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SURAT KEPUTUSAN
KETUA STIKES NOTOKUSUMO YOGYAKARTA
Nomor: 12.B/SK.12.04.02/111/2025

Tentang

Pengangkatan Dosen Koordinator dan Dosen Pengampu Mata Ajaran
Semester Genap Tahun Akademik 2024/2025
Program S-1 Farmasi

Ketua STIKES Notokusumo Yogyakarta

MENIMBANG : 1. Bahwa berdasarkan Kalender Akademik, kegiatan kuliah
semester genap mahasiswa Program S-1 FarmasiTahun
Akademik 2024/2025 dimulai tanggal 3 Maret 2025.

2. Bahwa untuk pelaksanaan kegiatan perkuliahan perlu
segera menunjuk dosen koordiantor, dosen pengampu
mata ajaran, dan dosen pembimbing semester genap
Tahun Akademik 2024/2025

MENGINGAT : 1. Undang-undang No.12 tahun 2012 tentang Pendidikan
Tinggi;

2. PP No. 4 tahun 2014 tentang Penyelenggaraan
Pendidikan Tinggi dan Pengelolaan Perguruan Tinggi;
Statuta Yayasan Notokusumo tahun 2020;
SK Yayasan Nomor : 018/SK.01.04/YN/X1/2022 tanggal
14 November 2022 tentang Pengangkatan Ketua STIKES
Notokusumo Yogyakarta periode 2022-2026.

i L

MEMPERHATIKAN : Hasil rapat akademik tanggal tanggal 25 Februari 2025




MENETAPKAN

Pertama

Kedua

Ketiga

Keempat

Kelima

Disampaikan kepada :
Yth. Dosen ybs

Tembusan kepada :

MEMUTUSKAN

Mengangkat Saudara yang nama, jabatan dan tugasnya
seperti tersebut dalam lampiran Surat Keputusan ini sebagai
dosen koordinator, dosen pengampu mata ajaran, dan dosen
pembimbing pada STIKES Notokusumo Yogyakarta untuk
semester genap Tahun Akademik 2024/2025 Program SI
Farmasi

Surat Keputusan ini berlaku selama 1 (satu) semester,
terhitung mulai tanggal 3 Maret 2025 s.d. 31 Juli 2025.

Kepada dosen luar biasa diberikan honorarium mengajar
berdasarkan jumlah sks yang diampunya, sesuai peraturan
yang berlaku  dilingkungan STIKES Notokusumo
Yogyakarta.

Surat Keputusan ini disampaikan kepada yang bersangkutan
untuk diketahui dan dilaksanakan sebagaimana mestinya.

Apabila di kemudian hari terdapat kesalahan dalam
keputusan ini, akan dibetulkan sebagaimana mestinya.

: Yogyakarta
: 3 Mare 2025

'NIK. 1000.094_(?[1

1. Yth. Wakil Ketua I dan II




Lampiran I Surat Keputusan Ketua STIKES
Nomor : 12.B/SK.12.04.02/111/2025
Tanggal : 3 Maret 2025

JOB DISCRIPTION KOORDINATOR MATA AJARAN

Kegiatan Manajerial koordinator Mata Kuliah (MK) mencakup 3 (tiga) fungsi manajemen yaitu :
Perencanaan, Pelaksanaan dan penilaian.

Perencanaan :

a. Menyusun RPS dan pembagian tugas mengajar serta mengusulkan dosen pengampu setelah
ada kesanggupan dari yang bersangkutan.

b. Menyiapkan proses administrasi akademiknya (pengiriman format kesediaan mengajar
dilampiri format waktu yang disediakan dan RPS, format RP).

Pelaksanaan :

a. Memantau kehadiran dosen mata kuliah yang bersangkutan sesuai dengan wewenang
koordinator MK

b. Meminta jam pengganti untuk kuliah yang ditinggalkannya.

¢. Memantau materi pengajaran yang telah disampaikan.

Penilaian :

a. Mengkaji usulan soal ujian
b. Mengolah data hasil ujian dan menyerahkan hasilnya ke Sub Bagian Administrasi Akademik.

/" Taukhit M Kep.
NIK. 1000.094.011




Lampiran II Surat Keputusan Ketua STIKES
Nomor : 12.B/SK.12.04.02/111/2025
Tanggal : 3 Maret 2025

JOB DISCRIPTION KOORDINATOR PRAKTIKUM

Kegiatan Manajerial koordinator yang dijalankan oleh koordinator Praktikum dapat dibagi
menjadi 3 unsur yaitu : perencanaan, pelaksanaan dan penilaian

Perencanaan :

a. Menyusun acuan, jadwal dan alokasi waktu praktikum.
b. Menyusun Modul Praktikum dan Ruprik Penilaian.
Pelaksanaan :

a. Menyampaikan pembekalan asistensi praktiku

b. Menyelenggarakan ujian praktek laboratorium di institusi
¢. Menyiapkan segi administratif dan protokoler

Penilaian :

a. Menyelenggarakan ujian
b. Mengolah data (nilai) hasil ujian.

&, 3 Maret 2025

: ,,.,ﬂ,..ﬁgkﬁiiM.Kep_ &l
- NIK. 1000.094.011
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STIKES NOTOKUSUMO YOGYAKARTA
PROGRAM STUDI 5-1 FARMASI

DAFTAR NAMA DOSEN KOORDINATOR DAN PENGAMPU MATA AIARAN
SEMESTER GENAP (W.1V, Vi dan Vill) PROGRAM STUDI 5-1 FARMASI

Lampiran 5K Nomor - B,m‘_‘mx.uﬁgﬁ_::gu
Tanggal : 3 Maret 2025

TA. 20248/2025
Semester i ;
MA-Kewarganegaraan (2 5KS
STIKES Notokusumo Tugas belajar (Studi Lanjut 53}
STIKES Notokusume | Farmasi Fisika FARE240824 |1 SKS X 2 kis 2 19 14 79 Farmasi Fisika (KODRD.
Praktikum Farmasi Fisika FARG241024 |1 5KS X 4 kis 4 56 79 Praktikum Farmasi Fisika KOORD,
Manajemen Farmasi FARF702 0.5 X2 kls 1 E T8 MA-Kimia 7 5K5!
FARF51 0.5 5K5 u.l_._.an 05 4 21 -Anatomi Fis Manusia dan Terminolog Medis (2 55|
Baku ARFS O055KSX1kis | 038 3 21 WA -Farmasi Flsika [2 SKS)
Kuliah Kerjz Nyata FARPT06 25K5 X ] 1 MA-Praktikum Farmasi Fisika (1 SK
Skrips FARP707 _ |0.55K5X8 4 B MUA-Prakilkum Kimia Analisis |1 SKS
Skripsi FARPTOT 0.5 5KS X 10 5 10 MA-Praktikum Com, o:...m_lm_.ﬂwlluwﬁllll
3 |apt.Dian Purwita Sari,M.Biotech. STIKES Notekusumo |Kimia Organik FARE250224 [0.5 SKS X 2 kis 19 [ =
Analisis Obat FARFS07 SK5 X 2 kis 2 14
Praktikum Anallsis Obat FARP531 SK5 X 4 kis 4 56
Elusidasi Struktur FARF518  |O.SSKSX1kis | 0.5 4 MA-Marketing Farmasi (3 SKS|
Analisis Makanan dan Kosmetika FARFS17 _ [055KSK1kis 5 ] MA-Kewirausahaan (2 5K5,
Kuliah Kerja Nyata FARF706 25KSX 1
Skripsi FARPTO7 05SKS X B -
Skripsl FARF7O7 0.5 5K5X 10 5
ISTIKES Notokusumo | MA-Praktikum Analisis Obat (1 SKS,
MA-Praktikum FTS Salid (1 5K,
. Chotijatun Nasriyah,M.Farm. STIKES Natokusuma  |Farmakokinetika Dasar FARF: 15KSX 2 kis 19 14 TSKS
Komunikasi, Informasi dan Edukasi Dasar FARFEOT 15K5 X 1kis 7
Farmakoterapi Il FARF&11 2SKS X 1kis 14
| Praktikum Komunikasi, Informasi dan Edukas! Dasar 1 SKS X 3 kis 3 42
Kuliah Ker| 2 1
Skripsi FARP707 _ 10.55KS X 8 4 ] MA-Analisis Makanan dan Kasmetika (2 SKS)
Skripsi FARF707 0.5 5KS X 10 5 10 MA-Elusidasi Struktur (2 SKS]
MA-Farmasi Industr| (2 5K5,
€ |apt. Trifonia Rosa Kurniasin M. Biotech Stikes Notokusuma | Formulasi dan Teknolog Sediaan Solld FARFS08  |1SKSX 2kis 2 155 1 78 MAFTS Kosmetika 2 5K5
Praktikum FT5 Solid FARPS32 SKS X 4 kis a 56 78 ; MA-Penanganan Bahan Baky (7 5]
Formulasl dan Teknalogl Sediaan K FARF520  |15KSX 1kis 1 7 2L {Formulasi dan Teknologl Sediaan Kosmetika [ROGRD.] MA n Produk (2 SK5)
|Pengem| Produk FARF522 SKS X 1 ks ¥ 21 [Pengembangan Produk (KOORD, _Z?niissu_msau [25Ks
Kuliah Kerja Nyata FARF 706 25KS X 1 Kuliah Kerj ta (Pemnbimbin, MAValidasi (1 5K5
Skripsi FARPTO7 0.55K5 X8 8 Pembimbi
Skripsi _m_’__vuﬁq 0.55K5 X 11 55 11 Skripsi (Ketua
Astri Rachmawati,M.Sc. Stikes Notokusumo  [Anatami Fisiologi Manusia dan Terminologi Medis _35580»__. 1 5KS X 2 kis 2 215 14 79 |Anatomi Fi: Manusia dan Termi Medis
S Kewirausahaan F 0.5 SKS X 2 kis 1 8 78 [Kewirausahaan (KDORD.)
Fitater FARF, 15KS X 2 kis 2 14 95___|Fitoterapi (KDORD,)
Pharmacovigilance FARFEE. 1SKSX 2 kis 14 95 __|Pharmacavigilance (KOORD.
Evidence Based Medicine F. 15K5 ¥ 1 ks 7 74__[Evidence Based Medicine (KOORD.
Farmasi Rumah Sakit dan Apctek FARF} 25KS X 1kls 14 74__ |Farmasi Rumah Sakit dan Apotek (KOGRD,)
Far pi Populasi Khusus FARFG04 _ [1SKS X 1 kis 2 74 _ |[Far Populasi khusus (KOORD.)
FARPTOT 0.5 K5 X 10 5 10 si {Pembimbi B
FARPTO7 0.55KS X 11 55 11 ISkripsi (Ketua i MA-Phar macavigiance (7 5ks)
FARG2G0T2A [1sks X2k | 3 | W5 |3 79 |Compounding da KGORD WA P e (L5KS
i .Farm mpou n ing (KOORD. MA-Praktikum Farm ra
8_{apt. Catharing Apriyan, M. FARG241124 | 1 5KS X 4 kg 4 56 75 [Praktikum Compounding dan Dispensing [KGORD ] !
FARF506 15K5 X 2 ks 2 14 78 Farmak; sl Il (KOORD.,
FARF609 |05 SKS X 2 ks 6 95 |Fitoterapi (KODRD.
FARP706 25K5X1 1 Kuliah Ker Pembimbi
FARPTOT 0.55K5% 8 4 8 Ski Pembimbi




Skr FARP707 _ [0.55KSX 11 55 11 [Skripsl (Ketua
M.Pharm.5ci Stikes Notokusumo | Kimia Analisis FARB250124 |1 SKS X 2 kis 2 205 14 79 __|Kimi Analisis (KOORD ]
Praktikum Kimia Analisis FAR6250324 |1 5KS X 4 ks ) 56 79 |Praktikum Kimia Analisis (KOORD,]
Fitoterapi [FARFE0S 0.5 SKS X 2 kis x 8 95 |Fitoterapi
Validasi |FARFS23  [1SKS X 1kis 1 14 21 |Validasi (KOORD,)
Praktikum Validasi |FARPS36  [15Ks X 1kis 1 14 21 [Prakiikum Validasi (ROORD
Kuliah Kerja Nyata FARF706 25K5%1 2 1 Kuliah Kerja Myata (Pembimbin,
Skripsi FARP707 _ |0.5SKSX8 4 B |Skripsi (Pembimbin
Skripsi FARP707 _ |0.5SKSX11 55 11 |Skripsi (Ketua Pengul]
10 |apt. Desi Movita Revianawati, M.Farm Stikes Notokusumo | Anatomi Fisiologi Manusia dan Terminalogi Medis FARG240924 |15K5 X 2 kis 2 205 14 79 i i Medis (KOORD.)
| [Statistia Kesehatan FARF411  ]15KSX 2 ks F 14 78
|Metodologi Penelitian FARF704 _ |15KS X 2 kis 14 95
|Praktikum Farmakaterapi I FARP620 _ |1SKSX 3 kis a2 74
[Kuliah Kerja Nyata FARP706 __ |25Ks X 1
|Skri FARPI07 _ |0.5SKS X8 [ [
_n._.m,_ FARP707 __ |058SKSX11 55 11
11 |apt. Karmelia Intany Dok, M.Fharm FARF703 _ |15KSX2kls 2 20,5 14 78 Marketing Farmasi (KOORD.]
Farmakologi dan Toksikologl FARFS1D _ [1SKSX2kis 2 14 78 |Farmakologi dan Toksikologl (KOORD.|
Praktikum Farmakologi dan Toksikalogi FARPS33 1 SKS X 4 kis 4 56 78 Praktikum Farmakologi dan Toksikologi [KODRD.)
Farmakoepidemio! FARF610 1SKS X 1kls 1 7 4 Farm. idemiclogl (KOORD.)
FARP706 _ |25K5X 1 F] 1 imbi
FARF707 .5 SKS X 8 [] B8
FARP707 .5 SKS X 11 55 11
-~
12_|Dr. Rofiq Sunaryanto, M.Si _;__suspt 15KS X 2 kis 2 ] 14 79
FARG250224 |1 SKS X 2 kis 2 14 79
I
13 [Yusuf Andriana, Ph.D _ FARFS06 15K5X 2 klg 2 4 14 78 JW_EHQE 1]
FARF704 _ |1SKSX 2 ks T 14 95 |Meiodologl Peneiftian
1_[Trisna Sukmayadi 5pd..M.Pd. Kewa raan FAR6210324 |2 SKS X 2 kis 4 B 28 79 __|Kewarganegaraan D]
fidikan Budaya Anti Korups! FARG220224 |25KSX 2kis | 4 28 79 ikan Antl Korupsl (KODRD,)
T Bahasa Inggrls Il FARE230224 [15KS X 2 Wis 2 F 14
3 _|Sekar Pram 5.Pd, M.Hum [Bahaza Inggris 1 FARB230224 |1 5KS X 2 ks Fl ] 14
(4 _[apt. Endah 571 Lestari, M.Farm omunikast, Informasi dan Edukasi Dasar [FARFG07 |3 SKS X 1kis 1 1 7 omunikasl, Infarmas! dan Edukas] Dasar
Fengembangan Praduk F TSKS K1 Kis 1 1 7 71 Ecw
Manajemen Farmas! FARFT07 _ [15SKSK2kis 3 3 20
; ewirausahaan FARF701 __ |15SKS K 2kls 3 3 0
& _[apt. 5. Ch Arl Widiastutl, 5.5 M.Farm Compounding dan Dispensing FARE240724 | 15KS X 2 kis 2 [] 14
Marketing Farmasi FARF703  [15KSX 2 Kis 2 14
|9 |Desy Ayu lrma Permatasart, 551, M.Pharm.Sel. FAR6250224 [055KS X 2kis | 1 45 8
Analisis Obat FARF507 SKS X 2 kis 2 14
| Analisis Makanan dan Kasmetika FARF517 1.5 5K5 X 1 kis 15 10 Anzlisis Makanan dan Kosmetika
TS MCnan CAn Kosiiet) ok Viakanan dan Kosmetika
“Tiwi Herwanto M. Farm rmakokinet ar F 1SKS X 2 kls F] F] 14 iu:iro%ﬂﬁ._ﬂmq
11 |apt. Enggar Nugrahen: Putr, § Farm ormulasl dan Tekna laan a F. 1SKSX1kis 1 1 7 = ; T Toic_a._ "
: 1 SKS X 1 kis, i Fl 7
1SKSX 1kis i 7
PEEFIT ] ] R




ardani, M.Pharm.5ci ultur FARF518 1555 X 1kis 15 15 10 21 Tl
us lvan ra, M.Farm Farmas! Flsika FARE. 4 2 kis 2 a5 14 73
“|Penanganan Bahan Baku FARF52] [|155KSX1kis | 15 10 20
Verawat| Fajrin, M.Ec Dev _.mﬁzu:ru Wesehatan FARF411 1TSS X 2kls 2 2 10 95
[5pt. Andrey Wahyud, M.Farm Farmakologl dan Toksikalog! FARFSID _ |1SKSX 2kis F 5 14 78
maca 6 15KS X 2 kis F 14 95

FARFED4  |1SKS X 1kis 7 Fa 1

apt. Yuda Kristama, 5. Farm Farmasi Industri |FARF518 1.55K5 X 1 kis 15 15 10 21

Yogyakarta, 3 Maret 2025
Walkil K I/Bidang Akademik

et
Novi Widyaktuti R, M.Kep. Sp.Kep.]
NIK.1000.097.011




RENCANA PEMBELAJARAN SEMESTER

MATA KULIAH : KIMIA ANALISIS

Disusun oleh :

apt. Bayu Bakti Angga Santoso, M. Pharm. Sci.

