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Selektivitas

Selektivitas diukur dengan retensi relatif dalam LSC dapat 

diubah dengan memilih campuran biner baru seperti yang

ditunjukkan gambar berikut.
Aturan konsentrasi B

Seperti aturan umum untuk perubahan besar dalam  pada 

LSC larutan sangat encer atau konsentrasi tinggi dari B dari pelarut 

lemah A sebaiknya digunakan.
Aturan Ikatan Hidrogen

Perubahan apapun dalam fase gerak yang menghasilkan

perubahan pada ikatan hidrogen antara molekul sampel dan molekul
fase gerak umumnya menimbulkan perubahan pada 
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Fase “Silica Bonded”

(a) Silicate esther

(b) Silica-carbon dan Silica-nitrogen

(c) Siloxanes

pH harus dijaga antara 2 – 8 
atau silika akan degrade
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18.8. PEMISAHAN DENGAN KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS DAN
         KROMATOGRAFI KOLOM

a. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

          KLT merupakan cara analisis cepatyang memerlukan bahan 

sedikit, baik penyerap maupun cuplikannya. KLT dapat digunakan 

untuk memisahkan senyawa yang hidrofobik seperti lemak dan

karbohidrat. KLT dapat digunakan untuk menentukan eluen pada 

analisis kromatografi kolom dan isolasi senyawa murni dalam skala 

kecil.

          Pelarut yang dipilih untuk pengembang pada KLT disesuaikan 

dengan sifat kelarutan senyawa yang dianalisis. Sebagai fase diam 

digunakan silika gel, karena tidak akan bereaksi dengan senyawa 

atau pereaksi ayng reakstif.

Data yang diperoleh dari analisis dengan KLT adalah nilai Rf, 

nilai Rf berguna untuk identifikasi suatu senyawa. Nilai Rf suatu

senyawa dalam sampel dibandingkan dengan nilai Rf dari senyawa 

murni.

          Nilai Rf didefinisikan sebagi perbandingan jarak yang

ditempuh oleh senyawa pada permukaan fase diam dibagi dengan 

jarak yang ditempuh oleh pelarut sebagai fase gerak.

b. Kromatografi Kolom.

          Kromatografi kolom digunakan untukdigunakan untuk

memisahkan suatu campuran senyawa. Kolom yang terbuat dari 

gelas diisi dengan fase diam berupa serbuk penyerap (seperti

selulosa, silika gel, poliamida). Fase diam dialiri (dielusi) dengan 

fase gerak berupa pelarut.

         Sampel yang mengandung campuran senyawa dituangkan ke 

bagian atas dari kolom, kemudian dielusi dengan pelarut sebagai 

fase gerak. Setiap senyawa/komponen dalam campuran akan
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didorong oleh fase gerak dan sekaligus ditahan oleh fase diam.

Kekuatan senyawa ditahan oleh fase diam akan berbeda dengan 

senyawa lainnya. 

         Faktor-faktor yang mempengaruhi pemisahan dengan

kromatografi kolom adalah fase diam yang digunakan, kepolaran 

pelarut (fase diam), ukuran kolom (diamter dan panjang kolom),

kecepatan alir elusi.
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Cadangan fase gerak 
(pelarut / eluen)

fase gerak 
(pelarut/eluen)

fase diam

Kapas, serat kaca 
(glass wool)

Penampung
Eluat

Gambar 18.22. Kolom kromatografi
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Tutorial : Kromatografi Cair

1. Garis besar syarat-syarat instrumental dari High Performance 

Liquid Chromatograph modern

2.  Apa yang Anda ketahui tentang istilah-istilah berikut :

(a) Normal Phase Chromatography

(b) Reverse Phase Chromatography

(c) - Isocratic Operation

- Gradient Elution

- Flow Programming

(d) - Porous

- Pellicular

- Hydrophyllic

- Lipophyllic

3. Garis besar mekanisme yang merupakan dasar pemisahan dalam 

bentuk kromatografi berikut :

(a) Kromatografi Cair Padat (Adsorpsi) 

(b) Kromatografi Cair Cair ( utamanya bonded phase)

(c) Kromatografi Pasangan Ion

(d) Kromatografi Pertukaran Ion

(e) Size Exclusion Chromatography
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PRAKTIKUM KROMATOGRAFI

Catatan Praktikum dan Tugas
Persyaratan Pendahuluan

Sebelum memulai beberapa latihan harus dilakukan pengenalan

terhadap instrumen lebih dahulu.

Untuk Kromatografi Gas aspek-aspek berikut harus terpenuhi.
(1) Logistical Set up
Fase Gerak

Kromatografi gas tidak dapat dioperasikan tanpa pedukung yang 

mencukupi terutama persiapan untuk fase gerak.

(a) Tunjukkan (i) silinder penyimpanan gas

            (ii) bermacam gas yang dibutuhkan

(iii) gas lines untuk menjalankan sejumlah units

            (iv) regulator gas yang dibutuhkan pada sumber dan 

bermacam instrumen

(b) Sebutkan   (i) Supplier gas (CIG)

            (ii) Safe handling of Gases

            (iii) Kegunaan dari kondisi yang direkomendasikan 

oleh pabrik dan petunjuk

                  (iv)   Bagian yang habis pakai dan alat yang bisa

                                        diganti.

Kromatografi gas memiliki sejumlah bagian yang dapat diubah dan 

diganti, yaitu :

(a) Syringe (bermacam volume, gas dan cairan)

(b) Sekat kolom (gunakan larutan sabun untuk mendeteksi 

kebocoran sekat)

(c) Kolom (dapat diubah sesuai dengan kegunaannya)

(d) Fuses / sekring 

Tunjukkan katalog (J & W). Garis bawahi bahwa hal diatas

diperlukan untuk penggunaan rutin.
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(2) Set up Instrumen Awal

(a) Deskripsi instrumen dan bermacam bagian termasuk alat

      output data.

(i) Unit FID

(ii) Unit TCD

(b) Start up awal

(i) Alirkan gas (gas pembawa melalui kolom dan TCD

untuk mencegah pembakaran kolom dan kawat yang 

terbakar)

(ii) Power

(iii) Pengaturan kondisi dan instrumen

(iv) Pencahayaan FID dan deteksi operasinya dengan

potongan logam dingin

Tugas 1   Set up instrumen Awal

Reagen : pelarut organik yang dapat dideteksi 

Misal n-propanol, MIBK

Alat : syringe 1 L

Prosedur :

(1) Nyalakan Flame Ionization Detector dan tes apakah dapat

beroperasi

(2) Ambil 1 L pelarut organik dengan menggunakan syringe 1 L

(3) Balikkan syringe dan keluarkan 0,8 L sehingga hanya tertinggal 

0,2 L dalam syringe. Periksa bahwa syringe tidak tersumbat

dengan mengamati tetesan yang terjadi pada ujung jarum

selama mengeluarkan 0,8 L. Bersihkan jarum dengan tissue

(4) Injeksikan pelarut dengan cara memasukkan jarum syringe

melalui sekat dan tekan ke bawah penghisapnya

(5) Tarik syringe
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(6) Tunggu hingga puncaknya muncul dan kemudian atur integrator 

untuk mendapatkan puncak yang paling tidak setengah dari

range
Pertanyaan :

Bagaimana integrator menunjukkan nyala dalam FID kemungkinan 

padam?

