 

menpelajari dari 

Farmakope Indonesia, 

mengenai salah satu obat 

yang memiliki deskripsi 

analisis  kimia  dengan 
metode volumetri. 

      

2 

Kelas A: 

Kamis 

13 Maret 

2025 

Jam 

08.00 

 

Kelas B: 

Jumat 

14 Maret 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang cara penyiapan 

sampel. 

Pengantar Analisis 

Kualitatif dan 

Kuantitatif 

 

a. Pengambilan sampel. 

b. Penyimpanan sampel. 

c. Pra-perlakuan sampel. 

d. Kesalahan dalam 

analisis. 

e. Cara menyatakan 

kesalahan. 

f. Ketepatan dan 

ketelitian (accuracy 

and precision). 

g. Uji kebermaknaan. 

h. Cara penulisan angka. 

i. Menyatakan hasil 

akhir. 

j. Linieritas dan regresi. 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

cara penyiapan sampel melalui 

metode ujian tulis UTS secara 

tepat 

Soal UTS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  
 

3 

Kelas A: 

Kelas A: 

Kamis 

20 Maret 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 

21 Maret 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

kesalahan dan pengolahan 

data analisis. 

Titrasi 

a. Prinsip Titrasi 

b. Titrasi asam basa 

c. Titrasi redok 

 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

kesalahan dan pengolahan data 

analisis melalui metode ujian 

tulis UTS secara tepat 

Soal UTS 

 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  
. 



4 

Kelas A: 

Kamis 

10 April 

2025 

Jam 

08.00 

 

Kelas B: 

Jumat 

11 April 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang sifat fisika-kimia 

molekul obat. 

Pengantar Metode 

Spektroskopi 

a. Prinsip spektroskopi 

b. Absorbsi senyawa 

c. Gugus auksokrom, 

kromofor 

d. Flurosense 

e. Atom dan Radiasi 

elektromagnetic 

f.  

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

sifat fisika-kimia molekul obat 

melalui metode ujian tulis UAS 

secara tepat 

Soal UAS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  
. 

5 

Kelas A: 

Kamis 

17 April 

2025 

Jam 

8.00 

 

Kelas B: 

Jumat 

18 April 

2025 

jam 8.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang identifikasi senyawa 

organik, identifikasi anion 

dan kation dari senyawa 

anorganik. 

Spektrofometri Massa & 

AAS 

a. Prinsip  

b.  

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 

Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

kation dan anion senywa 

anorganik, serta beberapa 

contoh reaksinya melalui 

metode ujian tulis UAS secara 

tepat 

Soal UAS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  

 

6 

Kelas A: 

Kamis 

24 April 

2025 

Jam 

8.00 

 

Kelas B: 

Jumat 

25 April 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang titrasi argentometri. 

Enzyme Linked 

Immunosorbent 

Assay (ELISA) 

 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

kegunaan titrasi argentometri, 

dan aplikasinya melalui metode 

ujian tulis UTS secara tepat 

Soal UTS 

 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  

 



2025  

jam 8.00 

7 

Kelas A: 

Kamis 1 

Mei 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 2 

Mei 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang   metode   dan 

intepretasi data

 suatu metode 

analisis kimia. 

Studi Jurnal Analisis 

Kimia (Tugas) 

Presentasi, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

tentang metode dan intepretasi 

data analisis kimia melalui 

metode ujian tulis UAS secara 

tepat 

Soal UAS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % apt. Bayu Bakti 
Angga Santoso, M. 
Pharm. Sci  

 

8 
5-9 

Mei 

2025 

 

 

UJIAN TENGAH SEMESTER 

5-9 Mei 2025 



9 

Kelas A: 

Kamis 

15 Mei 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 

16 Mei 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang teori titrasi 

kompleksometri dan 

penerapannya. 

Prinsip Metode Analisis 

Kromatografi 

a. Pendahuluan 

b. Prinsip 

c. Retensi 

d. Effisiensi 

e. Selektivitas 

f. Resolusi 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

teori titrasi kompleksometri dan 

penerapannya melalui metode 

ujian tulis UAS secara tepat 

Soal UAS 

 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % Dr. Rofiq 

Sunaryanto, M.Si 

         

10 

Kelas A: 

Kamis 

22 Mei 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 

23 Mei 

2025 

jam 

08.00 

 Metode Analisis 

Kromatografi Cair 

a. Pendahuluan 

b. Kromatografi fase 

terbalik 

c. Kromatografi fase 

normal 

d. Kromatografi Kolom 

e. Kromatografi ion 

exchange 

f. Kromatografi Lapis 

Tipis 

 

 

   
 

  



11 

Kelas A: 

Kamis 

29 Mei 

2025 

Jam 

08.00 

 

Kelas B: 

Jumat 

30 Mei 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang langkah-langkah 

analisis obat secara 

kualitatif, serta identifikasi 

gugus fungsi. 

Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT) 

a. Prinsip KCKT 

b. Bagian dan Fungsi 

KCKT 

c. Analisis Kuantitatif dan 

kualitatif 

 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: 

 Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

senyawa anorganik dan contoh- 

contoh reaksinya, langkah- 

langkah identifikasi obat, 

reaksi-reaksi

 pendahulua

n identifikasi obat, gugus fungsi, 

sifat dan reaksi terkait gugus 

fungsi melalui metode ujian 

tulis UAS secara tepat 

Soal UAS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % Dr. Rofiq 

Sunaryanto, M.Si 

12 

Kelas A: 

Kamis 5 

Juni 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 6 

Juni 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang titrasi 

permanganometri. 

Spektrofotometri Infra 

Merah (IR). 

a. Analisis kualitatif dan 

kuantitatif dengan 

Spektro IR. 

b. Intepretasi spektra 

infra merah.  

a.  

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

titrasi permanganometri dan 

aplikasinya melalui metode 

ujian tulis UTS secara tepat 

Soal UTS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % Dr. Rofiq Sunaryanto, 

M.Si  



13 

Kelas A: 

Kamis 

12 Juni 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 

13 Juni 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang metode titrimetri 

dan titrasi asam basa. 

Spektrofotometeri UV-VIS 

b. Kromofor, auksokrom.  

c. Pergeseran serapan 

panjang gelombang 

(batho,hipso,hiper, 

hipokromik).  

d. Efekpelarut, pemilihan 

pelarut. 

e. Perhitungan analisis 

Kualitatif & kuantitatif 

f. Kurva baku dan cara 

menentukan kurva 

baku(LeastSquare 

Method,dan kalkulasi 

melalui excel,membuat 

grafik kurva baku). 

g. Pengukuran kadar 

campuran/multikom 

ponendengan 

spektrofotometri. 

a. SpektrofotometriVis 

(Kolorimetri). 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

macam-macam 

 metode 

titrimetri dan penggunaannya, 

titrasi asam basa, titrasi bebas 

air melalui metode ujian tulis 

UTS secara tepat 

Soal UTS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % Dr. Rofiq Sunaryanto, 

M.Si  

14 

Kelas A: 

Kamis 

19 Juni 

2025 

Jam 

08.00 

Kelas B: 

Jumat 

20 Juni 

2025 

jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang metode analisis 

gravimetri. 

Analisis Elektrophoresis 

a. Gel Elektrophoresis 

b. SDS-Page 

c. Western Blot 

Ceramah, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 
Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

metode analisis gravimetri dan 

kegunaannya melalui metode 

ujian tulis UAS secara tepat 

Soal UAS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % Dr. Rofiq 

Sunaryanto, M.Si 

15 
Kelas A: 

Kamis 

26 Juni 

2025 

Jam 

08.00 

Mahasiswa mampu 

memahami dan menjelaskan 

tentang metode dan 

intepretasi data suatu 

metode analisis kimia. 

Studi Jurnal Analisis 

Kimia (Tugas) 

Presentasi, 

Diskusi dan 

Penugasan 

2  x  50 

menit 

Pengetahuan: Mahasiswa 

mampu menjelaskan tentang 

tentang metode dan intepretasi 

data analisis kimia melalui 

metode ujian tulis UAS secara 

tepat 

Soal UAS 

Penilaian 

tugas/diskusi 

7,1 % Dr. Rofiq 

Sunaryanto, M.Si 



Kelas B: 

Jumat 

27 Juni 

2025 

jam 

08.00 
16 

7-14 Juli  
2025 

 

 

UJIAN AKHIR SEMESTER 

7-14 Juli 2025 

 



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 
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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
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HPLC
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Chromatography



HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 
(HPLC) Generasi terkini : Ultra Performace Liquid 

Chromatography (UPLC)
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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. 





• Media yang digunakan adalah larutan buffer.

•  Senyawa bermuatan positif (kation) akan bergerak 
ke katoda(kutub -) sedangkan senyawa bermuatan 
negatif akan bergerak ke anoda(kutub +).

•  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



288px-Gel_electrophoresis_apparatus

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Gel_electrophoresis_apparatus.JPG


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)





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











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.