PROGRAM STUDI SARJANA FARMASI
SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NOTOKUSUMO YOGYAKARTA
TAHUN AKADEMIK 2024/2024



SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN
NOTOKUSUMO YOGYAKARTA

Kode/No.:

06/FM/PD.01/NK

Tanggal

1 2025

RENCANA PEMBELAJARAN SEMESTER
(RPS)

Revisi

: 01

Halaman :

1 dari 3

PENGESAHAN

RENCANA PEMBELAJARAN SEMESTER

KIMIA ANALISIS

Proses

Penanggung jawab

Tanggal

Nama

Jabatan

Tanda tangan

Penyusun

apt. Bayu Bakti Angga Santoso,
M. Pharm. Sci.

Koordinator

mata kuliah

20 Feb 2025

Pemeriksa

apt. Fajar Agung Dwi Hartanto,
M.Sc

Ka.Prodi/Gugus
Mutu Prodi

Persetujuan

Taukhit, S.Kep., Ns., M.Kep.

Ketua STIKES

Pengendalian

Septiana Fathonah, S.Kep., Ns.,
M.Kep.

LPM




RENCANA PEMBELAJARAN SEMESTER (RPS)

PROGRAM STUDI : S1 FARMASI
INSTITUSI : SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NOTUKUSMO YOGYAKARTA
TAHUN AKADEMIK : 2024/2025

Nama Mata Kuliah

Kimia Analisis

Kode

FARF501

Semester

I (genap)

Beban kredit

2 sks

QN[N W

Dosen pengampu

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

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..

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.

Bahan kajian

. Pendahuluan kimia analisis, prosedur, teknik, metode dan Analisisnya.
. Analisis Kualitatif dan Kuantitatif

. Titrasi

. Pengantar Spektroskopi

. Spektroforometeri Massa dan AAS

. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

. Kromatografi

8. Kromatografi Cair

NN AW~




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 " Ed., New
York : John Wiley and Sons.
13. Harris, D.C., 2007. Quantitative Chemical Analysis, 7" Ed., New York : W. H. Freeman and Company.
Acara Pembelajaran
Kelas 1A: Kamis jam 08.00
Kelas 1B: Jumat jam 08.00
Minggu Kemampuan Akhir Bahan Kajian Strategi/ Alokasi Kriteria Instrumen Bobot Dosen Pengampu
Ke- Yang Diharapkan Metoda Waktu (Indikator Capaian) Penilaian Penilaian
Pembelajaran
10 11 12 13 14 15 16 17 18
Mahasiswa mampu Pengantar Kuliah : | Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UTS 7,1 % apt. Bayu Bakti
1 memahami pentingnya kontrak belajar, RPS, | Diskusi dan | menit mampu menjelaskan tentang Angga Santoso, M.
ilmu tentang 'analisis.obe.it, penugasan. Penugasan perbedaan metode, prosedur, Penilaign . Pharm. Sci
Kelas A: | metode gnallsls kuantitatif o dan  teknik  analisis  kimia tugas/diskusi
Kamis konvensional. a. Pendahuluan Kimia L . )
6 Maret Analisis kuantitatif konvensional melalui
2025 b. Analisis Kualitatif dan metode ujian tulis UTS secara
Jam Kuantitatif tepat
08.00 c. Prosedur analisis
d. Teknik analisis
e. Metode analisis




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 Mahasiswa mampu Pengantar Analisis Ceramabh, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UTS 7,1 % apt. Bayu Bakti
memahami dan menjelaskan | Kualitatif dan Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang Angga Santoso, M.
tentang cara penyiapan Kuantitatif Penugasan cara penyiapan sampel melalui Penilaian Pharm. Sci
Kelas A: | sampel. . metode ujian tulis UTS secara tugas/diskusi
Kamis a. Pengambilan sampel.
13 Maret b. Penyimpanan sampel. tepat
2025 c. Pra-perlakuan sampel.
Jam d. Kesalahan dalam
08.00 analisis.
e. Cara menyatakan
Kelas B: kesalahan.
TFumat f. Ketepatan dan
14 Maret ketelitian (accuracy
2025 and precision).
jam g. Uji kebermaknaan.
08.00 h. Cara penulisan angka.
i. Menyatakan hasil
akhir.
J. Linieritas dan regresi.
Mahasiswa mampu Titrasi Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UTS 7,1 % apt. Bayu Bakti
3 memahami dan menjelaskan | a. Prinsip Titrasi Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang Angga Santoso, M.
kesalahan dan pengolahan b. Titrasi asam basa Penugasan kesalahan dan pengolahan data Penilaian Pharm. Sci
Kelas A: | data analisis. c. Titrasi redok ity ekl il uff tugas/diskusi
Ll A : tulis UTS secara tepat
Kamis
20 Maret
2025
Jam
08.00
Kelas B:
Jumat
21 Maret
2025
jam

08.00




Mahasiswa mampu Pengantar Metode Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UAS 7,1 % apt. Bayu Bakti
4 memahami dan menjelaskan | Spektroskopi Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang Angga Santoso, M.
tentang sifat fisika-kimia a. Prinsip spektroskopi Penugasan BT Felled it meldall Gl || HEmlEE Pharm. Sci
Kelas A: | molekul obat. b. Absorbsi senyawa melalui metode ujian tulis UAS tugas/diskusi
Kamis c. Gugus auksokrom, tenat
10 April kromofor secara tepa
2025 d. Flurosense
Jam e. Atom dan Radiasi
08.00 elektromagnetic
f.
Kelas B:
Jumat
11 April
2025
jam
08.00
Mahasiswa mampu Spektrofometri Massa & | Ceramabh, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UAS 7,1 % apt. Bayu Bakti
5 memahami dan menjelaskan | AAS Diskusi dan | menit mampu menjelaskan tentang | Penilaian Angga Santoso, M.
tentang identifikasi senyawa | a. Prinsip Penugasan kation dan anion senywa tugas/diskusi Pharm. Sci
Kelas A: | organik, identifikasi anion b. anorganik serta  beberapa
Kamis dan kation dari senyawa W ’ i lalui
17 April | anorganik. conto _reaksinya  melalui
2025 metode ujian tulis UAS secara
i tepat
8.00
Kelas B:
Jumat
18 April
2025
jam 8.00
Mahasiswa mampu [Enzyme Linked Ceramabh, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UTS 7,1 % apt. Bayu Bakti
6 memahami dan menjelaskan |[Immunosorbent Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang Angga Santoso, M.
tentang titrasi argentometri. |4ssay (ELISA) Penugasan kegunaan titrasi argentometri, Penilaia}n . Pharm. Sci
Lieles A dan aplikasinya melalui metode il
ZIEZn;)IrSi 1 ujian tulis UTS secara tepat
2025
Jam
8.00
Kelas B:
Jumat
25 April




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
Penugasan

dan

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

UJIAN TENGAH SEMESTER

5-9 Mei 2025




9 Mahasiswa mampu Prinsip Metode Analisis | Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UAS 7,1 % Dr. Rofiq
memahami dan menjelaskan | Kromatografi Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang Sunaryanto, M.Si
tentang teori tltr.a51 a. Pe.nd.'flhuluan Penugasan teori titrasi kompleksometri dan Pemlalz.ln .
Kelas A: | kompleksometri dan b. Pr1ns1p' penerapannya melalui metode tugas/diskusi
Kamis | penerapannya. c. Retensi v :
15 Mei d. Effisiensi ujian tulis UAS secara tepat
2025 e. Selektivitas
Jam f. Resolusi
08.00
Kelas B:
Jumat
16 Mei
2025
jam
08.00
Metode Analisis
1 0 Kromatografi Cair
a. Pendahuluan
Kelas A: b. Kromatografi fase
Kamis terbalik
22 Mei c. Kromatografi fase
2025 normal
Jam d. Kromatografi Kolom
08.00 e. Kromatografi ion
exchange
Kelas B: f. Kromatografi Lapis
Jumat Tipis
23 Mei
2025
jam

08.00




1 1 Mahasiswa mampu Kromatografi Cair Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Soal UAS 7,1 % Dr. Rofiq
memahami dan menjelaskan | Kinerja Tinggi (KCKT) | Diskusi dan | menit Mahasiswa Sunaryanto, M.Si
tentang langkah-langkah a. Prinsip KCKT Penugasan mampu  menjelaskan  tentang Penilaian
Kelas A: | analisis obat secara b. Bagian dan Fungsi senyawa anorganik dan contoh- tugas/diskusi
Kamis | kualitatif, serta identifikasi KCKT i
29 Mei | gugus fungsi. c. Analisis Kuantitatif dan contoh  reaksinya, langkah-
2025 kualitatif langkah  identifikasi  obat,
i reaksi-reaksi
08.00 pendahulua
n identifikasi obat, gugus fungsi,
Kelas B: sifat dan reaksi terkait gugus
Jumat fungsi melalui metode ujian
33 01;4561 tulis UAS secara tepat
jam
08.00
Mahasiswa mampu Spektrofotometri Infra | Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UTS 7,1 % Dr. Rofiq Sunaryanto,
1 2 memahami dan menjelaskan | Merah (IR). Diskusi dan | menit mampu menjelaskan tentang M.Si
tentang titrasi a. Analisis kualitatif dan | Penugasan titrasi permanganometri dan Penilaian
Kelas A: | permanganometri. kuantitatif dengan aplikasinya. melalui metode tugas/diskusi
Kamis 5 Spektro IR. 3 :
Tuni b. Intepretasi spektra yjian tulis UTS secara tepat
2025 infra merah.
a.
Jam
08.00
Kelas B:
Jumat 6
Juni
2025
jam

08.00




1 3 Mahasiswa mampu Spektrofotometeri UV-VIS| Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UTS 7,1 % Dr. Rofiq Sunaryanto,
memahami dan menjelaskan | b. Kromofor, auksokrom. | Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang M.Si
tentapg metode titrimetri c. Pergeseran serapan Penugasan TSR Pemlalz}n .
Kelas A: | dan titrasi asam basa. panjang gelombang d tugas/diskusi
Kamis (batho,hipso,hiper, . . metode
12 Tuni hipokromik). titrimetri dan penggunaannya,
2025 d. Efekpelarut, pemilihan titrasi asam basa, titrasi bebas
Jam pelarut. air melalui metode ujian tulis
08.00 e. Perhitungan analisis UTS secara tepat
Kualitatif & kuantitatif
Kelas B: f. Kurva baku dan cara
Tt menentukan kurva
13 Tt baku(LeastSquare
2025 Method,dan kalkulasi
jam melalui excel,membuat
08.00 grafik kurva baku).
g. Pengukuran kadar
campuran/multikom
ponendengan
spektrofotometri.
a. SpektrofotometriVis
(Kolorimetri).
1 4 Mahasiswa mampu Analisis Elektrophoresis | Ceramah, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa | Soal UAS 7,1 % Dr. Rofiq
memahami dan menjelaskan | a. Gel Elektrophoresis Diskusi dan | menit mampu menjelaskan  tentang Sunaryanto, M.Si
tentapg metode analisis b. SDS-Page Penugasan metode analisis gravimetri dan Penllala}n .
Kelas' A: | gravimetri. c. Western Blot remmgn ekl meind tugas/diskusi
If; rJIErSn ujian tulis UAS secara tepat
2025
Jam
08.00
Kelas B:
Jumat
20 Juni
2025
jam
08.00
Mabhasiswa mampu | Studi  Jurnal  Analisis | Presentasi, 2 x 50 | Pengetahuan: Mahasiswa Soal UAS 7,1 % Dr. Rofiq
1 5 memahami dan menjelaskan | Kimia (Tugas) Diskusi dan | menit mampu menjelaskan tentang Sunaryanto, M.Si
Kelas A: | tentang metode dan Penugasan tentang metode dan intepretasi Penilaian
Kamis | intepretasi  data  suatu data analisis kimia melalui tugas/diskusi
26 Juni | metode analisis kimia. metode ujian tulis UAS secara
2025 tepat
Jam

08.00




Kelas B:
Jumat
27 Juni
2025

jam
08.00

16

7-14 Juli UJIAN AKHIR SEMESTER
2025 7-14 Juli 2025




KROMATOGRAFI

Buku acuan: Kimia Farmasi Analisis
Oleh: Prof.Dr.lbnu Gholib Ganjar, DEA, Apt
Abdul Rohman, M.Si, Apt




" Dasar-dasar Kromatografi -
Defenisi :
kromatografi

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:

Overveiw
. . . video
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.



kromatografi kolom.mp4
KLT.mp4
prinsip kromatografi.mp4
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Packed
column

(b)

Detector
signal

Mobile phase
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Al & B| e~ Detector

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



Chromatography animation.mp4

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

gerak, fase diam, dan material pendukung
TABLE 26-1 Classification of Column Chromatographic Methods

General Classification

Specific Method

Stationary Phase

Type of Equilibrium

Liquid chromatography (LC)

(mobile phase: liquid)

Gas chromatography (GC)
{mobile phase: gas)

Supercriticul-fluid chroma-
wgraphy (SFC) (mobile
phase: supercritical Quid)

Liquid-liquid, or partition
Liquid-bonded phase
Ligquid-solid, or adsorp-
tion

lon exchange

Size exclusion
Cias-liguid

Cras-bonded phase

Gas-solid

Liquid adsorbed on a
solid

Organic species bonded
to a solid surface

solid

lon-exchange resin
Liguid in interstices of a
polymeric solid

Ligquid adsorbed on a
solid

Organic species bonded
to a solid surface

Solid

Organic species bonded
to a solid surface

Partition between immis-
cible liquids

Partition between liguid
and bonded surface

Adsorption

lon exchange
Partition/sicving

Partition between gas and
liguid

Partition between liguid
and bonded surface
Adsorption

Partition between super-
crtical Auid and bonded
surface




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 lenis fase diam
kromatografi Gas-padat material padat yang tidak terderivatisasi
Kromatografi Gas-cair material terlapisi cairan
kromatografi gas-fase terikat material terderivatisasi secara kimia

Injectar
Fl
cuntE;TIer |:|37|:|_r|‘[ b
T % Fecorder
2

[
Column Cletectar

Column oven

T arriar oo



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 ige@bterimobilisasi ligan

=

o

i

\ 4 CHROMATOGRAM

component 1

comp. 3

Nfii

»

component 2




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)

Open
(T ubularll'.“apllaryi
i Porous Layer Wall Coated
KrorT\atografl e Doen i
packing Open - wcoT)
Kromatografi
Tabung terbuka Kromatografi Alas

terbuka/Planar




KLASIFIKASI LAIN KROMATOGRAFI DILIHAT CARA APLIKASINYA

Teknik Fase diam Fase Bentuk | Mekanisme sorpsi
: gerak yang utama
Kromatografi Kertas (selulosa) | Cair Planar | Partisi (adsorpsi,
kertas pertukaran ion,
eksklusi)
Kromatografi lapis | Silika, selulosa, Cair Planar | Partisi (adsorpsi,
tipis (KLT) resin penukar pertukaran ion,
ion, padatan yang eksklusi)
porosnya
dikendalikan
Kromatografi gas
Kromatografi gas- | Cair Gas Kolom | Partisi
cair (KGC)
Kromatografi gas- | Padat Gas kolom | Adsorpsi
padat (KGP)
Kromatografi cair
Kromatografi cair | Padatan atau fase | Cair Kolom | Partisi yang
kinerja tinggi terikat dimodifikasi
(KCKT)
Kromatografi cair Padatan dengan | Cair Kolom | Eksklusi
Kromatografi porositas yang
eksklusi ukuran dikendalikan
Kromatografi cair Resin Cair Kolom | Pertukaranion
Kromatografi penukar ion atau
penukar ion fase terikat : £ >
Kromatografi cair Pemilih "iral cair Kolom Adsor-p51 secara
Kromatografi kiral | pada! selektif




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: i&}""‘b %’“K" |§§[ %‘Yé‘% 3 &ﬂ\W SW U{Gf‘!ﬂ" L Fesf e Yo el
' "Tw-«-«mmﬁv e o8

Nilai R dihitung dengan menggunakan \T :
f
dalam persamaan (13-9):  ¥%,3 G u"f

Jarak yang ditempubh solt

R =

¥



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 dLam). (pemisahan didasarkan struktur

dan ukuran molekul) mirip penyaringan
/ f | A L aa| B



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.