Hasil :

Tulis kondisi operasional, nama instrumen, dan beri nama data Anda 

dengan Tugas 1 dan tanggal 

Nama Instrumen :______________________________________

Tanggal :______________________________________

Kondisi detektor : Tipe    ________________________________

Gas pembawa :______________________________________

Kondisi temperatur :______________________________________

Temperatur injektor :______________________________________

Temperatur detektor :____________________________________

Attenuation Kondisi Range GC :____________________________

Pelemahan Integrator :____________________________________

Kondisi lain :______________________________________

 ______________________________________

 ______________________________________

Tugas 2      Pemasukkan Sampel

Sampel yang akan dianalisa yang mana biasanya merupakan

larutan atau cairan murni, dimasukkan ke dalam kolom melalui

sistem inlet, dengan menggunakan syringe. Aliquot sampel yang

diinjeksikan berkisar antara 10-6 liter ( L) atau kurang. Ini

memerlukan syringe yang presisi agar dapat mengahsilkan volume 
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kecil berulang-ulang. Syringe ini sangat mahal dan harus digunakan 

dengan hati-hati.

(a) Teknik Injeksi

Prosedur berikut sebaiknya digunakan pada saat menginjeksikan 

sampel pada kromatografi gas.

Benamkan ujung syringe dalam sampel, bilas syringe dengan 

cara memindahkan penghisapnya ke belakang dan ke depan

beberapa kali dan kemudian tarik melebihi dari yang dibutuhkan 

sebenarnya. Pindahkan dan balik syringe dan tekan penghisap 

hingga indikator volume menunjukkan ke posisi yang diperlukan, 

bersihkan jarum dengan tissue dan tarik kembali penghisap

untuk memasukkan celah udara yang volumenya kira-kira sama 

dengan volume sampel (jika kapasitas syringe memungkinkan). 

Masukkan jarum melalui injection port dan segera tekan

penghisap ke bawah dan secara bersamaan strat integrator.

Setelah sekitar 30 detik, pindahkan syringe dan uapkan sisa 

sampel dengan cara memindahkan penghisap ke belakang dan 

ke depan beberapa kali sehingga benar-benar bersih.

( b) Ketelitian Injeksi Sampel

Injeksikan  0,1 L n-propanol dengan menggunakan prosedur di 

atas dan gunakan kontrol pelemahan pada integrator untuk

mengatur tinggi puncak antar 40% dan 100% dari pembelokan 

skala penuh. Buat beberapa injeksi agar menjadi biasa dengan 

syringe dan kemudian injeksikan lima 0,1 L aliquot n-propanol,

beri jarak waktu  antar injeksi 30 detik. Jangan sampai terjadi 

overlap antar puncak. 

Naikkan pelemahan dengan faktor 8 (yakni 2/3) dan injeksikan 

1,0 L aliquot n-propanol.

Untuk setiap set hasil ukur tinggi puncak dan hitung rata-rata,

standar deviasi dan relatif standar deviasi. Beri komentar.



275

( c) Naikkan attenuation dengan faktor 2, injeksikan 1,0 L propanol 

dan catat tinggi puncak dan atau area. Bandingkan hasil ini

dengan nilai yang diperoleh pada (c) di atas.

Ganti parameter kemiringan dan lebar (konsultasikan dengan 

asisten lab) dan re-injeksikan 0,1 L propanol. Re-injeksikan

beberapa 1,0 aliquot L propanol dengan nilai kemiringan dan 

lebar yang berbeda untuk mempelajari mana yang mempunyai 

pengaruh terhadap kemampuan integrator untuk mendeteksi dan 

mengukur puncak.

Tugas 3  Prekondisi

Dalam tugas 1 kita melihat bahwa pada hasil akhir injeksi sampel ke 

dalam kromatografi gas merupakan jejak terekam yang

menunjukkan garis dasar yang lurus dan sebuah puncak. Hasil ini 

disebut kromatogram, yang berisi informasi tentang karakteristik

retensi dan kuantitas unsur yang diinjeksikan sebaik seperti kolom 

melakukan pemisahan. Kromatogram menunjukkan beberapa sifat 

dasar dalam gambar.

(a) Kondisi Instrumen

3920                      GC-8A

Attenuation, GC ; 4 lalu 32

Attenuation, Integrator 5                          2 lalu 5

Kecepatan tabel                            6,0 cm/min        6,0 cm/min

(b) Prosedur

          Siapkan 0,2 L n-propanol dan 0,8 L metana (jika

menggunakan 3920) atau udara (jika menggunakan GC-8A)

Injeksikan campuran tersebut pada kolom polar dengan

menggunakn attenuation lebih rendah. Pada saat punccak
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pertama telah tampak, ganti attenuation untuk puncak propanol 

dan pada sat puncak ini telah tampak matikan integrator.

          Reset attenuation dan ulangi injeksi untuk memperoleh 

kromatogram duplikat.

                 Dari masing-masing kromatogram tentukan parameter-

parameter berikut :

tR,  tM,  t’R,  Wb,  Wh

Kemudian hitung n, h dan u dari persamaan yang diberikan 

dibawah gambar dan tabulasikan hasil (data) yang diperoleh.

Tugas 4  Parameter Kolom, Temperatur dan Laju aliran

Pemisahan suatu unsur dalam sebuah kolom bergantung

pada sejumlah faktor yang berbeda. Dua faktor penting yaitu

temperatur dan laju aliran gas pembawa.

Prosedur

          Lanjutkan tugas ini segera setelah tugas 2 diselesaikan.

Biarkan 5 menit waktu equilibrasi setelah membuat beberapa

perubahan.

Ambil kondisi pada tugas 2 sebagai dasar pengaturan dan catat :

(1) temperatur dan selesaikan prosedur eksperimen pada tugas 2

(2) aliran gas pembawa setelah kembali pada temperatur awal pada 

tugas 2 dan menyelesaikan prosedur pada tugas 2

Hitung k’ untuk setiap set kondisi termasuk k’ tugas 2

Beri komentar tentang pengaruh temperatur dan aliran dan

pengaruhnya pada k’ Rasio Partisi.

Tugas 5 Pemrograman Temperatur

Acuan : Ettre, pp 5-16 sampai 5-21, 6-6

Rowland, pp 7-3 sampai 7-8
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Tujuan : Untuk mendemonstrasikan penggunaan pemrograman 

temperatur dalam analisa kualitatif

Kondisi Instrumen

Instrumen :  Shimadzu GC-8A

Kolom : 10% Apiezon L, Chromasorb WHP 100-200

mesh, 2m Non polar

Kondisi operasional :   800C temperatur awal

    2000C Temperatur akhir

    800C/menit laju program 

Gas pembawa : Nitrogen, GC2 1,25 Primary 4,5

Detektor : FID, H2 1,0 , udara 0,3

Injektor interface : 2200C

Range : 10 ^2 Attenuation 1

Data output : HP 3390A Chart speed : 0,5  Atten : 4

Larutan :

Larutan hidrokarbon : C7 hingga C10 dalam heksana

(500 L n-heptana, n-oktana, n-nonana, n-dekana dalam 10 mL n-

heksana)

Larutan hidrokarbon :C8 hingga C13 dalam heksana

(500 L n-oktana, n-nonana, n-dekana , 750 L n-undekana, n-

dodekana, n-tridekana)

Botol kecil berisi metana (100 ml)

Larutan hidrokarbon : C10 dalam heksana 

(500 L n-dekana dalam 10 mL n-heksana)

Prosedur :

(1) Atur kondisi batas atas pada Kromatografi Gas untuk

menjalankan pemrograman temperatur

(2) Ubah attenuation pada HP3390A ke 2
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(3) Injeksikan 1 l metana tekan start pada integrator dan stop 

integrator pada saat puncak metana telah terekam.

