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P-7            : High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
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PERCOBAAN VII 

Analisis Natrium Benzoat dan Vitamin C Menggunakan 

Teknik High Perfomance Liquid Chromatography 

7.1. Pendahuluan 

Kromatografi merupakan salah satu metode pemisahan komponen-komponen campuran 

yang berdasarkan distribusi diferensial dari komponen-komponen sampel diantara dua fasa, yaitu 

fasa gerak dan fasa diam. HPLC atau didalam bahasa Indonesia disebut KCKT (Kromatografi 

Cair Kinerja Tinggi) merupakan kromatografi cair (fasa gerak berupa cairan) dengan fasa diam 

berpartikel yang sangat kecil (3-10 µm) sehingga memerlukan tekanan tinggi (70-400 atm) untuk 

mendapatkan kecepatan alir yang memadai (0,5-5mL/min). Campuran senyawa dipisahkan 

dengan cara menginjeksikannya melalui injektor untuk dipisahkan di dalam kolom. Senyawa 

yang berbeda dalam campuran akan melewati kolom dengan kecepatan yang berbeda karena 

perbedaan derajad interaksinya terhadap fasa gerak (mobile phase) dan fasa diam (stationary 

phase). 

Teknik HPLC dapat digunakan baik untuk keperluan pemisahan (analisis kualitatif) 

maupun analisis kuantitatif. Analisis kualitatif dengan teknik HPLC didasarkan pada pengukuran 

luas area standar. Pada prakteknya, metode pembandingan area standar dan sampel kurang 

menghasilkan data yang akurat bila hanya melibatkan suatu konsentrasi standar. Oleh karena itu, 

dilakukan dengan  menggunakan teknik kurva kalibrasi. 

Prinsip kerja analisis menggunakan instumentasi HPLC 

Prinsip kerja HPLC dalam pemisahan natrium benzoate dan vitamin C dalam sampel 

berdasarkan pada perbedaan kepolarannya. Fasa diam yang digunakan (pada kolom) HPLC 

adalah jenis fasa terbalik (fasa diam non-polar) C-18. Sementara fasa geraknya berupa larutan 

yang diatur komposisinya (gradien elusi), yaitu: air (mengandung KH2PO4):asetonitril, hal ini 

bergantung pada kepolaran analit yang akan dipisahkan. Campuran analit akan terpisah 

berdasarkan kepolarannya, dan waktu retensinya akan berbeda, hal ini akan teramati pada 

spektrum yang punsak-puncaknya terpisah. 

Prinsip kerja alat HPLC adalah pertama fasa gerak dialirkan melalui kolom kedetektor 

dengan bantuan pompa. Kemudian cuplikan dimasukan ke dalam aliran fasa gerak dengan cara 



penyuntikan. Didalam kolom terjadi pemisahan komponen-komponen campuran karena 

perbedan kekuatan interaksi antara solut-solut terhadap fasa diam dan fasa gerak. Solut-solut 

yang kurang kuat interaksinya dengan fasa diam akan keluar dari kolom terlebih dahulu. 

Sebaliknya solut-solut yang interaksinya kuat dengan fasa diam akan keluar dari kolom lebih 

lama. Setiap komponen yang campuran yang keluar kolom dideteksi oleh detektor kemudian 

direkam dalam bentuk kromatogram. 

7.2.  Penentuan Kadar Natrium Benzoat dan Vitamin C Menggunakan Instrumen HPLC 

7.2.1. Tujuan Percobaan 

1. Memahami cara kerja instrumen HPLC untuk analisis kuantitatif. 

2. Dapat melakukan preparasi dengan tepat dan akurat, serta dapat mengikuti manual 

pengoperasian HPLC. 

3. Dapat menentukan/menghitung kadar zat aditif dalam sampel minuman. 

 

7.2.2. Alat 

Instrumentasi HPLC, dengan kolom C-18 dan detector UV-Vis spectrophotometer 

detector, seperangkat alat gelas yang lazim digunakan di laboratorium kimia, Ultrasoic vibrator 

(sonicator), neraca analitik, kertas saring Whatman, Membran PTFE dan selulusa nitrat, corong 

buchner. 

 

7.2.3. Bahan 

 Natrium benzoat p.a (2,5 mg), Vitamin C standar (1 mg), Metanol for HPLC secukupnya, 

Sampel minuman yang mengandung vit.C 5 mL, Kalium dihidrogenfosfat (0,68 g), Aquadem, 

Asetonitril. 