Partikel
] . . . Fase diam
2.Perjalanan solute melalui partikel fase diam sP
yang berbeda sehingga menyebabkan profil O_@ O
konsentrasinya melebar secara simetris. ﬁ gk
CT T oo

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. '}




Puncak simetri Puncak asimetri
Terjadinya puncak yang asimetris disebabkan oleh:

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).

KROMATOGRAM MULA MULA DENGAN PUNCAK YO OVERLAP

A

DIPERBANC DENGAN MENAMBAH KECEPATAN MTA FEMISAMAN
B8

SIGNAL DETEXTOR

DIPERBANC DENGAN MENGURANG: KECEPATAN DARI LUAS PITA

Cc

im, fo = Wakiu migrasl | & = wakiu relensi . A = lingg puncak
&, W=ledar puncak . rancom fluctuations
lengtudinal diffusion (negligble in liquids)
WAKTU » eddy diffusion cr "channaling”




KROMATOGRAM MLILA MULA DENGAN PUNGAX YG OVERLAP 0o o = = T
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Ada 2 parameter untuk menilai kualitas pemisahan:
|. 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, o(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

Semakip kecil H maka semakin efisien dalam

pemisahan



Resolusi Kromatogram

Resolusi kromatogram didefinisikan sebagai perbedaan antara waktu retensi 2

puncak yang paling berdekatan (At = tz, — tz,) dibagi dengan rata-rata lebar
puncak (WI1+W2)/2

W= |lebar puncak
T = waktu retensi
Rs= resolusi.

Pengukuran resolusi 2 puncak yang
berdekatan

S
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im, fo = Wakiu migrasl |, & = wakiu relensi . £ = lingg puncak
*w, W=ledar puncak . rancom fuctuations
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eddy diffusion cr "channeling”
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Analisis kualitatif dan kuantitatif

Analisis kualitatif:

|. 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:

|. 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 (W, )).




Analisis kuantifikasi:
|. Metode baku eksternal :
Penentuan konsentrasi senyawa target dalam suatu sample
dengan menggunakan plot kalibrasi menggunakan baku

eksternal.
2. Metode baku internal : Parasetamol
Penentuan konsentrasi senyawa target dalam 7 Fenasetin

{(baku internal) ,‘

>
»
.

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
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Teori kromatografi

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

kromatogram- konsentrasi versus aktu elusi

Detector signal —

CF]

\vl\ /

A\ 4

dimana:
t. = waktu retensi
t,, = waktu kosong
W, = lebar baseline puncak dalam satuan waktu
W, = lebar setengah tinggi puncak dalam satuan waktu




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)

Lebar puncak dan posisi puncak menentukan
efisiensi pemisahan puncak

> -

Detector
s1gnal

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 (V) dan jumlah fase gerak yang
digunakan untuk mengelusi komponen yang tidak tertahan oleh fase diam disebut volume

kosong (Vy)-




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

.. _ L
average migration rate V= = column length
R

Faktor kapasitas (k). secara lebih universal merupakan ukuran retensi yang ditentukan
dari t, atau V.

K™= (tg —ty)/ty
atau
K= (Vg =-VyW/Vy
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:

mOI Afase diam

k' =
Mol Afase gerak

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

Mol Azse diam dan Mol Agee gerax Menunjukkan jumlah analit yang terdapat pada tiap fase
pada saat kesetimbangan.

kesetimbangan tercapai pada puncak dari suatu puncak kromatogram.




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 (c) dari masing-masing puncak

Penentuan c dari lebar puncak, dengan
mengasumsikan bahwa puncak ternormalisasi :

Ber'gantung pada banyaknya waktu yang analit habiskan dalam kolom (k’atau tg)




Jumlah lapisan teoritis (N): menunjukkan perbandingan efiensi suatu sistem untuk analit-analit
yang memiliki waktu retensi yang berbeda.

N = (tx/0)2

atau untuk puncak ternormalisasi
N =16 (tzg/W,)?

N = 5.54 (to/W, )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
- The column

¥




Tinggi lapisan atau tinggi ekuivalen suatu lapisan teoritik (H atau HETP): menunjukkan
perbandingan kolom-kolom yang memiliki panjanq yanq 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

— I

—

I
N~




a.) difusi Eddy— suatu proses yang menyebabkan pelebaran puncak akibat keberadaan
berbagai jalur alir dalam suatu kolom paking.

Flow
direction

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)




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.

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




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).

Solute Molecules

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.
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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.

Solute Molecules

Waktu kesetimbangan yang
berbeda2 untuk tiap zat terlarut pada
fase diam mengakibatkan terjadinya
perbedaan waktu retensi dari tiap
molekul sehingga mengakibatkan
pelebaran puncak.
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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
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Persamaan Van Deemter : persamaan yang menunjukkan hubungan antara laju alir (kecepatan
linier fase gerak) dengan H:
H=A+B/u+Cpu

VAN DEEMTER PLOT

p = kecepatan linier (laju alir x V,/L)
H = total tinggi lapisan pada kolom
A = konstanta difusi eddy dan transfer massa

H=A+(%)+(an)

Q.

M fase gerak

T B = konstanta difusi longitudinal
C = konstanta transfer massa fase gerak
stagnan dan transfer massa fase diam

A term
Average Linear Velocity (n) -
\

persmaan ini dapat digunakan untuk memprediksi efek apa yang mempengaruhi
keseluruhan sistem kromatografi

Number of theoretical plates(N) (N) = 5.54 (tz/W,,)? peak width (W,)




4.) Ukuran Pemisahan Analit

Faktor pemisahan_ (o) — merupakan paramete yang digunakan untuk menggambarkan
seberapa baik pemisahan dua analit yang dipisahkan dalam suatu sistem kromatografi. :

a =K,/ K = (tg —ty)/ty
dimana:
k', = faktor kapasitas analit pertama
k', = faktor kapasitas analit kedua
dimana k', > k’;

Nilai oo > 1 biasanya menunjukkan pemisahan yang bagus.

YR(B)

o = re) _ ke

Y  Krp)

Injection

l

Parameter ini tidak mempertimbangkan efek efisiensi kolom atau lebar puncak.
Hanya mempertimbangkan retensi analit

Y

TIME




Detector signal

Resolusi (Rs) — resolusi antara dua puncak merupakan ukuran kedua untuk menunjukkan
seberapa baik pemisahan yang dilakukan :

1:r2 - trl
(Whpa + Wy,y)/2

Rs =

dimana

t.., Wy, = waktu retensi dan lebar dasar untuk
analit pertama

t.,, W,, = waktu retensi dan lebar dasar untuk analit

R, > 1.5 menunjukkan pemisahan

N ) total dari dua puncak analit=>
. kasus ideal.
R, > 1.0 biasanya dianggap cukup
A untuk sebagian besar pemisahan
7 |1|‘. Telg . I
7 (tgha ,'*‘. AZ i Rg=1.5
| | 1
| :
R S — |
|
|
|
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KROMATOGRAFI KOLOM



Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran
didasarkan atas perbedaan distribusi dari komponen-
komponen campuran tersebut diantara dua fase, yaitu
fase diam (padat atau cair) dan fase gerak. Salah satu
fase disebut fase diam/stationer yang bertugas
menahan gerakan komponen, sedangkan fase

yang kedua disebut fase gerak yang
bertugas menggerakkan komponen diantara
fase diam.Secara teoritis dapat dikatakan
bahwa komponen seolah-olah terbagi
(terdistribusi) dalam dua fase yang selalu

- berada dalam suatu kesetimbangan kimia
’ yang dinamis.




Kromatografi kolom (CC) adalah salah satu metode

yang paling berguna untuk pemisahan dan
pemurnian padatan dan cairan.

Merupakan teknik pemisahan menggunakan
padat-cair di mana fase diam adalah padatan dan
fase gerak adalah cairan.

Prinsip dasar kromatografi kolom adalah adsorpsi,
di mana campuran komponen terlarut dalam fase
gerak dimasukkan ke dalam kolom dan komponen
bergerak tergantung pada afinitas relatifnya
terhadap fase diam.

Pemilihan pelarut tergantung pada karakteristik
kelarutan campuran. Pelarut juga harus memiliki
titik didih yang cukup rendah untuk
memungkinkan pemulihan siap bahan yang dielusi.
Dalam CC, fase gerak yang berbeda (dalam urutan
polaritas yang meningkat) dapat digunakan,
misalnya, petroleum eter, heksana, kloroform, dan
etil asetat. Namun, polaritas fase diam dan fase
gerak merupakan faktor terpenting dalam
kromatografi adsorpsi. Hal ini ditemukan sangat
berguna dalam pemisahan campuran senyawa,
proses pemurnian, isolasi konstituen aktif, dan
pemisahan diastereomer (Gaudencio dan Pereira,
20135).



-

* Untuk memahami penggunaan teknik pemisahan
ini, kita dapat menggunakan Eksperimen contoh.
TLC, memisahkan dan menganalisis berbagai

knmpnnen obat analgetik.

e Teknik TLC berguna dalam menentukan jenis dan
jumlah  bahan  dalam  campuran, bahan,

kmmatngraﬁ kolom dapat di gunal(an.

* Kolom krﬂmatagraﬁ dapat memisahkan dan

mengumpulkan senyawa secara terplsah.

* Kolom Kromatografi (KK) dapat digunakan
untuk memisahkan bahan awal dari produk yang
teroksidasi  misalnya:  fluorene  menjadi
flourenone dan TLC akan digunakan untuk

memantau efektivitas pemisahan ini.




KLASIFIKASI KROMATOGRAFI




KROMATOGRAFI KONVENSIONAL
(KROMATOGRAFI KOLOM TERBUKA)

Teknik kromatografi
yangmenempatkan fase diam
pada kolom untuk
memisahkan komponen-
komponen dalam campuran



Column Chromatography

Termasuk kromatografi cair preparatif

* Kolom : bentuknya mirip buret, dibuat dari
bahan gelas, polymer, logam. Ukuran
bervariasi diameter dan panjang. Minimal
panjang kolom 10 kali diameternya.

Fase diam :

* Perbandingan berat (fase diam: sampei= 30:1
dapat ditingkatkan 50 : 1 untk sampel yg sukar
dipisahkan}

* Ukuran partikel 63-250 mm, yg<63mm fase
gerak perlu ditekan atau dihisap

= Biasa digunakan : silika gel, alumina

* Fase gerak : eluen [ solven




PENYIAPAN SAMPEL

Pemilihan fase gerak : - Penelusuran pustaka
- Mencoba-coba dengan KL T

Mengemas kolom (packing )
- Cara basah
- Cara kering

Preparasi sampel (penyiapan sampel) 1
-Sampel dilarutkan.kmd dituang pd bag atas kolom.
-Sampel dilarutkan, kmd dihomogenkan dg fase diam
(1:3) dikeringkan. Diratakan selapis diatas fase diam.



Didasarkan pada adsorbsi komponen2
campuran dengan afinitas berbeda
terhadap permukaan fase diam.

PRINSIP KERJA Adsorben pertindak sebagai fase diam
KROMATOGRAFI dan fase geraknya adalah cairan yang

) mengalir membawa komponen
KOLOM campuran sepanjang kolom.

Sampel yang mempunyai afinitas besar
terhadap Adsorben akan secara selektif
tertahan dan afinitasnya paling kecil
akan mengikuti aliran pelarut.




Alat
kromatografi
kolom

Tabung kaca dengan ukuran sesual kebutuhan ,
umumnya Panjang 10 x diameter tabung,
dilengkapi kran pada salah satu ujungnya

Adsorben merupakan bahan yang tidak larut
dalam fasa gerak, memiliki ukuran partikel yang
seragam, dan ditempatkan dalam tabung kaca
tersebut. Umumnya digunakan Si0, dan Al, O,

Wadah sebagai penampung hasil pemurnian
kromatografi




KROMATOGRAFI KOLOM
GRAVITASI

Dalam komatografi kolom gravitasi, eluen bergerak
berdasarkan gaya gravitasi atau perkolasi.




Cara Basah

Adsorben dicampur dengan pelarut, kemudian
‘campuran dimasukkan ke dalam kolom.

Keuntungan dari metode ini adalah gelembung
udara dapat dihilangkan dari kolom.

PENGEMASAN

KOLOM CARA
BASAH

Contoh pengerjaan :

Kolom diisi dengan pelarut non polar seperti
heksana kira-kira setengah dari tinggi kolom gelas.

= Ditimbang sebanyak 8 gram alumina dalam gelas piala
sementara erlenmeyer 125 diisi 15 ml heksana. Dengan
perlahan serbuk alumina ditambahkan sedikit demi sedikit
sambil diaduk. Gunakan pipet pasteur untuk membuat bubur,
kemudian dengan cepat bubur tersebut dipipet dan dimasukkan
ke dalam kolom.




PENGEMASAN
KOLOM CARA

BASAH

Tempatkan erlenmeyer di bawah kolom kemudian
buka screw clamp dan biarkan pelarut mengalir.

Teruskan penambahan bubur alumina sampai
habis, jangan lupa penambahan pelarut heksana
terus dilakukan dan pelarut heksan yang keluar
dapat ditampung dan digunakan kembali untuk
packing/menambah lagi alumina ke dalam kolom.

Jika packing sudah selesai, screw clamp ditutup,
tinggi cairan minimal sma dengan tinggl alumina.
Kadang-kadang pasir juga ditmbahkan pda puncak
kolom untuk mencegah dari gangguan saat
pelarut baru ditambahkan.




Pengemasan
Kolom cara
Kering

A. Cara Kering

Metode ini lebih mudah tapi dapat menimbulkan adanya
gelembung udara dalam kolom. Gelembung udara ini
harus dihindari, karena akan mengurangi resofusi dari
pemisahan.

Contoh pengerjaan :

Bagian dasar dari kolom diisi dengan glass woll
secukupnya. Pinch clamp ditutup dan kolom diisi
dengan pelarut.

Masukkan 8 gram alumina ke dalam kolom
gelas yang berisi pelarut dan blarkan pelarut
mengalir. Pinch clamp ditutup jika packing sudah
selesal dan tinggi pelarut minimal sama dengan
tinggi alumina. Demikian juga hindari agar
kolom tidak kering.