Ubah attenuation pada HP3390A ke 5

(4) Injeksikan 0,2 l larutan C3 hingga C13  dan 0,8 l metana dan 

start integrator dan program start pada GC-8A

(5) Stop integrator setelah mencapai 2000C

(6) Dinginkan oven kembali pada 800C

Hasil :

Puncak utama yang terakhir pada kromatogram adalah C13.

Identifikasikan puncak C3 hingga C13 metana dan tabulasikan data 

waktu retensi relatifnya.

Jika menemui kesulitan dalam mengidentifikasi  puncak, running

C10 untuk menentukan identitasnya.

Perhitungan dan Grafik

Tentukan waktu retensi yang disesuaikan (t’R) dari tiap ouncak dan 

buatlah grafik dari

T’r  vs  jumlah karbon * 100

Diskusi

Beri komentar pada kromatogram dan grafik dan diskusikan

keuntungan dari memrograman temperatur. Anda mungkin dapat 

mengamati bahwa garis dasar kromatogram mulai bergeser semakin 

naik sampai pada bagian  akhir dari pemrograman temperatur.

Jelaskan mengapa ini terjadi dan bagaimana pengaruhnya dapat

diminimalisasi.

Tugas 6 Analisa Kualitatif : Sistem Indeks Retensi

Pendahuluan

Cara umum menunjukkan data retensi adalah untuk memberi retensi 

relatif. Relatif retensi ditunjukkan sebagai :
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sR

iR
si, t'

t'
α            ……….(1)

Dimana i adalah komponen yang dimaksud dan s adalah standar.

Alternatif penting dari persamaan di atas untuk data retensi

adalah sistem yang diusulkan oleh KOVATS. Sistem ini dikenal

sebagai sistem Retention Index(I), menghubungkan perilaku retensi 

dari unsur terhadap hidrokarbon normal.

Retention Index dari n-hidrokarbon ditunjukkan sebagai jumlah 

karbon dikali 100 (misal heksana memiliki I =600)

Retention Index dari suatu unsur yang diberikan I, dapat

dihitung dari persamaan berikut

n100
 t'log- t'log

 t'log- t'log
100I

nRc1nRc

nRcRi
          ……….(2)

Dimana C(n) adaklah n-hidrokarbon dengan jumlah karbon n dan 

C(n+1) adalah n-hidrokarbon dengan jumlah karbon n+1.

Dengan definisi     t’Rc(n) <  t’Ri < t’Rc(n+1)

Retention Index dari suatu unsur dapat juga ditentukan dari grafik 

log t’Rc(n) vs n x 100.

Nilai Retention Index bergantung pada temperatur kolom, tetapi

hubungannya adalh linier, ini berarti bahwa ini hanya perlu diketahui 

I pada dua temperatur pemisahan yang layak (katakan berbeda

400C) dapat dihitung I pada salah satu temperatur.
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Tugas 7 Retention Index (Operasi Isotermal)

Kondisi Instrumen :

Atur GC-8A seperti yang diberikan pada tugas Pemrogrman

Temperatur dan atur untuk operasional Isotermal pada 900C.

Prosedur :

(1) Injeksikan 1,0 L metana tekan start pada integrator dan stop

integrator pada saat puncak metana telah muncul.

(2) Injeksikan 0,2 L larutan C10 dan 0,8 L metana dan start

integrator. Stop integrator setelah puncak C10 muncul.

(3) Injeksikan 0,2 L larutan C7 –C10 dan 0,8 L metana dan tekan 

start integrator. Stop integrator setelah puncak C10 

(4) Injeksikan sampel yang tidak diketahui (0,2 L) dan metana (0,8 

L) start integrator. Stop integrator setelah waktu retensi C10 

terlewati.
Hasil :

Tabulasikan hasil waktu retensi (tR) dari hidrokarbon C7 sampai C10, 

metana dan sampel yang tidak diketahui dan tentukan waktu retensi 

yang disesuaikan (t’R) pada setiap komponen.

Perhitungan dan Grafik

(1) Buatlah grafik log t’R  vs  jumlah karbon x 100

(2) Tentukan Retention Index dari tiap komponen dalam sampel

yang tidak diketahui dan tentukan seperti identitas dari tabel 

data (     )

(3) Pilih  puncak dari sampel tidak diketahui dan hitung Retention 

Index-nya dan bandingkan nilai ini dengan nilai yang didapat 

dari grafik.
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Tugas 8  Retensi Relatif

Tugas ini dapat dilakukan dalam penggabungan dengan tugas

Retention Index.

Kondisi Instrumen :  Seperti dalam Retention Index

Larutan  : Toluen, sampel tidak diketahui yang mengandung toluen

Prosedur :

(1) Injeksikan 0,02 L toluen dengan 1 L metana dan start

integrator. Stop integrator pada saat puncak toluen muncul.

(2) Injeksikan 0,2 L sampel yang tidak diketahui dan 0,8 L

metana dan start integrator. Stop integrator pada saat

kromatogram selesai
Hasil :

Berilah nomor pada puncak dan tabulasikan waktu retensi dari 

puncak. Indentifikasi puncak toluen dalam sampel yang tidak

diketahui.
Perhitungan

(1) Hitung dan tabulasikan Waktu Retensi yang disesuaikan (t’R)

untuk tiap puncak dan bagi nilai ini dengan waktu retensi yang 

disesuaikan dari toluen untuk mendapatkan retensi relatif dari 

toluen

toluenRt'
diketahuitidakRt'

(2) Dari Retensi Relatif dan tabel data (   ), identifikasi komponen 

dalam sampel

(3) Beri komentar tentang bagaimana tabel data menggunakn

retensi relatif untuk mengidentifikasi komponen dapat

disediakan.
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Praktikum Kromatografi Gas

Praktikum 1 : 

Analisa Asam Karboksilat (Asam Lemak) Rantai Panjang

Acuan : Smith, A.W. Education in Chemistry, 14 (3), 74 (1977)
Grob, R.L., Modern Practice of Gas Chromatography,

Ch.9, pp 451-463
Tujuan :

Untuk menganalisa komposisi asam lemak dari lemak atau 

minyak tertentu, secara alami terjadi, dengan menggunakan teknik 

derivatisasi sederhana, dalam rangka :

(i) Identifikasi kualitatif dari beberapa asam yang ada

(ii)Menentukan komposisi persen-berat relatif dari  asam yanga ada
Pendahuluan

Asam (lemak) Karboksilat rantai panjang terjadi dalam lemak 

dan minyak seperti ester dari alkohol, gliserol. Ester-ester ini dikenal 

sebagi gliserida atau lebih umum lipid.