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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Soal pilihan ganda (Nilai 2 masing-masing nomor) 

1. Panjang gelombang sinar tampak yang umumnya digunakan untuk analisa dengan 

spektrofotometer Vis yaitu rentang… 

a. 0 - 200 nm 

b. 200 - 400 nm 

c. 400 - 800 nm 

d. 800 - 1200 nm 

 

2. Panjang gelombang yang umumnya digunakan untuk analisa dengan spektrofotometer UV yaitu 

rentang… 

a. 0 - 200 nm 

b. 200 - 400 nm 

c. 400 - 800 nm 

d. 800 - 1200 nm 

 

3. Secara sederhana instrument spektrofotometri UV-Vis terdiri dari… 

a. sumber cahaya – monokromator – sel sampel – detektor – read out (pembaca) 

b. monokromator – sumber cahaya – sel sampel – detektor - read out (pembaca) 

c. sel sampel – sumber cahaya – monokromator – detektor - read out (pembaca) 

d. sumber cahaya – sel sampel – monokromator – detektor – read out (pembaca) 

 

 

4. Syarat dari kuvet yang digunakan adalah... 

a. Menyerap cahaya 

b. Bereaksi terhadap cuplikan 

c. Berwarna 

d. Tidak menyerap sinar Cahaya 

 

 

 

5. Fungsi dari monokromator adalah... 

a. Sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar 

polikromatis menjadi cahaya monokromatis. 



b. Sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar 

monokromatis menjadi cahaya polikromatis. 

c. Sebagai pengatur panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar 

polikromatis menjadi cahaya monokromatis. 

d. Sebagai pengatur panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar 

monokromatis menjadi cahaya polikromatis. 

 

 

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. Molekul yang menyerap IR pada bilangan gelombang 1720 cm-1 adalah ..... 

a. C=O aldehid 

b. C=O karboksilat 

c. a dan b benar semua 

d. A dan b salah semua 

 

14.  Berdasarkan komposisi eluen fasa gerak HPLC dapat digunakan dielusi secara …. 

a. Gradien 

b. Isokratik 

c. a dan b salah semua 

d. a dan b benar semua 

 

15. Prinsip kerja Kromatografi reverse phase HPLC adalah 

a. Kolom bersifat non polar fase gerak polar 

b. Kolom bersifat polar fase Gerak non polar 

c. Kolo bersifat non polar fase gerak non polar 

d. Kolom bersifat polar fase Gerak polar 

 

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. Gugus fungsi yang dapat menyerap sumber Cahaya UV-Vis adalah…. 

a. Gugus molekul 

b. Gugus atom 

c. Gugus sitokrom 

d. Gugus kromofor 

 



23. Prinsip kerja spektroskopi infra merah adalah  

a. Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi vibrasi. 

b. Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi eksitasi. 

c. Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi absorsi. 

d. Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi desorbsi. 

 

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. Perbedaan mendasar dari spektrofometer UV-Vis single beam dengan double beam. 

a. Spektrofotometri UV-Vis single beam hanya menggunakan Cahaya 1 arah untuk 1 sample uji 

sementara double beam terdapat spliter sehingga Cahaya terbagi mengenai 2 sample sekaligus 

dalam sekali pengukuran. 

b. Spektrofotometri UV-Vis single beam hanya menggunakan 1 jenis monokromator sementara 

double beam menggunakan 2 monokromator. 

c. Kedua pernyataan diatas benar semua. 

d. Kedua pernyataan  a dan b salah semua. 

 

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. Bagian dari spektrum IR yang khas untuk tiap molekul adalah 

a. Functional group region 
b. Fingerprint region 
c. Absorbent region 
d. Transmit an region 
e. Molecule region 

 
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 adalah 5) 

 

 
1. Dari gambar spectrum IR diatas, prediksikan gugus  apa saja dan pada bilangan gelumbang berapa 

yang ada dalam spectrum IR gambar tersebut. 

2. Suatu sampel dengan konsentrasi 5x10-4 M diuji dengan spektrofotometri UV-Vis dan ditempatkan 

dalam kuvet yang memiliki lebar/panjang lintasan cuvet sebesar 1 cm. Ketika diukur pada Panjang 

gelombang 490nm, absorbansi yang terukur sebesar 0,388. Hitung berapa molar absorptivity () 

pada panjang gelombang pengukuran tersebut? 

3. Jelaskan prinsip kerja dari  

a. Kromatografi penukar ion 

b. Kromatografi adsorpsi 



c. Kromatografi ekslusi 

4. 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. 

5. 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. 

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

terbuka, hal apa saja yang harus diperhatikan? Jelaskan 
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