Perbandingan antara volume total kolom (cair+padat)
dengan diameter kolom yang optimal agar diperoleh
pemisahan yang baik. Secara umum, hanya dapat
dinyatakan bahwa kemasan kolom yang panjang akan
memberikan tingkat pemisahan yang tinggi dan kolom
yang lebar adalah baik untuk memisahkan komponen-
komponen dalam jumiah besar.

Jenis fase diam yang digunakan adalah silika gel dan alumina.



Liquid column
chromatography

* Fase diam yang berada di dalam kolom
(tabung) berada dalam suatu tabung yang
terbuat dari kaca atau polimer

* Dengan adanya aliran FG, maka gaya
gravitasi akan bekerja bila kolom pada posisi
tegak.

* Jika diperlukan tekanan positif dari atas
atau perlu adanya vacum dari bawah, maka
kolom dapat pada posisi horizontal.

* Dinding yang bening akan membuat proses
pemisahan dapat diamati secara visual Untuk
senyawa bewarna) atau menggunakan sinar UV

.......

—— Mobile phase[salvent-eluent]

——— Stationary phase




Cara Penggunaan
Kromatografi Kolom

I. Sampel yang dilarutkan dalam sedikit pelarut, dituangkan
melalui atas kolom dan dibiarkan mengalir ke dalam
adsorben (bahan penyerap).

2. Komponen dalam sampel diadsorbsi dari larutan secara
kuantitatif oleh bahan penyerap bgrupﬂ pita sempit pada

*.pe.rmuknﬂn atas kolom.

3. Dengan penambahan pelarut secara terus menerus,
masing-masing kompenen akan bergerak turun melalui
kolom dan akan terbentuk pita yang setiap zona berisi
satu macam komponen.

4. Setiap zona yang keluar kolom dapat ditampung dengan
sempurna sebelum zona yang lain keluar kolom.



Fasa diam atau adserben (penjerap): berupa zat padat.

Fasa diam yang paling umum : silika gel [5i02), Alumina (AI2)3) , serbuk
selulosa. Kromatografi kolom dapat juga menggunakan teknik
kromatografl pertukaran fon, kromatografi fase terbalik, kromatografi
pertukaran ion.

Fase Diam berbentuk :
serbuk halus atau gel, mikropori untuk peningkatan luas

Fasa Diam |  rme

«  Perlu diperhitungkan rasio antara berat fasa diam dan berat
kering campuran analit yang dapat diaplikasikan ke dalam kolom.

Untuk kolom silika, rasio berada antara 20:1 hingga 100:1,
bergantung pada kedekatan jarak elusi antar komponen analit.

Ukuran partikel fosa diom pado kromatografi kolom dipercepat
bigsanya lebih halus daripada kromatografi kelam gravitasi,
Misalnya, silike gel untuk kromatografi dipercepat berukuran
antara (40— 63 um), sementara untuk kromatografi grovitasi
antara (63 — 200 pm}




Fase Diam (Stasionery Phase)

® SepertiTLC, alumina dan silika adalah dua fase stasioner

paling pnpuler di kmmatograﬁ Kolom.
® Secara umum tahap—tahap ni bekerja secara partisi.

* Sampel yang lebih polar akan dipertahankan pada fase diam
lebih lama. Dengan demikian senyawa paling p{ﬂar akan
mengelusi dari kolom pertama, diikuti oleh masing—masing

senyawa dalam rangka meningkatkan pnlaritas.
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Fase Diam

° Meskipun interaksi antara fase mobile dan stasioner
didasarkan pada hal yang sama.

* Prinsip untuk KK dan TLC, Karena arah dari aliran pelarut
dalam TLC bergerak naik sedangkan dalam KK pelarut

mengalir turun, tampak bahwa urutan adalah "terbalik".

* Dalam TLC molekul yang lebih polar akan memiliki nilai Rf
yang lebih rendah tetapi dalam KK akan dipertahankan lebih

lama di kolom.

e Dalam mempertimbangkan pnlaritas fase diam dan pc}laritas

senyawa dipisahk&n ketika proses elusi terjadi




Fase Diam

® Fase diam untuk CC terdiri dalam berbagai ukuran, aktivitas,

dan variasi asam.

e Untuk alumina dan silika. Jenis fase diam yang dipilih
ditentukan secara eksperimen, atau sering berdasarkan hasil

dari Percnbaan TLE sebelumn}-‘a*

® Jenis adsorben, ukuran dari kolom, pnlaritaﬂ fase gerak serta

laju elusi semua mempenganlhi pemisahan.

¢ Kondisi ini dapat dimanipulasi untuk mendapatkam pﬁ'misahan

terbaik untuk senyawa campuran.




Ukuran Partikel Fase Diam

Dlametor | Sika gl | sampol | _porbandingn | Tujan ke
14 150-170 10 - 20 1:7,5 - 1:17 Fraksinasi pertama
10 80 3-5 1:14 - 1:25 Fraksinasi kedua
7 40 1-2 1:20 - 1:40 Fraksinasi kedua

atau pemurnian




Fase
Gerak

- Fasa gerak atau eluen dapat berupa pelarut
murni atau campuran pelarut. Pemilihan
dilakukan sedemikian rupa sehingga nilai faktor
retensi senyawa yang diinginkan berada pada
kisaran 0,2 - 0,8 untuk meminimalkan waktu dan
jumlah eluen yang diperlukan selama
kromatografi.

- Eluen dapat dipilih berdasarkan daya pisahnya
sehingga senyawa yang berbeda dapat
dipisahkan secara efektif.

- Optimasi eluen dilakukan melalui uji
pendahuluan berskala kecil, biasanya
menggunakan lempeng KLT dengan fasa gerak
yang sama namun ukuran yang diperkecil.



Fase Gerak

» Laju alir dapat dibuat optimum untuk masing-masing pemisahan.

« Semakin cepat laju alir eluen akan meminimalkan waktu yang dibutuhkan
untuk melalui kolom sehingga meminimalkan difusi, menghasilkan
pemisahan yang lebih baik. Namun, laju aliran maksimum perlu dibatasi
karena analit memerlukan waktu tertentu untuk berada pada
kesetimbangan antara fasa diam-fasa gerak,

» Kolom laboratorium sederhana bekerja dengan prinsip aliran grafitasi. Laju
aliran kolom semacam ini dapat dinaikkan dengan menambah eluen baru di
bagian atas fasa diam, atau diturunkan dengan mengatur keran di bagian
bawah.

» Laju aliran yang lebih cepat dapat diperoleh dengan menggunakan pompa
atau gas bertekanan (misalnya: udaranitrogen, atau argon) untuk menekan
pelarut melalui kolom (kromatografi kolom kilat)




Fase Gerak berupa campuran dari dua
atau lebih FG berikut:

* Polaritas pelarut yang dilewatkan melalui kolom
mempengaruhi tingkat pemisahan di mana senyawa
bergerak melalui kolom.

* Pelarut polar dapat lebih efektif digunakan untuk molekul
polar campuran untuk fase diam polar pada permukaan
adsorben dan juga akan lebih baik meloloskan konstituen
polar.

» Akibatnya, pelarut yang sangat polar akan bergerak bersama
molekul yang sangat polar dengan cepat melalui kolom. Jika
pelarut terlalu polar, gerakan menjadi terlalu cepat, dan
sedikit atau tidak ada pemisahan komponen campuran akan
dihasilkan.




Fase Gerak berupa campuran dari dua atau
lebih FG berikut:

» Jika pelarut tidak cukup polar, tidak ada senyawa yang akan terelusi
dari kolom. Pilihan yang tepat dari jenis pelarut sangat penting untuk
keberhasilan penerapan kromatografi kolom sebagai teknik
pemisahan.

* Thin-Layer Chromatography (TLC) umumnya digunakan untuk
menentukan sistem pemisahan kolom kromatografi. Seringkali
serangkaian sistem pelarut semakin polar digunakan untuk mengelusi
kolom. Pelarut yang kurang polar pertama kali digunakan untuk
mengelusi senyawa yang kurang polar. Setelah senyawa yang kurang-
polar berada di luar kolom, pelarut yang lebih-polar ditambahkan ke
kolom untuk mengelusi senyawa yang lebih polar.




Solvent (Pelarut)

e Sistem IJelarut untuk digunaican sebagai fase gerak dalam KK
dapat ditentukan dari orintasi TLC S.Ebelumn}ra.

o Menggunakan Eksperimen, literatur, atau eksperimental.

® Pemisahan akan dimulai dengan menggunal{an nanpnlar atau
pﬂlarut pﬂlaritas rendah agar memungkjnkan senvawa untuk

menyerap ke fase diam.
® Polaritas pelarut harus diubah secara bertahap.

* Pada skala besar pencampuran dua pelarut dapat menyebabkan

PEHHS dan HIEI'I]ECHJ’)](EH leDm




* Beberapa kombinasi pelarut yang khas adalah ligroin-
diklorometana, heksana-etil asetat dan hexane-toluene.
Seringkaii digunakan dan pelarut ini sangat baik dalam
memisahkan sebagian besar senyawa.

* Pelarut seperti metanol dan air biasanya tidak digunakan

karena mereka dapat merusak integritas fase diam dengan

menyebabkan silika gel terlarut.




Cara Pemisahan

* Buat larutan jenuh dari campuran dengan menggunakan
pelarut yang sesuai

* Buka kran penutup untuk membiarkan pelarut yang sudah
berada dalam kolom mengering sehingga material
terpadatkan rata pada bagian atas,

* Kemudian tambahkan larutan secara hati-hati dari bagian
atas kolom. Lalu buka kran kembali sehingga campuran
berwarna akan diserap pada bagian atas material
terpadatkan, sehingga akan tampak seperti :



Keep addin

—1 T T T3
Tambahkan pelarut - i N
baru melalui bagian . gl s
atas kolom, cegah I
sedapat mungkin I
jangan sampai merusak .
material terpadatkan .
dalam kolom.

Buka kran, supaya
pelarut dapat mengalir
melalui kolom,
kumpulkan dalam satu
gelas kimia atau labu
dibawah kolom.

/ :
- Karena pelarut ; )
mengalir kontinyu,
tetap tambahkan
pelarut baru dari
bagian atas kolom H
sehingga kolom tidak
pernah kering.

Change the beaker once fhe
yellow starts i drop though.




Proses Pemisahaan Dalam Kolom

Sample mixture

g& In]nition

Time

Figure 28.3: Seperation of two molecules on a column.




Jenis Kromatografi Kolom

© Kromatograﬁ Kolom Gravitasi
® Kromatografi Kolom Cair Vakum (KCV)

® Kromatograti Kolom Tekan (KKT)




KROMATOGRAFI CAIR KINERJA TINGG]
(KCKT)

HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)
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Detector Instrumen HPLC

Control
Data
Processing |

Pump HPLC Column
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1. Reservoir Fase Gerak

J
Bisa lebih dari 1

W
dari gelas / stainless steel
J
Daya tampung 1- 2 L
Dilengkapi degasser (menghilangkan gas terlarut) = gas
NO, & 0, = membuat gelembung-gelembung di
dalam kolom & detektor

J
- Pelebaran pita analit
- Respon detektor terganggu

» Degassing = pompa vakum dihubungkan reservoir &

diaduk / dipanaskan

Solven disaring dengan kertas Millipore

Pemisahan dengan 1 jenis FG dengan konsentrasi konstan

= Elusi Isokratik

Bila dengan 1 atau lebih FG yang polaritasnya berbeda -

Elusi Gradien

Digunakan FG segar = mendapatkan hasil yang

reprodusibilitas optimum dalam pemisahan




5. Kolom Kromatografi

' Bentuk tabung, permukaan dalam rata
¢ Dari gelas / stainless steel

: Lapisan luar kadang dilapisi logam = menahan
tekanan ad 6000 psi, rx kimia dari FG

- Sambungan kolom - tidak menyebabkan FG
stagnant

' Panjang kolom (10 — 30) cm

: Analisis pemisahan cepat (3 - 8) cm

' Internal diameter (4 — 5)mm
Partikel diameter (3 —5) um

&3 Guard kolom = sebelum kolom analitik
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Fase Balik/Reverse Phase HPLC

Silika dimodifikasi menjadi non polar berupa atom
karbon 8 atau 18, Sebagai contoh, pelarut polar
digunakan berupa campuran air dan alkohol
seperti metanol.

Senyawa-senyawa non polar dalam campuran akan
bereaksi dengan gugus hidrokarbon karena adanya
dispersi gaya van der Waals. Molekul-molekul polar akan
bergerak lebih cepat melalui kolom.

Fase balik HPLC adalah bentuk yang biasa digunakan
dalam HPLC.




Hasil Analisis dengan menggunakan HPLC
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SPEKTROSKOPI
INFRAMERAH (IR)




Pengertian

» Sebuah metode analisis instrumentasi pada senyawa
kimia yang menggunakan radiasi sinar infra merah.




» Spekiroskopi IR berguna untuk mengetahui gugu
sfungsi yang terdapat pada senyawa organik.

» Bila suatu senyawa di radiasi menggunakan sinar
Infra merah, maka sebagian sinar akan diserap oleh
senyawa, sedangkan yvang lainnnya akan diteruskan.
Serapan 1ni1 diakibatkan karena molekul senyawa
organik mempunyail ikatan yang dapat bervibrasi.




o,
fi W

» Vibrasi molekul dapat diﬁiami oleh semua senyawa
organik, namun ada beberapa ynag tidak terdeteksi

oleh spektromeitri IR. Masing2 ikatan akan
mempunyal sifat yang khas.




» Cahaya terdiri dari berbagai frekuensi
elekiromagnetik yang berkesinambungan yang
berbeda. Radiasi IR adalah salah satu bagian dari
spektrum elektromagnetik yang terletak antara
cahaya tampak dan gelombang mikro. Rentang
panjang gelombang IR yang digunakan untuk tujuan
analisis adalah 2,5x10(-6) m sampail dengan 16x10 -6

m ,




PRINSIP KERJA

» Jika radiasi IR dikenakan pada sampel senyawa organik,
beberapa frekuensi bisa diserap oleh senyawa tersebut.

Jumlah frekuensi yang melewati senyawa diukur sebagai
transmitansi.

» Sebuah persentase transmitansi bernilai 100 jika semua
frekuensi diteruskan senyawa tanpa diserap. Dalam
prakteknya, hal in1 tidak pernah terjadi. Dengan kata
lain, selalu ada serapan kecil, dan transmitansi tertinggi
hanya sekitar 95%. Dalam spekirum IR, akan terdapat
suatu grafik yang menghubungkan bilangan gelombang
dengan persen transmitansi. LIHAT VIDEO 1 & 2
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» Untuk tujuan determinasi gugus fungsi, pengamatan
pertama kali ditunjukan pada daerah bilangan
gelombang 4000-1500/cm. Daerah sebelah kanan
1500/cm disebut dengan daerah sidik jari
(fingerprint region). Daerah sidik jari akan sangat
khas untuk masing2 senyawa.



' Gugnes Fungs: ‘Bilangan Gelombang (cm ')

C=0 kston
C=0 akdehida
C=0 asam karboksilat
C=0 ester
C=0 amida
C=N imina
C=C aromatik
C=C alkena
N-H amina
O-H alkohol
O-H asam karboksilat
C-H alkana
C-H alkena
C-H alkuna
C-H aromatik
C-O eter
C-O ester
C-O alkohol
C-F
Cc-Ci
C-Br

1700 -1725
1720 - 1740
1700 - 1725
1735 -1750
1630 - 1690
1480 - 1690
1650 - 1450
1640 - 1680
3300 - 3500
3200 - 3600
3600 - 2500
3000 - 2850
3020 - 3000
3030 - 3000
3050 - 3070
1120 - 1140
1300 - 1000
1060 - 1040
1100 - 1000
760 - 540
600 - 500

LIHAT VIDEO 3&4
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» Serapan melebar pada bilangﬁn gelombang 3200/cm ‘ D
merupakan serapan OH alkohol
» Adanya serapan lemah di daerah 2800.cm merupakan |
tipikal C-H aldehida Ikatan C=C OH
» Serapan kuat pada bilangan gelombang 1700/cm aromatik eter
merupakan gugus karbonil
» Serapan kuat dan tajam pada 1200/cm merupakan C-O OH alkohol
alkoho

eter.