Untuk menganalisa kandungan asam lemak dari lemak atau 

minyak, pertama kali diperlukan adalah membebaskan asam dari

ester. Hal ini akan dicapai dengan cara hidrolisa basa (saponifikasi).

Akan tetapi hidrolisis akan menghasilkan formasi campuran

garam asam yang mana tidak sesuai untuk analisa oleh kromatografi 

cair gas (GLC). Oleh karena itu, perlu untuk mengubah garam-

garam ini menjadi derivatif yang sesuai.

Derivatif yang paling umum digunakan adalah metil ester dan

ada beberapa metode yang tersedia untuk menghasilkan derivatif 

tersebut. Salah satu metode yang paling sederhana, cepat dan

paling populer melibatkan reaksi campuran hidrolisis dengan

triflouride dalam metanol. Begitu terbentuk, metil ester akan

terekstraksi ke dalam pelarut organik dan siap untuk dianalisa.
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         Pilihan lain, metil ester mungkin diproduksi langsung dengan 

cara transesterifikasi katalis-basa dari gliserida dengan

menggunakan potassium hidroksida dalam metanol kering.

Dalam analisa GLC metil ester asam lemak, data retensi

umumnya diekspresikan dalam istilah equivalent chain length (ECL) 

atau jumlah carbon (carbon number / CN)

Nilai ECL menyerupai Retention Index Kovats dan dihitung

dalam cara yang hampir sama. Dalam sistem ECL prilaku retensi 

dari metil ester tertentu dihubungkan pada rangkaian homologous 

metil ester dari asam jenuh rantai lurus.

Sebagai contoh, metil oktadekanoat (stearat) didefinisikan

memiliki nilai Ecl 18,00.

Oleh karenanya, ester yang terelusi setelah metil

oktadekanoat tetapi sebelum metil nonadekanoat akan memiliki nilai 

ECL antar 18,00 dan 19,00, katakan 18,30.

Dalam analisa kuantitatif lemak dan minyak, konsentrasi relatif 

(wt%) dari asm lemak dapat diambil langsung dari area puncak yang 

dinormalisasi dari ester yang bersangkutan. Hal ini tentu saja

merupakan perkiraan dan keakuratan teknik bergantung pada

cakupan (range) dan berat molekular sama yang terlibat. (Ref. Ettre, 

6-17,18)
Kondisi Instrumen

Instrumen : Becker 407

Temperatur kolom : 1800C

Temperatur detektor : 2300C

Temperatur atas : 2600C

Tekanan gas pembawa: 2,0

Range : 100
Catatan :

1. Sampel dan standar akan disediakan oleh asisten lab 

2. Peralatan gelas dan syringe tersedia dari ruang penyiapan
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3. Kromatogram yang akan terekam menggunakan integrator.

Periksa bersama asisten lab sebelum menggunakan instrumen.

Metode :

1. Timbang 150 mg sampel ke dalam tabung reaksi yang bersih dan 

kering dan tambahkan 3 mL n-heksana. Tambahkan 3 mL n-

heksana ke dalam tabung reaksi kedua. Tabung ini akan berisi 

campuran “blank”. Pada tiap tabung, tambahkan 1 mL KOH 2M 

dalam metanol dan kocok selama 30 detik. Biarkan beberapa 

menit sebelum dianalisa.

2. Kromatografikan 0,2 L lapisan heksana dari campuran “blank” 

dan amati jika terdapat ketidakmurnian. Jika ketidakmurnian

tampak, konsultasikan dengan asisten lab. Kromatografikan 0,2 

L lapisan heksana dari campuran sampel.

Gunakan syringe yang berbeda, kromatografikan 0,2 L larutan 

standar metil ester jenuh.
Hasil

Tabulasikan semua data yang dihasilkan

Gunakan hasil ini untuk mengidentifikasi metil ester jenuh

dalam sampel Anda

Dari data retensi buatlah grafik log t’R vs jumlah karbon dan 

gunakan grafik ini untuk memperkirakan nilai ECL dari sisa puncak 

pada kromatogram sampel.

Praktikum 2 : Analisa Kuantitaif : Standarisasi Internal

Acuan : Grob, R.L., Modern Practice of Gas Chromatography,

pp 184-187, 199-210

Tujuan : Untuk menentukan konsentarsi etanol dalam sampel

anggur tertentu dengan menggunakan propanol

sebagai internal standar dan untuk membandingkan 

hasil dengan teknik eksternal standar.
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Kondisi Instrumen

Temperatur kolom : 900C

Rotameter – polar : 1,7

Range : 1 K

Integrator - ATT 2 : 6

- CHT SP : 1,00

- AR REJ : 5000
Metode

1. Siapkan larutan kalibrasi berikut terdiri dari etanol 0,0; 4,0; 8,0; 

12,0;  16,0 vol%. Setiap larutan tersebut harus mengandung 20,0 

vol% propanol

2. Gunakan 1.0 mikroliter syringe yang bersih, dapatkan

kromatogram dari larutan-larutan di atas dengan meggunakan HP 

3390A Reporting Integrator

3. Dari hasil yang diperoleh, buatlah dua grafik, satu adalah area 

puncak etanol vs konsentrasi etanol, dan yang lain adalah rasio 

area puncak etanol terhadap propanol vs konsentrasi etanol.

4. Dapatkan sampel anggur dan siapkan larutan anggur yang

mengandung konsentrasi propanol yang sama seperti dalam

larutan kalibrasi.

5. Kromatografikan larutan anggur  rangkap tiga

6. Tentukan, dengan menggunakan grafik kalibrasi, konsentrasi

(vol%) etanol dalam sampel anggur yang asli.

7. Jika Anda telah menentukan konsentrasi etanol, konseltasikan

dengan asisten lab, kemudian analisa larutan anggur dengan

menggunakan metode yang tersedia dengan integrator.

Diskusi

Bandingkan hasil yang diperoleh dengan menggunakan teknik

standar internal dan standar eksternal dan perkirakan kesalahan 

dalam tiap kasus.
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Praktikum 3 : Kromatografi Gas Kapiler

Tujuan : untuk mempelajari sejumlah parameter yang

dihubungkan dengan operasional kromatografi gas

dengan kolom kapiler, dan melakukan sejumlah

analisa

Pendahuluan:

         Dalam eksperimen packed-coloumn GC, beberapa sifat dari

komatografi gas telah dikemukakan, seperti respon detektor,

perbedaan antara operasional isotermal dan temperatur-

programmed, dan analisa kualitatif. Pengamatan dan kesimpulan

yang diperoleh dari hal tersebut dapat diterapkan pada sistem

capillary GC. Akan tetapi terdapat dua perbedaan utama yang mesti 

digaris bawahi :

(1) Penggunaan kolom kapiler memberikan efisiensi yang jauh

lebih besar pada proses kromatografi dan oleh karenanya 

secara significant plate-number lebih besar( yaitu puncak

yang lebih sempit) dan resolusi yang lebih baik akan muncul.

Hal ini merupakan konsekuensi dari kolom yang lebih

panjang , terbuka yang digunakan.