» Adanya C=C aromatik diketahui dari adanya serapan
pada daerah 1600/cm

» Adanya gugus aromatik diperkuat dengan adanya puncak
pada daerah sekitar 3000/cm




kesimpulan

» Vanilin merupakan gugus fungsi alkohol, aldehida,
eter dan cincin benzena




Jenis2 vibrasi molekul

» Molekul kimia terutama molekul organik memiliki ikatan
antar atom. Ikatan antar atom tsb tidak hanya diam,
melainkan bervibrasi. Molekul organik yang dapat
menerima radiasi IR disebut dengan molekul aktif IR

« Molekul dapat bervibrasi dengan berbagai cara yang
disebut dengan modus vibrasi. Untuk molekul dengan
jumlah atom N, molekul linier mempunyail modus vibrasi
3N-5 derajat. Sedangkan molekul non linier mempunyai
modus vibrasi sebesar 3N- derajat. Sebagai contoh
adalah H20 ( molekul non linier) akan mempunyai
kebebasan / modus vibrasi sebesar 3x3-6=3 derajat.




» Molekul diatomik hanya mempunyai satu ikatan dan
hanya mempunyai satu jenis vibrasi. Jika molekul
simetris (seperti N2) maka tidak akan terdeteksi
dalam spektrum IR. Jikamolekul diatom non simetri

sepertl CO, maka akan terdeteksi dalam spektrum
IR.

» Suatu molekul CH2X2 dapat bervibrasi dengan
berbagai cara sbb :




Vibrasi Ulur (Stretching vibrations)

» Vibrasi yang mengakibatkan perubahan panjang
ikatran suatu molekul, memanjang / memendek
dalam satu bidang datar. Dibagi menjadi 2 yaitu
asimeiri dan simetri




_________________________________________________________________________________ ( _j
Nt
« SIMETRI

» Ikatan antar atom bergerak bersamaan dalam satu
bidang datar




« ASIMETRI

» Ikatan antar atom bergerak tidak bersamaan dalam
satu bidang datar




Vibrasi bengkok (bending vibrations)

N
» Selain memanjang dan memendek, 1katan antar
atom dalam molekul organik dapat bergerak
mengayun secara beraturan. Hal in1 mengakibatkan
adanya perubahan sudut ikatan, sehingga ikatan
akan bengkok. Vibrasi bengkok dibagi menjadi 4
yaitu :



_________________________________________________________________________________ €
» Goyangan (rocking)

(32 -

« Jika ikatan antar atom mengayun searah dalam satu

bidang datar

.

-
—
—
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_________________________________________________________________________________ f__ _)

« Guntingan

» Jika ikatan antar atom mengayun berlawanan arah
dalam satu bidang datar

e

IIIE||I




» Kibasan (Wagging)

» Jika ikatan antar atom mengayun searah tidak
dalam satu bidang datar

.

lllhh,




@
“““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ N T

e Pelintiran (Twisting)

» Ikatan antar atom mengayun berlawanan arah tidak
dalam 1 bidang datar

LIHAT VIDEO 5




SILAHKAN DIPELAJARI DAN DIPERHATIKAN
DI VIDEO LAMPIRAN



HPLC

High Performance Liquid
Chromatography




HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

(HPLC) Generasi terkini : Ultra Performace Liquid
Chromatography (UPLC)

High berartl tinggl
Pressure berarti lekanan
Liquid memiliki arli calran, dan

Chromatography merupakan suatu metode tentang pemisahan
molekul,

* Kromatografi cair kinerja tinggl merupakan salah satu metode
pemisahan molekul dengan media cair yang biasanya disertal dengan
tekanan linggl. Seperti teknik kromatografi pada umumnya, HPLC
digunakan untuk memisahkan molekul berdasarkan perbedaan
afinitasnya terhadap zat padat (fase diam) tertentu.

« Seiring dengan perkembangannya, HPLC(High Pressure Liquid
Chromatography) bertransformasi menjadi High Performance Liquid
Chromatography

* Alatini dapat dkombinasi dengan alat deteksi sesual dengan kebutuhan




KEUNGGULAN HPLC

» Kolom HPLC dpt dipakai berulangkall tanpa perlu
diregenerasi (diperbaharui)

* Tercapainya pemisahan yg baik terjadi di kolom
« Dapat dioperasikan secara otomatis

« Waktu analisis relatif singkat dibandingkan teknis analisis
lainnya
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1. Reservoir Fase Gerak

J
Bisa lebih dari 1

N

dari gelas / stainless steel

J
Daya tampung 1-2 L

Dilengkapi degasser (menghilangkan gas terlarut) - gas

NO, & I -gelembung di
dalzzam Eozlgnrrg\le‘r;;tt):zttogre FREE Belembun o * Degassing = pompa vakum dihubungkan reservoir &

N2 diaduk / dipanaskan
- Pelebaran pita analit

- Respon detektor terganggu Solven disaring dengan kertas Millipore

Pemisahan dengan 1 jenis FG dengan konsentrasi konstan

- Elusi Isokratik

Bila dengan 1 atau lebih FG yang polaritasnya berbeda -

Elusi Gradien

Digunakan FG segar - mendapatkan hasil yang

reprodusibilitas optimum dalam pemisahan
It § 4 ‘K ‘i v
ik § : -



Polaritas indeks

Toluen 2.4

BERERAPA Kloro benzen 2.7
CONTOH FASE Etil eter 2,8
GERAK YG Etil asetat 44
BANYAK AR -
DIGUNAKAN o ;
Asetonitril 5,8

Air 10,2




+ Pompa berfungsi untuk mendistribusikan
fase gerak maupun sample dengan
tekanan yang tinggi ke bagian-bagian
lainnya. Tekanan berkisar antara 6000-
9000psi

+ Sebelum melakukan analisis (sample
belum dimasukan kedalam fase gerak)
harus dilihat base line (ada nilai slope
yang harus dipenuhi). Nilai ini
bergantung dari masing-masing
alat/instrument

+ Ketika base line sudah stabil maka auto
sampler mulai menjalankan algoritma
Injeksi sample atau disuntikkan secara

namtial




C.ALAT INJEKSI/INJECTOR

Berguna untuk memasukkan sampel ke dalam kolom

Injector manual

Beberapa HPLC dilengkap! peralatan injeks!
sampdl yg dpt memasukkan sampel secars
ptomatss sekalgus menjalankan peralatan lin
¥g terangikal dim satem tsb dicenal auto
injector, Alat i mampu menangans samped
dim jumiah puluban bush

Dirancang khusus seab sistem HPLC
mempunyaal tekanan sangat tinggs

J

\ ' ’
Automatic Injector




5. Kolom Kromatografi

* Bentuk tabung, permukaan dalam rata
-+ Dari gelas / stainless steel

s Lapisan luar kadang dilapisi logam = menahan
tekanan ad 6000 psi, rx kimia dari FG

* Sambungan kolom = tidak menyebabkan FG
stagnant

“: Panjang kolom (10 - 30) cm

: Analisis pemisahan cepat (3 — 8) cm

: Internal diameter (4 — 5)mm

2> Partikel diameter (3 —5) um

* Guard kolom = sebelum kolom analitik

Jied 4 ‘é 1 -




KOLOM HPLC

GRACE HPLC Column

VisionHT™ Guard Columns




HPLC FASE NORMAL

» NP-HPLC: fase gerak non polar,
fase diam polar

KOLOM » Disebut juga kromatografi

adsorpsi (adsorption
chromatography)

» Pemisahan didasarkan atas
adsorpsi/desorpsi analit pada fase
diam polar (silika atau alumina)

) VRS AR Kolom polar / fase gerak non polar
Normal e el
N A/ Y I N « Analit polar lebih tertahan
j haSEHP£C : Contoh : R=hidrokarbon daripada analit non polar karena

gugus silanol pada silika.
‘ HPLC FASE TERBALIK

» RP-HPLC: fase gerak polar, fase
diam non polar

» Pemisahan didasarkan atas
koefisien partisi analit dalam fase
diam dan fase gerak

» Urutan elusi: analit polar terelusi
lebih dahuly, analit non polar
terelusi terakhir

* Untuk pemisahan analit non polar
(non ionik)

* Untuk analit yang dapat terionisasi
(ionik) dapat dianalisis dengan RP-
HPLC menggunakan pengaturan pH
fase gerak atau teknik pasangan ion
(lon-pair).

K EVE’/'SEd Kolom non polar / fase gerak polar
Jo 17N g < HOR Contoh R = cyanofC;H,CN) diol (C:HOCH,CHOHCH,OH); amino

FLOW

FLOW

polar

CH,
- e
cH,




Fase Balik/Reverse Phase HPLC

Silika dimodifikasi menjadi non polar berupa atom
karbon 8 atau 18. Sebagai contoh, pelarut polar
digunakan berupa campuran air dan alkohol
seperti metanol.

Senyawa-senyawa non polar dalam campuran akan
bereaksi dengan gugus hidrokarbon karena adanya
dispersi gaya van der Waals. Molekul-molekul polar akan
bergerak lebih cepat melalui kolom.

Fase balik HPLC adalah bentuk yang biasa digunakan
dalam HPLC.

JiEd /. 'l ; .



BERDASARKAN SIFAT KIMIA PEMISAHAN

RP
HlL'C lon IE
/_\ Suppression /\
| ~ lon
Reversed ) lon pairing ,. b
. Phase HPLC EXchangs

Dilakukan dengan instrumen HPLC yang sama,
tergantung dari kolom yang digunakan




[ON EXCHANGE HPLC

Functional groups

CATION EXCHANGERS ANIOH EXCHANGERS

TVPE élé?(l)t.l‘;ll')lONAL vrD é;l[ir(q)((..'l[;l ONAL
Sulfoe acid SO0} H Quatemary amine NICH J] OH
Carlxixyhie acid L00 H Quaternary amine NCH 92 (FOH)
Phosphonic acid POSH ‘tertiary amine NH(CH 3)2 OH
phosphinic acid HPO 5 H Secondary amine NH SCH 3)2 OH
Phenofic -0 H Primary amine -NH 3 OH
Arson i HAsO 3 H
Selencetic -S¢03H




SIZE EXCLUSION HPLC

» Merupakan metode kromatografi yang menggunakan partikel berpori untuk |
memlj;ahkan molekul dcngangukm):an gang l%cl’rbcda. iz o by e

* Untuk pemisahan makromolekul (BM > 10000). 000
* Disebut GFC jika digunakan untuk pemisahan molekul biologis yang larut 00000 000

air B Qo

X
» Fase gerak umumnya toluen dan tetrahidrofuran, 000 1000 QDO)
Mekanisme 00, 10 6) ' ‘OU*

*  Molekul yang lebih keeil dari ukuran pon dapat memasuki partikel dan A |
mcmEunl\;sl Jalur dan waktu transit yanlgmlg:blh pan{ang dibandingkan

molekul besar yang tidak dapat memasuki partikel. Semua molekul r:m
lebih besar dari ukuran pori tidak tertahan dan terelusi bersama, Moleku
yang memasuki pori akan mempunyai waktu tinggal dalam mkcl yang
lergantung pada ukuran dan bentuk molekul. Molekul yang berbeda
mempunyar waktu transit yang berbeda untuk melewati kolom,

* Molckul yang tidak dapat memasuki pori akan memerlukan volume fase

- gerak lebih banyak untuk dapat keluar dari kolom

<O

1000

()




DETEKTOR

01

Sensitivitas yang tingg!
yaitu lebih dari 0,1 pg

sampel dim 1 ¢cm?

02

Tidak merusak sampel

03

Tidak sensitif thd
perubahan temperatur
dan perubahan kecepatan
aliran fasa gerak




DETEKTOR
FOTOMETER (UV,
IR, FLUORESENCE)

Detektor UV dikhususkan pada senyawa yg memilki serapan maksimum di daerah UV

yaitu senyawa yg memiliki elektron ikatan n dan elektron non ikatan seperti olefin,

Aromatik, dan senyawa yang mengandung gugus ~C=0, -C=S, -N=0 dan ~N=N

Detektor IR dapat dipaki untuk mendeteksi beberapa panfang gelombang yg dapat
diatur menurut gugus fungsinya, Panjang gelombang tersebut pada daerah 4000-690

tmt

Detektor fluoresence dipakai untuk senyawa ya memiliki tingkat sefektifitas tingg
pada senyawa yg berfluoresence. Senyawa ini umumnya memifiki struktur sikfik
konyugasi spt polinukiear aromatik, asam amina aromatik. phenol, quinolin




DETEKTOR REFRAKTOMETER

J Perbedaan detektor ini dari yg lain adalah mampu memonitor perbedaan indeks refraksi yg terdapat dim fasa
gerak dan fasa gerak-sampel ketika keluar dari dalam kolom

J Deteksi mampu dilakukan hingga konsentrasi 1 ppm dim larutan

DETEKTOR KONDUKTOMETER

J Didasarkan pada adanya perbedaan daya hantar listrik dari larutan yg melewatinya
J Khusus digunakan utk mengukur larutan elektrolit yaitu pd kromatografi penukar ion
J Fasa geraknya biasanya air atau larutan buffer




RECORDER

Menggambarkan kromatogram berdasarkan hasil yg diberikan oleh detektor

Kromatogram HPLC
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Profil kromatogram

Dalam gambar, area di bawah puncak Y < dibanding dengan area
dibawah puncak X. Hal ini mungkin disebabkan :

a.Karena Y lebih sedikit dari X

b.Y mengabsorbsi sinar UV pada panjang gelombang lebih
sedikit dibanding dengan X.




Hasil Analisis dengan menggunakan HPLC

Column feciam PAZ. S um
: Oimensions: 4.5 x 150 mm
Laury: selai Mobie Prase: (A) Actonitrie
(S) Borate bufler (6.2 g boric acd y Column Acclaim PA2, 5 pm
Panteng®™ Shampao | Lausth sullste n D’{‘“”'- 3gust o pH 3 ' A Dimensions: 4.6« 150 mm
with S0% NaOH Mobike Phase Acetoniinie/Borsie bofier
H o aguBous saluion (6.2 g borc acd i D wales,
= Gradeant fmeimm) A f , ) adusitopHB3 u'nh S0% NaQH
Frucss® Fortdying Shampoc 2 0 10 15 S 3ol W 476D

-

0 0 100 lerperature. 30 °C

.JL\ % 70 % - Flow Rae 1 mijmin
L 2 70 0 o Volume; 2l

snsilk™ Shamooo ) o) instrument.  1CS-3000 Chromatographac System

SN S Tempenatue: 30°C Defsction:  Suppressed conductvity (AMNIS i
I Fow R‘xe ’rT'..'v'-n-' 4 mm supgressor, chemical mode at
inj. Volume: 10 0 ————— 1.5 ml/mn with 20 mN sulluric acid)
. nstrument: 1CS-3000 Chromatographic Sysiem 0 126 250 375 500 625 750 B75 1000 1200 Sample Dodecyi sullaie (009 1o 1000 ppm)
12 ~ 0 Delection Suppressad conductaty (AMMS 1 Concenirabion [ppm]
Minutes 4 mm supprassor, chemical mode at
1.5 mi/min with 30 mN sulfiric acid -
A shampoo sample suspended in K0
and goohal (5050 wy). son - . . .
80 ol s M s igure 7. Linearity under isocratic conditions. Dynamic range —

0 45-gm membrane Siter 0.1 to 1000 pp

24248




SISTEM ELUSI HPLC




Sistem Pompa HPLC: Berdasarkan komposisi fase gerak/elusi

a. Isokratik (Isocratic elution):

< Komposisi fase gerak tetap

b. Gradien (Gradiient elution):

- Komposisi fase gerak berubah-ubah

e
”

-~
- . g
.~ Elusigradien

% Komposisi FG
\
\
\

o Elusi Isokratik

Waktu (meril -




ELUSI GRADIEN (BERUBAH KOMPOSISI ELUEN
SETIAP WAKTU)

Apabila suatu campuran senyawa yang kompleks ingin dianalisa yang terdin dari komponen-kompaonen yang mempunyai

afinitas yang sangat berbeda, sering didapatkan pemisahan yang tidak sempurma apabila digunakan sistim {sokratik

Untuk memecahkan persoatan inl komposisi fasa gerak dapat diubah selama proses penuisahan sesuai dengan tingkat affinitas
masing-masing komponen

Dapat menggunakan labih dari dua pelarnut Y9 secars otomatis dpt diubah komposisinya sesual kebutuhan, sehingga cﬁpecokm
pemisatian yg baik: Biasanya mqgumbudm pompa FG.