Untuk menjaga efisiensi kolom pada laju aliran gas pembawa 

yang lebih tinggi, biasanya digunakan gas pembawa  helium 

atau hidrogen 

(2) Lubang sempit pada kolom membatasi aliran gas pembawa 

yang mana dapat diakomodasi, dan karenanya untuk

mengirim bahan terlarut ke dalam kolom sebagai pita sempit 

mak diperlukan prosedur spesial injeksi. Rasio fase kolom 

juga jauh lebih besar.

Kita seharusnya menguji beberapa parameter penting yang 

mana secara normal harus dihitung pada saat melakukan GC 



287

kapiler. Prosedur injeksi akan dipelajari. Penerapan GC

kapiler akan dilakukan.

Tugas : Prosedur Injeksi

Terdapat tiga prosedur injeksi utama yang digunakan dalam 

kolom kapiler yaitu metode spli, splitless dan on-coloumn.

Anda sebaiknya mengacu pada diagram skematik

untuksetiap injektor. Dari tiap injektor, yang mana akan

diuraikan dengan singkat berikut.

Split,  Gas pembawa menyapu seluruh jarum syringe dan

membawa vaporised solven dan sampel menuju ke kolom 

terbuka. Hanya sebagian kecil (katakan 1%) dari aliran

masuk ke dalam kolom, sisanya keluar dengan cepat melalui 

jalur ventilasi. Rasio split adalah aliran kolom : aliran vent 

(misal 1:50, 1:100 dan lainnya). Oleh karena itu, sebagian 

besar sampel tidak masuk ke dalam kolom. Penguapan dan 

pembuangan sampel yang sangat cepat mengakibatkan

berdiamnya  (residence time) sampel dalam injektor adalah 

rendah, dan maka sampel masuk dalam kolom sebagai pita 

yang sangat sempit.

Splitless,   Jika komponen sampel sedikit, maka mode split 

mungkin tidak memuaskan. Mode splitless akan

mengalahkan problem pembuangan sebagian besar sampel 

pada ventilasi dan lakukan sebagai berikut :

Sebelum dilakukan injeksi, jalur ventilasi ditutup. Aliran 

yang dijinkan hanya menuju ke dalam kolom. Pada saat

pelarut dan sampel diinjeksikan, akan menguap dan secara 

perlahan masuk ke dalam kolom(pada laju alir yang

digunakan, 1-2 cm3min-1). Oven kolom pada temperatur

rendah untuk menkondensasi pelarut dan sampel pada

kepala kolom. Setelah sekitar 45-60 detik, ventilasi dibuka 
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dan sisa pelarut dalam injektor akan terbuang. Dalam hal ini, 

sebagian besar sampel (dan pelarut) masuk ke dalam kolom.

On-culoumn,  Sangatlah mungkin untuk mendesain sebuah 

injektor yang memperbolehkan sebuah jarum yang bagus

untuk melewati kolom kapiler dan deposit pelarut dan sampel 

langsung pada dinding dalam kolom
           Latihan :

          (i) Diskusikan dengan asisten lab, prosedur untuk mengatur 

injektor untuk operasional split dan splitless (catatan :

biasanya kita akan menggunakan glass insert yang

berbeda untuk dua mode ini)

          (ii) Set up injektor pada split mode dengan rasio split 1:100

          (iii) Injeksikan 0,5 L pelarut, dengan oven GC pada 600C

isotermal

          (iv) Tekan start dengan segera yang akan mengaktifkan

computing recorder

          (v) Catat elution time dari puncak pelarut serta tinggi dan

luasnya. Catat lebar puncak.

          (vi) Ubah setting injeksi ke splitless mode, yang akan

melibatkan penyesuaian dan aktivasi splitless timing

devices. Pilih 45 sekon seperti splitless tertunda (berarti 

sisa pelarut akan keluar memallui ventilasi setelah 45 detik)

           (vii) Injeksikan 0,5 L pelarut dan tekan start. Jika setting

telah disesuaikan dengan benar, 45 sekon setelah start, 

selenoid akan mengubah jalur alir. Ini akan berbunyi

“clang”

           (viii) Catat data seperti pada (v)

           (ix) Jika sisa pelarut tidak terbuang, puncak pelarut tidak akan 

kembali ke baseline dengan cepat. Untuk melihat efek ini, 
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atur splitless mode untuk menjaga konfigurasi splitless 

mode selama sekitar 10 menit.

           (x) Injeksikan 0,5 L pelarut dan tekan start dan catat hasil 

anda.

Beri komentar hasil Anda  dalam istilah pengiriman pelarut (dan oleh 

implikasi, sampel) ke dalam kolom.

Jika pelarut terdiri dari komponen yang elutes setelah pelarut, 

bandingkan waktu retensinya danbentuk puncak dalam setiap mode 

injeksi

Tugas Catatan Parameter dalam GC Kapiler

Pada saat melaporkan data GC, sangat penting untuk

mencatat semua detail kondisi operasional. Hal ini termasuk :

panjang kolom, diameter dalam kolom, ketebalan film fase, jenis 

kolom (jenis dan pabrik pembuat fase) jenis gas pembawa,

percepatan aliran gas pembawa yang digunakan, dan kondisi

temperatur analisa (analisa, temperatur terprogram, dll). Pastikan 

bahwa informasi diatas termasuk dalam laporan Anda.

Latihan

(i) Dengan menggunakan oven pada 800C dan mode split injeksi, 

injeksikan gas metana untuk mendapatkan nilai tm. hal ini dapat 

berlangsung antar 1-2 menit. Hitung rata-rata linear percepatan

aliran gas pembawa, u, dalam cm-1.

(ii) Injeksikan 0,5 L campuran hidrokarbon C7-C10 pada kondisi 

yang sama dengan (i). Hitung rasio partisi (k) tiap hidrokarbon.

Tentukan rasio fase, ß, dari kolom dengan rumus yang tepat dan 

dengan demikian perkirakan koefisien partisi (K atau KD) dari tiap 

hidrokarbon.

Plot grafik log t’R vs jumlah karbon untuk hidrokarbon, dan 

pastikan berupa garis lurus.



290

Hitung jumlah teoritis plates (n) dan plates teotitis efektik (N) 

tiap hirokarbon, dan plot grafik n dan N vs k (buatlah dalam satu

grafik. Tentukan tinggi plates, h dan H untuk n-dekana

(iii) Buat lima 0,5 L injeksi sampel MIBK dan perkirakan presisi dari 

prosedur injeksi split.
Tugas

          GC kapiler merupakan prosedur yang sempurna untuk analisa 

campuran komplek semyawa volatil, khususnya minyak esensial, 

produk petroleum dan sejenisnya. Effisiensi tinggi dan resultan tinggi 

memberikan keuntungan maksimum, dimana dalam GC pacjed-

coloumn selektivitas fase diam perlu dioptimisasi untuk dapat

memberikan hasil yang diiginkan dari pasngan senyawa.

Isomer geometris sering memiliki rasio partisi yang hampir 

sama, dan untuk pemisahannnya memerlukan kolom resolusi tinggi. 

Sebagai contoh, isomer alkana, isomer cis/trans alkena (misal citral 

isomer neral dan geranial), dan cis/trans isomer beberapa senyawa 

kompleks logam volatil seperti chromium tris (trifluoroacetyl-

acetonate)

Anda akan melakukan salah satu tugas berikut utnuk

melaksankan GC kapiler. Anda harus semua mencatat data yang 

berkaitan dengan analisa.

(i) Sebuah sampel citral

(ii)Chromium tris (trifluoroecetylacetonate)

(iii)Sampel kerosene atau gasoline

(iv)Campuran a dan ? terpinene 

(v)Campuran polyaromatic hydrocarbon

Praktikum 4 : Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

Tujuan : Untuk mengenalkan teknik high performance liquid

cromatography, termasuk operasional dasar
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instrumen dan mempelajari pengaruh pengaturan

sejumlah parameter.

Pendahuluan

HPLC adalah meode kromatografi yang menggunakan

fase gerak cair dan fase diam padat / bahan pendukung untuk 

melkukan pemisahan suatu jenis molekul. Terdapat dua variasi 

utama yaitu, HPLC  yang terdiri dari eluen polar dan fase diam 

non-polar atau eluen non-polar dan fase diam polar. Keduanya 

diklasifikasikan sebagai metode reversed-phase dan normal-

phase. Metode reversed-phase yang akan dipakai dalam

eksperimen ini menggunakan kolom octadecylsilane (ODS) dan

partisi absorptif (dapat menyerap) utnuk memisahkan

komponen-komponen dalam campuran.

Syarat pemilihan utama setelah memilih metode HPLC

yang sesuai adalah menentukan sistem pelarut untuk analisa. 

Kriteria pemilihan melibatkan waktu analisa, (tR atau k’), efisiensi 

keseluruhan (jumlah plate, N atau n), atau mungkin resolusi

(Rs). Percepatan aliran eluen akan memainkan peranan dalam 

parameter ini, akan tetapi pemilihan yang bijaksana atau

optimisasi komposisi pelarut akan diperlukan.

Polaritas pelarut adalah dasar yang berguna untuk

menentukan bagaiman nilai k’ dapat diubah, dan tentunya

aknmengubah waktu analisa. Untuk menggunakn parameter ini, 

maka sangatlah penting untuk mengukur polaritas pelarut dan 

hubungkan dengan k’. Dapat dilihat seperti dibawah ini :
Indeks  Polaritas  dari  Pelarut  Terpilih

Pelarut                Indeks Polaritas (P’)

air                             10,2

                               metanol                            5,1

                               asetonitril                         5,8

                               tetrahidrofuran                 4,0
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Indeks polaritasdari campuran dua pelarut akan diberikan sebagai :

P’ab =  ØaP’a  + ØbP’b

dimana Ø = fraksi volume tiap pelarut.

Sebuah aturan yang berguna bahwa untuk setiap perubahan

polaritas dua unit terdapat perkiraan 10 kali lipat perubahan dalam 

rasio partisi (faktor kapasitas) k’

maka 2 / P '-P '

1

2 1210
k'
k'

Dari hubungan ini dapat terlihat bahwa k’=64 dalam 30/70

MeOH/pelarut air, kemudian komposisi pelarut yang mana akan

memberikan nilai k’ =5  dalam 73/27 MeOH/air.

Prosedur
A. Operasional Kromatografi Cair

Catatan : Jangan pernah membiarkan pompa beroperasi tanpa

filter pelarut terendam dalam pelarut

Pilih panjang gelombang UV-sinar tampak dan nyalakan 

detektor untuk standby. Setelah 1 menit nyalakan detektor ke 

posisi ON. Pengaturan 0,04AUFS akan cukup.

Jika pompa belum dinyalakan, pertama pilih solvent line

yang diperlukan (solvent select dial) dan keluarkan solvent line 

dengan gambar sekitar 20 mL pelarut keluar melalui flush outlet

(berada dibawah solvent select dial). Lakukan ini dengan

menggunakan syringe, masukkan dalam outlet, buka katup dan 

keluarkan solvent. Tutup katup kembali.
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Pada saat pelarut telah terpilih dengan tepat, turn on 

pompa dan secara perlahan naikkan laju aliran pada level yang 

diinginkan. Tunggu sekitar 15-20 detik antara tiap kenaikkna 

dalam pengaturan aliran. Bila aliran telah di-set, tunggu paling 

tidak 15 menit agar kolom menyesuaikan dengan pelarut yang 

baru sebelum menginjeksikan sampel.

Bila aliran pelarut diubah pada saat running, misal dari 0,8 

ke 1,2 mL/menit, lakukan pengaturan ke aliran yang baru

dengan perlahan dan tunggu 5-10 menit hingga stabil.

Jika aliran pelarut harus dihentikan, kurangi ‘thumbwheel 

setting” dengan perlahan ke angka nol, dan switch off  pompa. 

Pada saat ini, pelarut dapat diubah ke pilihan selanjutnya.

Melakukan Injeksi : Semua volume injeksi yang akan

dilakukan adalah 10 L. Bilas syringe beberapa kali dengan 

pelarut dan sampel sebelum mengambil 10 L aliquot. Pastikan 

tidak terdapat gelembung udara dalam tabung syringe yang 

mungkin masuk. Putar katup injeksi ke “load”, putar retaining

arm kebawah untuk melepas plug stopper dan cabut plug. 

Masukkan jarum syringe ke dalam injection loop dan injeksikan 

larutan. Kembalikan plug, putar retaining arm untuk

mengencangkan plug, dan selesaikan injeksi dengan cara

memutar katup ke posisi “inject”. Pencatat (recorder) akan start 

secara otomatis.

Pengaturan recorder :  Menggunakan Shimadzu

recorder. Atur speed pada 5, dan attenuation pada 3.

 Shut-down procedure :  Pada saat kromatogram terakhir 

telah terekam kolom sebaiknya dikembalikan ke kondisi yang 

sesuai untuk storing, yang mana ini berarti kolom harus disiram 

dengan 50/50 MeOH/air pada 1 mL/menit selama sekitar 20-30

menit dan kemudian laju aliran dikembalikan ke nol. Maka ganti 
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dengan pelarut ini dengan mengguankan prosedur sebelumnya 

dan lakukan seperi diatas.

B. Studi Kromatografi

Dua sampel yang akan dianalisa ;

SAMPEL 1 : Uracil dan acenaphthene

SAMPEL 2 : Naphtalene, phenanthrene dan anthracene

Uracil umumnya dipakai untuk menunjukkan kekosongan 

volumeatau waktu untuk puncak yang tidak tertahan (to), dan 

aakan mengelusi layak dengan cepat. Hal ini akan membantu 

dalam perhitungan nilai k’. Phenanthrene dan anthracene elute 

sebagai sepasang puncak yang berdekatan, sehingga akan

berguna jika kita akan memperkirakan resolving power dari

suatu kolom. Berikut eksperimen yang akan dilaksanakan :

Tetapkan aliran dari 60/40 acetonitrile/air pada 0,8 mL/menit

(1) Injeksikan 10 L air. Catat “water dip”

(2) Injeksikan 10 L acetonitrile. Catat respon yang terjadi

(3) Injeksikan 10 L sampel 1

Naikkan laju aliran ke 1,2 mL/menit

(4) Injeksikan 10 L sampel 1

Naikkan laju aliran ke 1,6 mL/menit

(5) Injeksikan 10 L sampel 1

(6) Injeksikan 10 L sampel 2

Ubah pelarut ke 75/25 acetonitrile/air dan laju aliran ke 1,6 

mL/menit. Biarkan kolom untuk menyeimbangkan.(Catatan : 

Periksa dengan asisten lab sehubungan dengan perubahan 

pelarut)

(7) Injeksikan 10 L sampel 1
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(8) Injeksikan 10 L sampel 2

Bila semua prosedur di atas telah diselesaikan, lakukan prosedur 

shutdown.
Perhitungan dan Pertanyaan

1. Untuk setiap kromatogram sampel 1, hitung k’, total plates (n, N), 

tinggi plate (h,H) dan tinggi reduced plate.