Keuntungan:
o Lebih baik untuk sampel campuran
i » Memiliki resolusi yang lebih baik T

» Kapasitas puncak lebih baik

ELUSI GRADIEN Kerugian

« Sistem pengaturan pd HPLC lebih kompleks

* Pengembangan Metode analisis dan implementasi

Contoh komposisi FG tebif rumit

90 10 0-5
70 30 5-10
65 35 10-15

« Penyesuaian kolom dengan fase gerak
membutuhkan waktu sehingga analisis menjadi lebih
lama




e

ﬁ 2 40 menit
N ) H
i 4 30 menit
20 menit
Walktu / menit

Gambar §. Pemisahan alkilbenzena secara gradien elusi menggunakan kolom monolith
poli( LMA-co-EDMA). Fasa gerak A: asetonitril-air (40:60 w/w); fasa gerak B: asetonitnl-
air (60:40 wiw); layu alir 0,1 mL/menit; volume mjeksi: 0,2 pL; deteksi UV: 214 nm.

Puncak: (*) urasil, (1) etilbenzena, (2) propilbenzena, (3) butilbenzena dan (4)
I amilbenzena. I



ELUSI ISOKRATIK

» Isokratik, cara pengaturan fasa gerak yg hanya
memeriukan 1 macam komposisi pelarut baik
pelarut tunggal maupun pelarut campuran.
(komposisi pelarut sama dari mulai analisis hingga
selesal)

« Jika digunakan 2 jenis pelarut maka diperlukan 2
pompa utk mengatur pelarut agar komposisinya
tetap selama pemisahan

» Contoh: Metanol ; Air: Asetonitril dengan
- perbandingan 50:10:40




TEKNIK PENANGANAN SAMPEL UJl

\

Sampel berupa krim atau

Sampel berupa padatan
Sampel berupa larutan

i dit s emulsi perlu dilarutkan dan
erlu dihancurkan dan
P dapat diencerkan dipisahkan dari pembawa

dilarutkan , disaring

yang dapat merusak kolom

\ J
~ ’ ‘- o L

VIDE




SELAMAT BELAJAR




SPECTROPHOTOMETRY UVYVIS




SPECTROFOTOMETRY UV-VIS?

+ Spektrofotomer UV-Vis adalah anggota feknik analiss spektroskopik yang
memakal sumber REM (radliasi elektromagnefik) ultraviolet dekat {190-360
nm) dan sinar fampak (360780 nm) dengan memakar instrumen
spekirofotometer, Spektrofotometr UV-Vis melbatkan energi elekironik yong
Cukup besar pada molekul yang dianalss, sehingga spektrofotomer UV-Vis

lebih banyak dipaka untuk analss kuantitatit dibandingkan kualifaf,

+ Spekirofotometer UV-Vis adalah alat yang digunakon unfuk menqukur
ansmitans, reflektansicon absorbsi dort cuplikan sebaga fungs dor
panjong gelombang. Spektrofotometer UV-Vis menggunakan cohoyo
sebagol fenaga yang mempengaruhi substans senyawa kimic. Cahaya
yang ligunakan merupakan fofon yang bergetar don menjolar secara urys

don merupakan fenagafisrk don magnef yang keduanya saling faqok



SPECTROFOTOMETRY UV-VIS?

Merupakan metode kuantitatif

Berdasarkan radiasi elektromagnetik :
Sinar UV (tidak tampak) dan Visibel
(tampak).

Sinar radiasi =~ energi dlm bentuk
gelombang.

Panjang gelombang: jarak linear dr 1 titik
pada titik gel yg berdekatan.

Satuan panjang gelombang : nanometer
(nm) atau lambda (\)




SPECTROFOTOMETRY UV-VIS?

I/
N
/ v
/
N
\

Jarak —»

- Frekuensi: banyaknya gel yg melewati
suatu titik tertentu dilm satuan waktu.

- Satuan: Hert (Hz) atau nu
« Sinar ultraviolet : 200 - 400 nm
« Sinar visibel: 400 - 750 nm



Absorpsi radiasi UV-Vis melibatkan eksitasi elektron
terluar dan terdapat 3 jenis transisi elektron yaitu:

1. Transisi elektron s, p, dan n
2. Transisi elektron d and f
3. Transisi elektron alih muatan (charge transfer)

Saat atom atau molekul mengabsorbsi energi (radiasi yang
diberikan), elektron mengalami promosi dari keadaan dasar
ke keadaan tereksitasi.

Dalam molekul, atom dapat berotasi atau bervibrasi satu
sama lainnya. Vibrasi dan rotasi ini memiliki tingkat energi
diskret seperti pada gambar setelah slide berikut ini

\ ! } Excited states
A

Energy

Y

Absorption Emission

Ground state




Spektroskopi UV-Vis

« Absorpsi molekuler (~160-780 nm)

* Proton akan mempromosikan elektron ke
keadaan tereksitasinya (orbital molekul)

Bagaimana = Sinar dari sumber kontinu diabsorpsi oleh
pengukuran terjadi sample

Data E « Absorbans proporsional terhadap
konsentrasi spesi absorbans (Hk Beer)

« Setiap molekul yang dapat menyerap
Aplikasi radiasi UV-Vis umumnya dalam keadaan
fase cair

Inavasi + Kecepatan, sensitivitas, ruggedness,
portability
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Hubungan antara warna dgn pjng gel
sinar tampak

ELELTY Warna yg diserap Warna yg diamti
Gelombang

400 - 435 nm Ungu (lembayung) Hijau Kekuningan

450 - 480 nm Biru Kuning

480 - 490 nm Biru Kehijauan Orange

490 - 500 nm Hijau kebiruan Merah

500 - 560 nm Hijau Merah anggur

560 - 580 nm Hijau kekuningan Ungu (lembayung)
580 - 595 nm Kuning Biru

595 - 610 nm Oranye Biru kekuningan

610 - 750 nm Merah Hijau kebiruan




ADSOI U

Spesi Pengabsorbsi

« Berhubungan dengan transisi elektronik |

* Akibat banyaknya keadaan vibrasi dan | ...
rotasi yang terjadi akibat penyerapan 5. -
radiasi — spektra akan berbentuk pita [ ...\

« Senyawa organik yang mengandung i

{Senyowa 1 '
Anilm
— Formaldehid
r——— Barbiturat

gugus kromofor dapat menyerap radiasi

LE
3c0
Pmjang Gelombang (nm)

L)
35¢ 400

UV-Vis yang diberikan

Kromofor — merupakan gugus fungsional yang dapat menyerap radiasi
UV-Vis, biasanya berupa sistem ikatan rangkap terkonjugasi.

Untuk tujuan kuantitatif jika senyawa organik tersebut tak menyerap di
daerah UV-Vis maka dapat mereaksikannya dengan pereaksi
kromoforik/kromogenik yang akan menghasilkan produk yang dapat

meyerap radiasi UV-Vis




Absorpsi UV-Vis

Auksokrom

Gugus/substituen yang meningkatkan intensitas absorpsi
dan menggeser A serapan seperti:

-CHs, -OH, -OR, -X (halogen), -NH,, dll

Senyawa aromatik

)\maxl )\maﬂ

e 203,5 nm 254,5nm
_ CH; 206,5nm 261 nm

— Cl 209,5 nm 190 nm
— Br 210 nm 192 nm
Zat : » Tidak harusberwarna
e Serapan ~ transisi e- ~ distribusi e-
e Pelarut ?



Absorpsi UV-Vis

TABLE 26-1
Absorption Characteristics of Some Common Organic Chromophores
Chromophore Example Solvent py— ] -
Alkene CeH 3y« CH=CH, n-Heptane 177 13.000
Conjugated alkene CH,~CHCH-==CH, n-Heptane 217 21,000
Alkyne C<HC=C—CH, n-Heptane 178 10,000
196 2,000
225 160
O
Carbonyl CH4COCH; n-Hexane | 86 1.000
280 16
O
CH.CH n-Hexane 180 Large
203 12
O
Carboxyl CH.COH Ethanol 204 41
O
Amido CH4CNH, Water 214 60
Azo CH4N=NCH, Ethanol 339 5
Nitro CHyNO, Isooctane 280 22
Nitroso CHyNO Ethyl ether 300 100
665 20
Nitrate C;HsONO; Dioxane 270 12
Aromatic Benzene n-Hexane 204 7.900

156 2(X)




5 Kromofor

N=N NO> Auksokrom

DPPH
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
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Curcumin
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* Prinsip kerja spekirofotometer UV-Vis adalah interaksi yang terjadi antara
energi yang berupa sinar monokromatis dari sumber sinar dengan materi
yang berupa molekul, Besar energi yang diserap tertentu dan
menyebabkan elekiron tereksitasi dari keadaan dasar ke keadaan
tereksitasi yang memiliki energi lebih tinggi. Serapan fidak terjadi seketika
pada daerah ultraviolet-visible untuk semua strukfur elektronik, tetapi hanya
pada sistem-sistem terkonjugasi, struktur elektronik dengan adanya ikatan

dan non bonding elektron .
» Dari 4 jenis spektrofotometri (UV, Vis, UV-Vis don lr) memiliki prinsip kerja yang
sama YOlfU "adanys :m eraksi anfara materi dengan cahaya yang memiliki
panjang gelon nbang ferfenty” . Perbedaannya terletok pada panjang

gelombong yang dugunakon



- 020202
7 PRINSIP

Prinsip kerja spekirofotometer berdasarkan hukum
Lambert Beer. Hukum Lambert-Beer menyatakan
hubungan linier antara absorban dengan
konsentrasi larutan analit dan berbanding terbalik
dengan fransmitan. Dalam hukum Lambert-Beer
tersebut ada beberapa pembatasan, yaitu :

v Sinar yang digunakan dianggap monokromatis

v Penyerapan terjadi dalam suatu volume yang
mempunyai penampang yang sama

v Senyawa yang menyerap dalam lorutan
tersebut tidak tergantung terhadap yang lain
dalam larutan tersebut

v Tidak terjadi fluorensensi atau fosforisensi

v Indeks bias fidak tergantung pada konsentrasi
larutan.,




t

Struktur Kimia dan Absorpsi Visible

Larutan yang dapat dianalisis dengan
spektrofotometer visible 2 senyawa yang
berwarna

Contoh : KMnO4

Apabila senyawa tersebut tidak berwarna,
maka perh ditambahkan pengompleks yang
dapat membentuk warna

Contoh : analisis logam Pb

50...

Struktur kimia dan absorpsi UV

Larutan yang dapat dionalisis dengan
spektrofotometer UV 9 senyawa yang
mempunyai gugus kromofor

Gugus kromofor : gugus molekul yang
mengandung sistem elektronik yang dapat
menyerop energl pada deersh UV

Lot yang dopot dianalisis
dengan spektrofotometrn UY-
Vis yaitu zat dalam bentuk
larutan dan zat yong tampak
berwarna mavpun berwarna
dan memiliki gugus kromofor.




Cara kerja alat spekirofotometer UV-
Vis yaitu sinar dari sumber radiasi
diteruskan menuju monokromator,
Cahaya  dari  monokromator

diarahkan terpisan melalui sampel
dengan sebuah cermin berotasi.
Detektor menerima cahaya dari
sampel secara bergantian secara
bervlang-ulang, Sinyal listrik  dari
detektor diproses, diubah ke digital
dan diihat hasinya, selanjutnya
perhitungan  dilakukan  dengan
komputer yang sudah terprogram.,




Prinsip Spektrofotometri

Larutan sampel dikenai radiasi elektromagnetik,
sehinge;x menyerap energi / radiasi - terjadi
interaksi antara radiasi elektromagnetik dengan
materi (atom/molekul)

Jumlah intensitas radiasi Kang diserap oleh larutan
sampel dikonversi dengan konsentrasi analit < data

kuantitatif
Read Out
detektor
monokromator
sel sampel
slit atau
pintu keluar
. Detektor pada spektrofotometri berupa :
Pe::‘é;i’a‘r'z;:::‘; UV (tidak tampak) : Deutrium
i : Vis (Sinar Tampak) : halogen dan
'slit atau tungsten
sumber cahaya  pintu masuk Xenon lamp: 190 - 1100 nm

polikromatis




Instrumen Spektrofotometer UV-Vis

Sumber sinar

e Lampu deuterium atau hidrogen-daerah UV

e Filamen tungsten — daerah sinar tampak
hingga inframerah dekat

e Lampu busur xenon

N\ Wadah sampel / Kuvet

e Material — kuarsa/fused sifica untuk UV dan
kaca silikat untuk sinar tampak

e Bentuk — permukaan yang flat , silindris
e Ukuran —umumnya 1 cm




A
’ FUNGSI MASING-MASING BAGIAN

berfungsi sebagai sumber sinar polikromatis
dengan berbagai macam renfang panjang gelombang.

berfungsi sebagai penyeleksi panjang gelombang
yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar polikromatis
menjadi cahaya monaokromatis.

~«| berfungsi sebagai tempat meletakan sampel.

berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel
dan mengubahnya menjadi arus listrik.

merupakan suatu sistem baca yang menangkap besamya
isyarat listrik yang berasal dari detektor.



- Semua molekul mempunyai energi(
translasi (E bergerak), vibrasi, elektronik
dan rotasi).

- Molekul bergerak dr tingkat energi yg
lebih rendah, maka beberapa enerqgi
dilepaskan.

- Energi hilang : radiasi (prosesnya emisis
radiasi).

- Sinar UV dan Vis meberikan energi yg
cukup u/ tjdnya transisi elektronik,
dikatakan spektra elektronik.




Spektrofotometri dibagi menjadi 2 macam:
Singel Beam

cahaya hanya melewati satu arah sehingga
nilai yang diperoleh hanya nilai absorbansi
dari larutan.

2. Doubel Beam
nilai blanko dapat langsung diukur
bersamaan dengan larutan yang diinginkan
dalam satu kali proses yang
sama. Prinsipnya adalah dengan
adanya chopper yang akan membagi sinar

menjadi dua, di mana salah satu melewati
blanko (disebut juga reference beam) dan
yang lainnya melewati larutan (disebut
juga sample beam)




R

Read Out
detektor
monokromator
sel sampel
i e SINGLE
' pintu keluar
spcrsi atau
penyebar cahaya
slit atau
sumber cahaya  pintu masuk
polikromatis
Mirror
D, lamp § Tungsten lamp Rull:r‘um:r:
M im% Lj Photo diode
. Data readout D O U B L E
lter Drata E B EA M
Processing 1‘;’
=

Wavelength (nm)

Photo diode

G-

Monochromator

)=

Feam
splitter
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SINGLE BEAM INSTRUMENTS DOUBLE BEAM INSTRUMENTS




SINGLE BEAM VERSUS DOUBLE BEAM

rerbedaan xedua |enis
spekirofotometer lersebut
hanya pada pemberan

, dimanag pada single
peam, cahaya nonya

melewali satu arah sehingga
nial yang diperoleh hanya
niloi absorbansi dan laruton
yang dimasukan.

Dari kedua jenis
spekirofotometer tersebut,
spekirofotometer double
beam memiliki keunggulan

lebih dibanding single-
beam, karena nilal
absorbansi larutannya
felah mengalami
pengurangan fernadap
nilcl blanko.
Selain itu, pada single-
beam, ditemukan juga
peberapa kelemahan
seperti perubahan
cahaya akibat
voltase.