2. Untuk setiap kromatogram sampel 2, hitung nilai k’, dan resolusi 

(Rs) dari pasangan puncak yang berdekatan.

3. Hitung asimetri puncak dari acenaphthene dalam satu

kromatogram (ditentukan dengan mengambil rasio jarak dari

peak maximum, atau mode, ke trailing edge puncak, jarak dari 

peak mode ke leading edge puncak, pada 10% tinggi puncak) Ini 

mungkin akn berguna untuk penyimpanan kemampuan dari

recording inegrator sehingga puncak dapat dinalisa kembali pada 

chart speed yang lebih cepat untuk pengukuran akurat dari jarak 

yang terlibat. ( Acuan pada diagram di bawah).

4. Beri komentar pada pengamatan dari “solvents dip”.

5. Beri komentar tentang bagaimana k’ bervariasi dengan laju aliran 

dan komposisi pelarut. Apakah k’ bervariasi sesuai dengan yang 

Anda harapkan ?

6. Beri komentar tentang bagaimanaefisiensi bervariasi dengan laju 

aliran.

7. Beri komentar tentang bagaimana Rs bervariasi dengan

komposisi pelarut, dan nyatakan bagaimana Rs mungkin

bervariasi dengan laju aliran.

8. Bandingkan dengan teliti hasil yang diperoleh dalam eksperimen 

5 dan 7, berkenaan dengan area puncak dan tinggi puncak dari 

uracil dan acenaphthene. Jelaskan pengamatan Anda.

Aplikasikan alasan Anda pada perbandingan hasil dalam

eksperimen 6 dan 8.



296

9. Apakah Anda percaya bahwa uracil merupakan bahan terlarut 

(solute) efektif untuk estimasi ?

Praktikum 5 : Waktu Retensi dalam Kromatografi Ion

Prosedur :

(a) Berikut larutan yang tersedia :

(i) 1000 mg LF-

(ii) 1000 mg LCl-

(iii) 1000 mg LNO-
3

(iv) 1000 mg LSO -2
4

(b) Siapkan paling tidak 100 mL larutan berikut (sebaiknya 

menggunakan deionised water)

(i) 250 mg LNO-
3

(ii) 25 mg LNO-
3

(iii) 2,5 mg NO3 /L

(iv) 25 mg LNO-
3  dan 250 mg LCl-
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(v) 25 mg LNO-
3  dan 250 mg LSO -2

4

(vi) 250 mg LNO-
3 dan 250 mg LCl-  dan 250 mg LSO -2

4

(c) Set up kromatografi ion berdasarkan instruksi yang terdapat 

pada instrumen. Output range sebaiknya 30 uS dan nilai-nilai

berikut dimasukkan dalam integrator :

Attenuation 2?9

Width 5

Slope 4000

Method 3061

Format 11

(d) Rekam kromatogram (paling sedikit 2) dari larutan 25 mg 

LNO-
3  (yaitu larutan (ii)) dan catat waktu retensi dari

puncak nitrat.

(e) Rekam paling sedikit lima kromatogram lainnya dengan

menggunakan larutan yang sama dan waktu hitung retensi 

rata-rata bersama dengan standard deviasi.

(f) Rekam kromatogram (paling sedikit 2) untuk setiap sisa 

larutan dari (b). ( Anda perlu melakukan perubahn pada 

output range)

(g) Buatlah tabel waktu retensi puncak nitrat dari setiap larutan. 

Beri komentar pada hasil mengenai keseimbangan yang

terlibat dalam langkah pemisahan. Data retensi sering

dipakai untuk mengidentifikasi puncak-puncak dalam bentuk 

lain kromatografi; beri komentar tentang bagaimana hal ini 

akan berguna dalam kromatografi ion dan beri saran

mengenai cara pasti untuk menetapkan indentitas puncak.
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Praktikum 6 : Analisa Anion menggunakan Kromatografi Ion

Air PDAM mengandung sejumlah ion termasuk -F  (0,5 – 1 ppm), 
-Cl (15 -20 ppm), -

3NO (1-2 ppm) dan sulfat (5-10 ppm). Dengan

menggunakan larutan standar gabungan, dapat dibuat kurva

kalibrasi untuk semua anion tersebut tanpa harus running

kromatografi setiap ion.
Prosedur :

(a) Siapkan larutan denga komposisi berikut (gunakan deionised

water)
-F 2 mg/L

-Cl 50 mg/L
-
3NO 5 mg/L

-2
4SO 20 mg/L

Siapkan paling sedikit 200 mL larutan, pikirkan secara teliti 

bagiman Anda akan menyiapkan larutan tersebut karena

Anda sebaiknya menghindari pengenceran besar dalam satu 

langkah.

(b) Gunakan larutan pada (a), siapkan tiga larutan lainnya

dengan rangkaian dua kali pengenceran menggunakan

deionised water. Pada akhirnya Anda harus memiliki

serangkaian larutan standar berikut :

Ion Konsentrasi (mg/L)
-F 2 1 0,5 0,25

-Cl 50 25 12,5 6,25
-
3NO 5 2,5 1,25 0,625

-2
4SO 20 10 5 2,5
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(c) Ubah nilai FORMAT pada integrator menjadi 9 dan OUPUT 

range pada 2010i ke 100 uS dan rekam kromatogram dari 

tiap larutan (tiap larutan  dua kromatogram) sebaik blank 

deionised water. Plot kurva tinggi puncak vs konsentrasi dan 

area puncak vs konsentrasi untuk setiap ion.

(d) Rekam kromatogram tiga kali dari air destilasi dan air ledeng

dan gunakan kurva kalibrasi yang dihasilkan untuk

menentukan konsentrasi dari -F , -Cl , -
3NO , -2

4SO  dalam 

kedua jenis air. Laporkan rata-rata dan range untuk setiap 

jenis air.

(e) Beri komentar dari hasil yang didapat dari tinggi

dibandingkan dengan area dan beri komentar secara umum 

mengenai pengunaan kromatografi ion untuk analias anion.
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PROSEDUR OPERASIONAL UNTUK KROMATOGRAF ION 
DIONEX 2010I

Prosedur Start Up (Anion)

1. Periksa bahwa terdapat cukup eluen (paling tidak > 1L) dan

regenerant dalam reservoir.