SINGLE BEAM DOUBLE BEAM



WRINNINERY

Kuvet Kompartemen
1 sampel



UV-VIS DOUBLE BEAM

Kompartemen



S

(1 KON Al Aic :ﬁ‘“"'} ?['v»u«”'v:u’;"; | ,»' W | [ ?»’-rf'-'w_,,,';l
dua tempat kuvet. Satu kuvet dlgunokon sebagm tempot untuk
menaruh sompel sementara kuvet lain digunakan untuk menaruh
blanko. Sementara pada spekirofotometer single beam, hanya
terdapat satu kuvet.

+ Kuvet yang baik harus memenuhi beberapa syarat sebagai berikut
a. Permukaannya harus sejajar secara optis
b. Tidak berwarna sehingga semua cahaya dapat di fransmisikan
c. Tidak ikut bereaksi terhadap bahan-bahan kimia
d. Tidak rapuh
e. Bentuknya sederhana



S —— N
LARUTAN BLANKO

* Larutan blanko adalah larutan tidak berisi analit. Larutan blanko biasanya
digunakan untuk tujuan kalibrasi sebagai larutan pembanding dalam
analisis fotometri. Larutan blanko dapat dibagi menjadi 3 jenis yaitu ;

*+ Kalibrasi blanko (larutan yang digunakan untuk membuat titik nol
konsentrasi dari grafik kalibrasi; larutan ini hanya berisi pengencer digunakan
untuk membuat larutan standar

+ Reagen blanko (larutan berisi reagen yang digunakan unfuk melarutkan
sampel, pembacaan absorbansi untuk larutan ini biasanya dikurangi dari
pembacaan sampel)

* Metode blanko (larutan yang diperlakukan sama dengan sampel,
ditambah dengan reagen yang sama, mengalamai kontak dengan alat
yang sama dan diperlakukan dengan prosedur yang sama)



No. Penggolongan Macam

Kuvet permanen
I Berdasarkan pemakaiannya

Kuvet dispossable

Kuvet dari silika

2 Berdasarkan bahannya

Kuvet dari gelas

Kuvet bermulut sempit
3 Berdasarkan penggunaannya

Kuvet bermulut lebar

Keterangan

dibuat dari bahan gelas atau leburan silika

dibuat dari teflon atau plastik

dipakai untuk analisis Kuantitatif dan Kualitatif
pada daerah pengukuran 190-1100 nm

dipakai untuk analisis kuantitatif dan kualitatif
pada dacrah pengukuran 380-1100 nm karena
bahan dari gelas dapat mengabsorpsi radiasi
Y

untuk mengukur kadar zat alam pelarut yang
mudah menguap

untuk mengukur Kadar zat alam pelarut yang
tidak mudah menguap



THE BUTTONS IN SINGLE

-_— BIM UV-VIS
. Home key Printer Key
. Calibration Key Screen display
. Direct Key Wave Key



TAMPILAN PANJANG
GELOMBANG



HAL-HAL YANG PERLU DIPERHATIKAN SAAT ANALISIS SAMPEL

+ Apabila larutan yang akan dianalisis merupakan larutan yang fidok berwarma, maka
larutan tersebut harus diubah terlebih dahulu menjadi larutan yang berwarna.
Kecuali apabila diukur dengan menggunakan lampu UV,

+ Panjong gelombang yang digunakan adalah panjang gelombang yan
mempunyai absorbansi maksimal, Hal ini dikarenakan pada ponof n ge omban
maksimal, kepekaannya juga maksimal karena pada panjang gelombang tersebut,
Eeru_bghon absorbans| untuk tiap satuan konsentrasi adalah yon? paling besar. |

elain itu disekitar panjang gelombang maksimal, akan terbentuk kurva absorbansi
yang datar sehingga hukum Lamberi-Beer dapaf terpenuhi. Dan apabila dilakukan
pengukuran ulang, fingkat kesalahannya akan kecil sekali,

. dpektrofotometer d(ijgunokon, untuk mengukur intensitas cahaya yon? dipancarkan
an cahaya éong labsorbsi, Hal ini bergantung pada spekirum elektromagnetik
yang diabsorb oleh benda. Tiop media akan menyerap cahaya pada panjan
gelombang tertentu tergantung pada senyawa yang terbentuk. Oleh karena ifu
perlu dilakukan kalibrasi QOH]OH? gelompon? dan absorban pada spekirofotometer
agar pengukuran yang di dapatkan lebih teli.
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PROSES ABSORBSI CAHAYA PADA
SPEKTROFOTOMETRI

fatal .._n;ong gelombang tertentu saja yong akan
dnserop D| dalom suatu molekul yang memegang peranan
penfing adalah elektron valensi dari setiap atom yang ada
hingga ferbentuk suatu materi. Elekiron-elektron yang dimiliki
oleh suatu molekul dapat berpindah (eksitasi), berputar (rotasi)
dan bergetar (vibrasi) jika dikenai suatu energi.

Jika zat menyerap cahaya tampak dan UV maka akan
terjadi perpindahan elekiron dari keadaan dasar menuju ke
keadaan ftereksitasi. Perpindahan elekiron ini disebut fransisi
elekironik. Apabila cahaya yang diserap adalah cahaya
inframerah maka elekiron yang ada dalam atom atau elektron
lkatan pada suatu molekul dapat hanya akan bergetar (vibrasi).
Sedangkan gerakan berputar elektron terjadi pada energi yang
lebih rendah lagi misalnya pada gelombang radio.

.< . .




K Hasil spektrofotometri berupa : ‘
A. Panjang gelombang Vs Absorbansi
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anjang gelombang Vs Molaritas
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- Panjang Gelombang Vs Transmitan 1
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Senyawa bisa dibaca dikarenakan
mempunyai gugus kromofor dan
ausokrom.

- Gugus kromofor: semua gugus atau atom
dlm senyawa organik yg mampu
menyerap sinar UV dan Vis.

- Gugus ausokrom: gugus fungsional yg
mempunyai elektron bebas.contoh:
hidroksi, metoksi dan amina

- Gugus ausokrom berikatan dengan gugus

kromofor membuat panjang gelombang
semakin besar
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Table 21.1 : Absorption Bands for Representative Chromophores with Examples :

S.No. Chromophore System A € A Examples
1. Acetyhde -C=C- 175-180 6000 —_ Acetylene
2. Azo =N = N= 285400 3-25 — Azomethane
1 Aldehyde =CHO 210 strong 280-300 Acetaldehyde
4. Carboxyl —COOH 200-210 50-70 — Acetic acid
5. Nitrile =N 160 — — Acetonitrile
6. Nitro -NO, 210 strong — Nitromethane
1. Thioketone C=5 205 strong — Thiobenzophenone
8. Esters -COOR 205 50 — Ethyl acetate
9. Ether -0 185 1000 — Diethyl ether
10. Amine -NH, 195 2800 —_ Methyl amimne
1. Thiol -SH 195 1400 —_ Thiophenol
12, lodide =1 260 400 —_— Methyl 1wdide
13. Bromide -Br 208 300 —_ Ethyl bromide
14. Sulphone —S0,- 180 — —_ Dapsone
15. Nitroso -N=0 302 100 — p-Nitroso phenol




- Spektro UV-Vis digunakan untuk
kuantitatif, untuk kualitatif digabung
dengan detektor IR (Infra Red), MS

(Massa Selective)

- Untuk kuantitatif : intensitas sinar
(absorbansi) dengan membandingkan
intensitas sinar yang diteruskan dengan
intensitas sinar yang diserap.

Persamaan u/ intesitas sinar dengan
menggunakan persamaan hukum
Lambert-Beer




PRISNSIP PENGUKURAN DAN
TEORIYANG DIGUNAKAN




Pengukuran Transmitans dan Absorbans

Absorbing A / T / P
solution of R m — (y L /3
concentration ¢ P
S
1= Py
p
A= log-2
Og P
P: radiant power
Po : radiasi sumber
4 1104 thee P: radiasi yang menembus sampel
b: jarak sampel yang dilewati radiasi
i i

PO T: Transmitan, rasio P/Po



Pengukuran Transmitans dan Absorbans

Efek lainnya yang dapat mereduksi

intensitas sumber energi: Maka sampel harus dalam kondisi larut

sempurna.
= Penghamburan cahaya

M Pemantulan pada permukaan P

¥ Dihamburkan dalam larutan s ~ |P——
» molekul besar — o -
» gelembung udara Bl |y
\l.ll .-"’ % Al Lo
/
= Absorpsi energi oleh pelarut. Maka "< ol " hon, P,
perlu normalisasi dengan ! VRN )
membandingkannya terhadap sel
referens (setting blankeo). -+—] S |
M Hanya mengandung pelarut - -
» pengukuran fransmitans N/ Reneotun imses
dibandingkan dengan hasil e« s

dari sel referens



Pengukuran Transmitans dan Absorbans

TABLE 13-1 Important Terms and Symbols for Measurement of Absorption

Alternative Name
Term and Symbol* Definition and Symbol
Radiant power £, Py Energy of radiation (in ergs) impinging Radiation intensity /7, I
on a 1-cm? area of a detector per second
. P,

Absorbance A k)g—’;-) Optical density D; extinction E

: P e
Transmittance 7° R Transmission T

0

Path length of radiationt b — ld

goa A o g :
Absorptivityt a e Extinction coefficient &

Sl A % g

Molar absorptivity? e ae Molar extinction coefficient

“Terminology recommended by the American Chemical Soclety (Anal. Chem., 1990, 62, 91).
fe may be expressed in /L or in other specified concentration units; & may be expressed in cm or in othee units of length,
§e 18 expressed in mol/L; b is expressed in cm.




Hukum Lambert-Bouger

Lambert & Bouger menemukan bahwa intensitas energi tertransmisi
menurun eksponensial jika panjang lintasan (b) yang dilewati energi radiasi
tersebut meningkat ,

- Incident - T Absorbing E i
dP = —-kPdb ”ﬁ'ligﬂt_h P o i _,”g"gf"ﬂ'"g
dP/P = —-kdb

x=0 a X=0
[dP/IP = —k[db
T A
InP/P, = —kb
logP/IPy, = —(k/2.303)b
A = —log P/Py = (0/2.303) b
Panjang lintasan Panjang lintasan

Efek panjang lintasan terhadap
transmitans dan absorbans




Hukum Beer

Beer (1852) menemukan bahwa konsentrasi (C)
merupakan fungsi timbal balik eksponensial dari transmitans

dan absorbans (proporsional langsung dengan konsentrasi)

dP = —a P dC
dP/P = — o dC
[dP/P = —a ] dC
INP/Py, = —a C
log PP, = —(a/2.303) C

A= —log P/P = (0/2.303) C

. ]




Hukum Beer

Hukum Beer

A = ¢bC — g:absorptivitas molar

o \ A

€] [C]

Efek konsentrasi analat pada nilai transmitans dan
absorbansnya

Molar absorptivity: how strong a chemical species absorbs light at a particular wavelength




CONTOH SOAL

Sebotol sikloheksana tercemar oleh benzena. Pada 260 nm,
benzena mempunyai absorbtivitas molar 230, dan absorbtivitas
molar sikloheksana adalah nol. Spektrum sikloheksana ini
menunjukkan suatu absorbans sebesar 0,030 (b = 1,0 cm).

Berapakah konsentrasi benzena ?

Jawab:
c=A/e.b
= 0,030/ 230x1,0 = 0,00013 M



Hukum Beer

EXAMPLE 10.4

A 5.00 x 10+ M solution of an analyte is placed in a sample cell that has a
pathlength of 1.00 cm. When measured at a wavelength of 490 nm, the
| absorbance of the solution is found to be 0.338. What is the analyte’s molar

absorptivity at this wavelength?

SOLUTION
Solving equation 10.5 for € and making appropriate substitutions gives

A 0.338 =
£ = = =676 cm™~' M~

T bC  (1.00 cm)(5.00 X 10~ M)




Hukum Lambert-Beer

Absorbing Hukum Lambert-Beer:
Solntion; of “Jumlah radiasi cahaya yang
concentration ¢ , H A
diserap atau ditransmisikan
oleh suatu larutan merupakan
£ suatu fungsi eksponen dari
konsentrasi suatu zat dan
log 5*  tebal larutan.”

P: radiant power
Po : radiasi sumber
P: radiasi yang menembus sampel

b: jarak sampel yang dilewati radiasi
A: Absorban (tidak ada satuan)

T: Transmitan, rasio P/Po
g : absorptivitas molar (/cm.M)

I C : konsentrasi (M) |




Hukum Lambert-Beer: A=¢bC

1. Pengaruh ketebalan/panjang lintasan sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor

ey TR TR TR




Hukum Lambert-Beer: A=¢bC

1. Pengaruh ketebalan/panjang lintasan sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor




Hukum Lambert-Beer: A=¢bc

1. Pengaruh ketebalan/panjang lintasan sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber




Hukum Lambert-Beer: A=¢bc

1. Pengaruh ketebalan/panjang lintasan sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

I Detektor Sampel I



Hukum Lambert-Beer: A=¢bc

1. Pengaruh ketebalan/panjang lintasan sampel

Pembaca
Transmitan

Detektor Sampel




Hukum Lambert-Beer: A=gbc

2. Pengaruh konsentrasi sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber




Hukum Lambert-Beer: A=gbc

2. Pengaruh konsentrasi sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor Eﬂﬂ'lFl-El.lE'l.
konsentrasi X

I




Hukum Lambert-Beer: A =¢bc

2. Pengaruh konsentrasi sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor Sampel A
konsentrasi XX

.|




Hukum Lambert-Beer: A=gbc

3. Pengaruh absorptivitas molar sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor




Hukum Lambert-Beer: A=gbc

3. Pengaruh absorptivitas molar sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor Sampel A
Konsentrasi Y




Hukum Lambert-Beer: A=gbc

3. Pengaruh absorptivitas molar sampel

Pembaca
Transmitan

Sumber

Detektor Sampel B
Konsentrasi Y

g
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ELEKTROFORESIS




Pengertian

» Elektroforesis adalah teknik pemisahan komponen atau
molekul bermuatan berdasarkan perbedaan tingkat
migrasinya dalam sebuah medan listrik.

ey Eea

~——» Colloidal +—
solution

2. Before electrophoresis b. After electrophoresis

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
vang 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.



Prinsip

* Medan listrik dialirkan pada suatu medium yang
mengandung sampel yang akan dipisahkan.

* Kecepatan gerak molekul tersebut tergantung
pada muatan terhadap massanya serta
tergantung pula pada bentuk molekulnya.
Pergerakan ini dapat dijelaskan dengan gaya

Lorentz
— — F = gaya Lorentz,
FIE' —_— q i ' : q = muatan objek,

E = medan listrik

: cathode L__,' t anode

analyle run-buffer c'npc nd ccmpounc
mixture constani pH




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
vang 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

Cathode

Power
supply

negatively charged electrode
(being reduced)
¢'=>
0 Movement of ions across
the electric fied
(they are cariers of

\l charge)
ik

Anode
positively charged electrode

(being oxidized)




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
— dgarosa
* Perambatannya:
— Vertikal
— horizontal



Fuls tam Th .
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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 (Ibh 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.




(A

Direction of
electrophoresis

£l '
ectrophoresis >

* [ Porous gel

(Stryer, 2005)
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Konsentrasi gel harus disesuaikan dengan

ukuran sampel yang akan dipisahkan.

Acrylamide Range of separation of Polypeptides
(length in amino acids)
g% 25-200 kDa
(225-1800 a.a.)
15-100 kDa
s (135-900 a.a.)
10-70 kDa
kit (90-630 a.a.)
6-60 kDa
1o (55-550 a.a.)
4-40 kDa
20% (36-360)




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 (7).

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,

f=bmnr



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




Principles of Separation :

Charge on the Proteins

Acid pH pl Basic pH

N + H \ + OH N #
{Sisa{Ssm(Sis

/ \ V4 . . :

+ + + +

Catwon Neutral Anion

Migrated to - pole NO migration Migratea to + pole




= At the pl of a specific protein, the protein
molecule carries no net charge
and does not migrate in an electric field.
- At pH above the pl, the protein has a net
negative charge and migrates
towards the anode.