2. Turn on silinder udara dan pastikan tekanan melewati 600 kPa.

3. Tekan tombol POWER. Indicator light akan menyala; sistem 1 

akan menunjukkan A OFF dan B OFF

4. Atur small pressure gauge yang dihubungkan dengan regenerant 

reservoir ke antara 3-5 psi. Periksa regenerant benar-benar

mengalir dengan cara megamati aliran ke dalam waste beaker.

5. Pilih nomer eluen (No1 0,0024M Na2CO3 / 0,003M NaHCO3)

6. Tekan tombol STOP/START  untuk mengaktifkan pompa 

7. Atur FLOW pada 1,5 mLmenit-1. Periksa bahwa tekanan tidak 

melewati 1300 psi dan eluen benar-benar mengalir dengan cara 

megamati aliran ke dalam waste beaker.

8. Biarkan beberapa menit hingga stabil. Tekanan seharusnya

relatif stabil dan lampu READY sehatusnya on. Jika hal tersebut 

tidak terjadi dalam 5-10 menit, konsultasikan denganasisten lab.

9. Tunggu sampai hingga pembacaan konduktivitas stabil (mungkin 

membutuhkan lebih dari 15-20 menit). Nilai yang ditunjukkan

seharusnya 30 uS.

10. Tekan tombol AUTO OFFSET. Pada readout seharusnya

terbaca 0,00 uS dan stabil.

11. Pilih OUTPUT RANGE yang diperlukan. Biasanya 30 uS. Catat 

puncak dengan konduktivitas maksimum yang lebih besar

daripada output range tidak dapat dikaraktrisasi dengan baik

karena puncak akan terpotong. Penyesuaian sensitivitas dalam 
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kasus ini harus dilakukan dengan menggunakan OUTPUT

RANGE control daripada attenuation control pada integrator.

Prosedur Injeksi

1. Pastikan tombol LOAD/INJECT dalam posisi LOAD. Jangan

gunakan tombol ini lagi jika tidak diperlukan; switching antara 

LOAD dan INJECT yang sangat cepat sering dipakai pada katup 

mahal.

2. Gunakan syringe untuk memasukkan 2-3 mL sampel melalui 

sampel injection port. ..

3. Tekan tombol LOAD/INJECT sekali dan  start integrator secara 

bersamaan.Tombol  LOAD/INJECT akan berada pada posisi

INJECT paling tidak selam satu menit; tidak perlu

mengembalikan tombol ke posisi LOAD sampai Anda siap untuk 

memasukkan sampel berikutnya.

4. Amati readout konduktivitas untuk memastikan bahwa output

range tidak terlewati. Dengan attenuation pada CR3A atur pada 

2?10, output range 2010i akan full scale pada integrator.

Prosedur Shut-down

1. Cuci sampel loop dengan cara mengatur LOAD/INJECT ke

LOAD dan masukkan 8-10 mL deionised water. 

2. Putar FLOW ke 0,0 mL menit-1

3. Matikan pompa dengan menekan tombol STOP/START

4. Turunkan tekanan pada gauge yang dihubungkan  pada

regenerant reservoir dan …..

5. Matikan POWER

6. Matikan air cylinder
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Ringkasan Kromatografi

Kromatogram Diferensial

Pendahuluan

Detektor diferensial, sering digunakan dalam kromatografi, 

dapat merespon konsentrasi analit (solut) dalam fase gerak

disetiap saat. Respon detektor grafis berupa kromatogram

diferensial. Menurut sejarah, kromatogram dihasilkan pada chart 

recorder yang dihubungkan ke detektor dengan chart moving 

pada kecepatan yang diketahui dan konstan. Format dengan 

tipe yang sama telah disimpan oleh integrator digital modern 

dan kromatogram mula-mula dari chart recorder masih dapat 

diaplikasikan pada integrator modern.

Kromatogram diferensial yang secara dasr terdiri dari

serangkain puncak yang dihasilkan dalam satu waktu

mempunyai keuntungan berikut :

(1) Dapat menentukan pusat puncak secara akurat

(2) Pemisahan parsial dapat segeraterlihat nyata

(3) Jumlah yang lebih kecil akan teridentifikasi lebih nyata

daripada tipe integral detektor.

Istilah dasar dan Hubungan Kromatogram Diferensial
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Kromatogram diferensial

tm = waktu retensi yang teramati dari bahan terlarut yang tidak 

tertahan ( waktu gas tertahan,, puncak udara, water dip, 

solven front dll) (cm, min)

tR = waktu retensi yang diukur dari awal (injeksi), (cm, min)

indeks R menunjukkan puncak 1 dan 2

t’R = waktu retensi yang disesuaikan diukur dari waktu bahan 

terlarut yang tidak tertahan (cm, min)

Wh = lebar puncak pada setengah tinggi (cm, min)

Indeks h menunjukkan puncak 1 dan 2

Wb = lebar dasar puncak pertemuan dari garis lereng yang

berpotongan degan garis dasar chromatogram (cm.min).

Indeks b menunjukkan puncak 1 dan 2

d = waktu antara puncak 1 dan 2 (juga ?t antara puncak 1 dan

              2) (cm, min)

Semua istilah diatas dapat dihubungkan ke jarak pada chart recorder
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Istilah Operasional Kolom

n = number of  theoritical plates

L = panjang kolom

h = height equivalent to on theoritical plate (HETP) cm, m
μ = percepatan gas linier rata-rata cm/detik, cm/menit

a = retensi relatif dari dua puncak yang bersebelahan

R = Resolusi dari dua puncak yang bersebelahan

k’ = rasio (kapasitas) partisi

Persamaan yang diperoleh :

(i) Waktu retensi yang disesuaikan (t’R)

t’R =  tR - tm

(ii) Number of  Theoritical Plates, n

2

h

R

2

b

R

W
t5,54

W
t16n

(iii) High Equivalent to a theoritical Plate, h

n
Lh

(iv) Percepatan gas linier rata-rata (GC)

mt
Lμ
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(v) Faktor kapasitas k’

1-
t
t,

t
t'k'

m

R

m

R2

(vi) Retensi relatif dua puncak

1

2

R1

R2

k'
k'

t'
t'α

(vii)Resolusi antara dua puncak

b2b1  W-W
2dR

(viii) Waktu analisa, tR

μ
L1-k'tR
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Peristilahan dalam kromatografi

Tugas ini akan disampaikan dan diselesaikan dengan tugas pertama 

kromatografi gas yang telah diambil
Tujuan : untuk membiasakan siswa dengan istilah yang digunakan 

dalam kromatografi

Dari kromatogram di atas, hitung atau tunjukkan :

(1) Berapa waktu gas tertahan tm ?

(2) Hitung “number of theoritical plates” untuk puncak 2 ?

(3) Berapa “High Equivalent to a Theoritical Plate”  dengan

panjang kolom 2 meter ?

(4) Berapa waktu retensi yang disesuaikan t’R (min) puncak 2 ? 

(5) Berapa percepatan gas linier rata-rata jika panjang kolom 2

meter ?

(6) Berapa faktor kapasiats untuk kedua puncak ?

(7) Berapa retensi relatif ?

(8) Berapa resolusi R untuk kedua puncak ?

(9) Bagaimana tm ditentukan dengan menggunakan kromatografi 

gas ?

dengan (i) Flame Ionization Detector

(ii) Thermal Conductivity Detector
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