- At pH below the pl. the protein obtains a net
positive charge on 1ts
surface and migrates towards the cathode.




" [fwe want to separate many
different protein molecules
of a variety of shapes and
sizes, we first want to get
them to be linear so that the
proteins no longer have any
secondary, tertiary or
quaternary structure (1.e. we
want them to have the same
linear shape).

charged R-groups

hydrophobic areas




® Analogy:

Consider two proteins that are each 500 amino acids
long but one 1s shaped like a closed umbrella while
the other one looks like an open umbrella. If you tried
to run down the street with both of these molecules
under your arms, which one would be more likely to

slow you down, even though they weigh exactly the
same? This analogy helps point out that not only the
mass but also the shape of an object will determine
how well it can.move through and enyironment. So
we need a way to convert all proteins to the same
shape - we use SDS.




Fungsi sds

e 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



Cell
|

v

[ncubated with SDS

v
membranes will be dissolved, the proteins will be

soluablized, all the proteins will be covered with
many negative charges

- all proteins contain only primary structure

- all proteins have a large negative charge which means
they will all migrate towards the positve pole when
placed m an electric field



SDS

" Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) 1s an anionic
detergent that denatures proteins by wrapping the
hydrophobic tail around the polypeptide backbone.

® For almost all proteins, SDS binds at a ratio of
approximately 1.4 g SIDS per gram of protem, thus

conferring a net negatlve charg ge to the polypeptide in
proportion to its length.

" The SDS also disrupts hydrogen bonds, blocks
hydrophobic interactions, and substantially unfolds
the protein molecules, minimizing differences in
molecular form by eliminating the tertiary and
secondary structures.



PAGE

® [f the proteins are denatured and put into an electric
field, they will all move towards the positive pole at
the same rate, with no separation by size. So we need
to put the protems 1nto an environment that will allow
different sized proteins to move at different rates. The
environment of choice 1s polyacrylamide, which 1s a
polymer of acrylamide monomers. When this
polymer 1s formed, it turns mto a gel and we will use
electricity to pull the protems through the gel so the
entire process 18 called polyacrylamide gel

electrophoresis (PAGE).




Elektroforesis protein

* Metode yang paling umum digunakan untuk
memisahkan protein adalah dengan cara
elektroforesis menﬁgunakan 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).

e Metode ini juga disebut “Laemmli Method”
sesuai dengan nama penemunya vyaitu 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



Protein native + 3 merkaptoetanol ditambah SDS

kemudian dipanaskan

« SDS digunakan untuk
melarutkan dan
mendenaturasi protein.

& @ °DS i “os  + merkaptoetanol untuk
= i \ - TS e N0 memecah ikatan disulfide.
O = ( _ S '© « Gliserol (urean atau sukrosa)
'y R =SHThiol L2999 /°6  untuk menambah densit
L Denatured e /Bb8s 85" larutan sampel.
= S s Toe « Bufer untuk menjamin nilai pH
Folded © Q88 s~ .o *+ Bromfenol blue & untuk
I | :f?_\ 2ot les melacak pergerakan protein
1. Principle = T ela s »

L
L — =
- L 'r:' = -
= L R

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



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

negatively -_—
charged SDS C

molecules

POLYACRYLAMIDE-GEL ELECTROPHORESIS

\ ®

slab of polyacrylamide gel



Cathode Probe Plastic
casing

Upper buffer
reservoir

Polyacrylamide
gel

Lower buffer
reservoir

<«— 2dUe3si(

) b 20 406080
Mass (kDa)
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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. 2 migrasi lebih cepat dari
sampel 2> bromphenol blue

Visualisasi hasil pemisahan elektroforesis
Untuk DNA dan RNA - ethidium bromide

- silver staining
Untuk protein - Coomassie Brilliant Blue
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Kompleks DNA —EtBr = cahaya flouresensi = uv
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» KELEBIHAN : Metode pemisahan elektroforesis cukup de

KELEBIHAN DAN KEKURANGAN ELEKTROFORES

peralatan sedrhana, digunakan untuk memisahkan suatu sam
molekul besar seperti protein, asam nukleat, asam amino d
karbohidrat, dan dalam proses pengerjaan yang mudah da
sederhana.

KEKURANGAN : Memiliki keterbatasan dalam hal yang efisiensi
yang rendah , waktu pemisahan yang relative lama, dan berlaku
untuk senyawa yang berwarna saja. Factor penyebabnya biasanya
karena kuat arus searah vyang relative rendah, kecepatan
pemisahan tergantung pada penamabahan tegangan listrik yang
searah. Selain itu tegangan listrik yang searah dapat menyebabka
noda hasil pemisahan menjadi tidak jelas akibat kerusakan n
oleh panas yang dihasilkan tegangan listrik searah yang U
sehingga noda-noda hasil pemisahan elektroforesis menja
terlalu jelas memisah.
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Panjang gelombang sinar tampak yang umumnya digunakan untuk analisa dengan
spektrofotometer Vis yaitu rentang...

0-200 nm

200-400 nm

400 - 800 nm

800 -1200 nm

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

0-200nm

200 - 400 nm

400 - 800 nm

800-1200 nm

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

sumber cahaya — monokromator — sel sampel — detektor — read out (pembaca)
monokromator — sumber cahaya — sel sampel — detektor - read out (pembaca)
sel sampel —sumber cahaya — monokromator — detektor - read out (pembaca)
sumber cahaya — sel sampel — monokromator — detektor — read out (pembaca)

Syarat dari kuvet yang digunakan adalah...
Menyerap cahaya

Bereaksi terhadap cuplikan

Berwarna

Tidak menyerap sinar Cahaya

Fungsi dari monokromator adalah...
Sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar
polikromatis menjadi cahaya monokromatis.
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Sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar
monokromatis menjadi cahaya polikromatis.

Sebagai pengatur panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar
polikromatis menjadi cahaya monokromatis.

Sebagai pengatur panjang gelombang yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar
monokromatis menjadi cahaya polikromatis.

Prinsip pemisahan dalam kromatografi?

Senyawa dipisahkan berdasarkan suhu

Senyawa dipisahkan berdasarkan ukuran molekulnya

Senyawa dapat dipisahkan menggunakan kromatografi berdasarkan perbedaan kecepatan
pergerakan senyawa dalam fase gerak dan fase diam.

Senyawa dipisahkan berdasarkan warna

Apa peran fase diam dalam kromatografi?

Fase diam berperan sebagai pemisah dalam kromatografi.

Fase diam berperan sebagai pengencer dalam kromatografi.

Fase diam berperan sebagai perekat dalam kromatografi.

Fase diam berperan sebagai penghasil warna dalam kromatografi.

Apa yang dimaksud dengan fase diam polar dalam kromatografi?

Fase diam polar menggunakan logam berat

Fase diam polar dalam kromatografi mengacu pada penggunaan fase diam yang memiliki sifat
polar, seperti silika atau alumina.

Fase diam polar menggunakan karbon aktif

Fase diam polar menggunakan senyawa komplek

Apa yang dimaksud dengan elusi dalam kromatografi?

Elusi dalam kromatografi adalah proses pengukuran konsentrasi senyawa dalam fase diam
Elusi dalam kromatografi adalah proses pembakaran senyawa dalam fase diam

Elusi dalam kromatografi adalah proses pemisahan senyawa menggunakan pelarut/fase gerak
yang dilewatkan dalam fasa diam.

Elusi dalam kromatografi adalah proses pencampuran senyawa dari fase diam

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

Silika
Aluminium
bubuk selulose
kieselguhr
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Berikut ini yang merupakan keuntungan menggunakan kromatografi kolom untuk pemisahan
adalah ...

Membutuhkan sampel yang sangat banyak dan mahal

Tidak selektif untuk senyawa organik

Murah dan sederhana

Pemisahannya sangat lama

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

fasa diam dan fasa gerak
fasa cairan dan padatan
fasa padatan dan gas
fasa diam dan fasa cair

. Molekul yang menyerap IR pada bilangan gelombang 1720 cm™ adalah .....

C=0 aldehid

C=0 karboksilat
adan b benar semua
A dan b salah semua

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

Gradien
Isokratik
a dan b salah semua
adan b benar semua

. Prinsip kerja Kromatografi reverse phase HPLC adalah

Kolom bersifat non polar fase gerak polar
Kolom bersifat polar fase Gerak non polar
Kolo bersifat non polar fase gerak non polar
Kolom bersifat polar fase Gerak polar

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

terlarut adalah...
kromatografi partisi
kromatografi adsorpsi
kromatografi eksklusi
kromatografi penukar ion
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. Proses pengembangan sampel merupakan proses ....

proses perlakuan sampel dengan fasa gerak sehingga komponen yang dikehendaki terpisah
proses interaksi sampel dengan fasa diam

proses perlakuan fasa gerak dan fasa diam

proses perlakuan sampel dengan fasa diam sehingga komponen yang dikehendaki lepas

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

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

elusi gradien

elusi isokratik

pergeseran

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

cairan adalah kromatografi ...
eksklusi

penukarion

adsorpsi

partisi

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

maka dalam proses pemisahannya termasuk dalam kromatografi ...
adsorpsi

partisi

penukarion

eksklusi

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

Pompa
Injektor
Kolom
Detektor

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

Gugus molekul
Gugus atom
Gugus sitokrom
Gugus kromofor
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Prinsip kerja spektroskopi infra merah adalah

Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi vibrasi.
Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi eksitasi.
Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi absorsi.
Gugus fungsi atau ikatan antar atom menyerap sumber Cahaya infra merah dan terjadi desorbsi.

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...?

semakin lama analit keluar dari sistem, maka tR semakin kecil

semakin lama analit keluar dari sistem, maka tR semakin besar

semakin cepat analit keluar dari sistem maka tR semakin besar

emakin cepat analit keluar dari sistem maka tR sama

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

Spektrofotometri UV-Vis single beam hanya menggunakan 1 jenis monokromator sementara
double beam menggunakan 2 monokromator.

Kedua pernyataan diatas benar semua.

Kedua pernyataan a dan b salah semua.

. Bagaimana cara menghitung Rf value dalam kromatografi lapis tipis?

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

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

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

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

HPLC dengan sistem fase terbalik (Reverse Phase) artinya menggunakan fase gerak (Mobile
phase) yang bersifat ...............

non polar

polar

campuran

organik

Beberapa syarat fase gerak dalam kromatografi harus...kecuali
Murni, tidak terdapat kontaminan
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Tidak bereaksi dengan wadah
Melarutkan sampel
Memiliki viskositas tinggi

. Bagian dari spektrum IR yang khas untuk tiap molekul adalah

Functional group region
Fingerprint region
Absorbent region
Transmit an region
Molecule region

. 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 ....

mampu memisahkan molekul-molekul daru\i suatu campuran
dapat terjadi dekomposisi dengan baik

kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi

dapat digunakan bermacam macam detektor

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

Reservoir — pump — percampuran gradien - column — injector — detector — recorder
Reservoir — pump — percampuran gradien - injector — column —detector — recorder
Reservoir — pump — percampuran gradien - column — detector - injector — recorder
Reservoir — column — percampuran gradien - pump — injector — detector — recorder

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

Anoda (+)
Katoda (+)
Anoda (-)

Katoda (-)

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

bobot molekul)
60

100

200

600



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

Ukuran molekul DNA

Konsentrasi Gel dan Bentuk molekul

A dan B benar

A dan B salah

Qa0 oo

35. Faktor yang mempengaruhi elektroforesis adalah
Sampel

Larutan buffer dan medan listrik

Sampel dan larutan buffer

Sampel, medan listrik dan larutan buffer

a0 oo

Soal assay (nilai masing-masing nomor adalah 5)

LoD

50 <

TEANSALTTAMCEN %1

D I 1 I | 1 | I
4000 3000 2000 1580 1000 S00
HAVENURBERT -1

1. Darigambar 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* 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 penukarion
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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1 F52023359 APRIL KAMBU

2 F52023376 GRASYAHILEN ELO

3 F52023379 LINDA

4 F62024400 ABIYASHA PRIYA JANITRA

5 F62024401 ADYA HAWANI

6 F62024402 Afrilia Dyah Nastiti

7 F62024403 Ahira Maharani Rambu Djotti

8 F62024404 Aljesika Kurnia Maha

9 F62024405 Ani Murni Giawa

10 F62024406 Anisa Eka Sri Wardani

1 F62024407 BERNADETA APRILIANA

12 F62024408 DELFI PUTRI ANANTA

13 F62024409 Elsa Wulan Ndari

14 F62024410 Destra Maharani

15 F62024411 EKA

16 F62024412 Elena Rambu Deta Marista Wudi

17 F62024413 FAIRUZ RAIDZA ANWAR

18 F62024414 FARAH ROIHANATUL JANNAH

19 F62024416 Hafidzah Maisaroh

20 F62024417 Ika Nur Rahmawati

21 F62024418 Indri Sintia Lalo

22 F62024419 JENITA GELLMARIA SIHOMBING

23 F62024420 JOHANA LEONADA M DONA

24 F62024421 Mimi Mince Boysina Pohwainjaan
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26 F62024423 LIANA TRI WAHYUNI

27 F62024424 MARIA ANGRENI WIWIT HOMBA
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30 F62024427 Nabila Putri Chantika
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31 F62024428 NADIA GRACIA ASNELIA
32 F62024429 Nadine Devi Emanuella Salhuteru
33 F62024430 REVANINGSI
34 F62024431 Rizka Reza Yolanda
35 F62024432 Safyani
36 F62024434 SEPTI MARLENA
37 F62024435 Tantri Nuryani
38 F62024436 E:QELI'A PRISCILLA NATASHA
39 F62024438 WIWIN FANCILIA MAUBANA
40 F62024439 Yurike Gunawan
41 F62024440 ZAHRA RIZKI RAMADHANI
Paraf Ketua Kelas
Paraf Dosen
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7 F62024447 DERPI TOWOLOM
8 F62024448 Destri Putri Aulia
9 F62024450 Efriani Haingu
10 F62024451 Febriana Angreni Putri Kaka
11 F62024452 FITRAH ANINDA SABRINA
12 F62024453 HAPPYANA ERIKHA PUTRI
13 F62024454 IRFAN YEWANGOE
14 F62024456 Juwita Saputri
15 F62024457 KARTIKA INDAH
16 F62024458 Kristofel Ama Tarra Yelo
17 F62024459 Lucianne Jasmine Yovina Reyaan
18 F62024460 MARIA STEVANI ENE
19 F62024461 Marlin Noni Oyang Bola
MENTARI PRINCCES AYU HONEY
20 F62024462 LANGIT PRATIVSIC SAYUHO
21 F62024463 NADIA MEILA NARENDRAWATI
22 F62024464 NATALIA INYA JAKA MERE
23 F62024465 Novalia Anggraini
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24 F62024466 NUR HANIFAH RIFQAN HAERIYAH
25 F62024468 RANI SAPUTRI

26 F62024469 Revalina Rahmadhani

27 F62024470 SALSA NABILA

28 F62024471 SANIA NADIYASTUTI

29 F62024472 SESILIAAMBU KAKA

30 F62024473 SITI MAESAROH
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ISI PRESENSI MAHASISWA

FARMASI
2024 GENAP
Mata kuliah : FAR6250124 - Kimia Analisis Nama Kelas 1 1B-FR
TATAP MUKA
No NIM NAMA 7 14 | 21 28 4 " 18 14 | 23 | 26 5 13 | 20 24
Mar | Mar | Mar | Mar | Apr | Apr | Apr | Mei | Mei | Mei | Jun | Jun | Jun | Jun
2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025 | 2025

Peserta Reguler

31 F62024474 SITI QOMARIYAH

32 F62024475 SUSI SUSANTI GORO RAME
33 F62024476 Syawalluna Eminarti

34 F62024477 SYIFA NURLAILI

35 F62024478 TRISSIA ANJELINA

36 F62024479 Vidya Khairunnisa

37 F62024480 YOSI RAMADANI PUTRI

38 F62024482 RESTIAYU EGYNA

Paraf Ketua Kelas

Paraf Dosen
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