 

7.2.4   Prosedur Kerja 

1. Pembuatan fasa gerak (pelarut) 

Dihitung dan ditimbang jumlah KH2PO4 yang diperlukan untuk membuat larutan KH2PO4 

0,01 M sebanyak 500 mL dalam aquades. Kemudian pH larutan diatur hingga 2,65 dengan 

asam fosfat. Dilakukan penyaringan untuk larutan KH2PO4  menggunakan membrane 

selulosa nitrat. Dilakukan penyaringan pula untuk asetonitril dengan PTFE. Dihilangkan 

gelembung pada larutan dengan ultrasonic vibrator selama 15 menit. Dibuat campuran 



larutan fasa gerak KH2PO4 dan asetonitril (60:40) untuk keperluan larutan standar dan 

larutan sampel, sesuai kebutuhan. 

2. Pembuatan larutan induk natrium benzoat, dan vitamin C 

Ditimbang zat standar natrium benzoat 2,5 mg, vitamin c 1 mg, dan kafein 5 mg. 

Dicampurkan ketiga zat standar dengan melarutkan dalam 50 mL fasa gerak secara 

kuantitatif pada labu ukur. Dihomogenkan selama 5 menit menggunakan ultrasonic 

vibrator. 

3. Pembuatan deret larutan standar benzoat, dan vitamin C 

Dipipet larutan induk masing-masing 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL, dan 5 mL, diencerkan 

dengan fasa gerak dalam labu ukur 10 mL. Dihomogenkan larutannya, kemudian disaring 

semua larutan standar tersebut dengan menggunakan membrane PTFE. Ditempatkan hasil 

saringan ke dalam vial bertutup yang telah diberi label. Dilakukan degassing selama 5 

menit. Larutan standar siap diinjeksikan.   

4. Pembuatan larutan sampel 

 Dipipet 5 mL larutan sampel , dilarutkan dengan fasa gerak hingga 10 mL secara 

kuantitatif pada labu ukur. Dilakukan penyaringan dengan PTFE, ditampung dalam botol 

vial bertutup. Dihilangkan gelembung pada larutan sampel dengan menggunakan 

ultrasonic vibrator selama 5 menit. 

5. Penyiapan instrumen HPLC 

 Instruksi kerja menjalankan instrument HPLC 

1. Pastikan kabel instrumen HPLC dan perangkat komputer telah terpasang pada sumber 

listrik 

2. Nyalakan perangkat komputer 

3. Tekan tombol power pada bagian – bagian perangkat HPLC yang dibutuhkan saja 

(seperti : pompa, detektor, oven, autosampler; jika yang dibutuhkan hanya pompa dan 

detektor maka oven dan autosampler tidak perlu dinyalakan tombol powernya) 

4. Setelah beberapa bagian perangkat HPLC yang dibutuhkan telah dinyalakan baru 

tekan tombol power bagian HPLC yang tertulis “CBM” (perangkat HPLC paling 

kanan atas) 



5. Selanjutnya jika komputer telah menyala, sambungkan komputer dengan perangkat

HPLC dengan meng-klik software pada desktop dengan nama software “LC

Solution”.

6. Lalu pilih gambar HPLC  yang menyala.

7. Setelah gambar tersebut diklik maka jika perangkat HPLC dengan komputer telah

tersambung akan terlihat ada pesan pada bagian kiri atas software tersebut tulisan

“CONNECTED”

8. Perangkat HPLC siap digunakan untuk kebutuhan pemisahan dan analisa.

Instruksi kerja mematikan instrument HPLC 

1. Setelah menggunakan instrumen HPLC dan perangkat komputer

2. Klik tombol close pada software

3. Tekan tombol power pada perangkat HPLC yang tertulis “CBM” baru mematikan

power perangkat HPLC lainnya

4. Matikan bagian bagian perangkat HPLC yang telah digunakan dengan menekan

tombol power (untuk pompa: off kan pompa dengan menekan tombol “pump”

sebelum menekan power)

5. Pastikan kabel semua perangkat terlepas dari sumber listrik

6. Tutup semua perangkat yang telah digunakan dengan plastik agar terhindar dari debu.

6. Sementara melakukan preparasi sampel dan standar, dihidupkan peralatan HPLC.

Dikondisikan instrumen HPLC dengan kondisi: Kolom: C-18 (12,5 cm); Panjang

gelombang: 254 nm; Laju alir: 0,75 mL/menit; Volume injeks: 20 μL dan fasa gerak

sistem elusi gradien dengan komposisi dan waktu sebagai berikut:

Waktu (menit) % Asetonitril % KH2PO4 

0 60 40 

4 40 60 

6 30 70 

8 20 80 

9 40 60 

10 60 40 

7. Sampel diinjeksikan ke HPLC, kromatogram yang diperoleh dianalisis dan digunakan

untuk menjawab tujuan

8. Perhitungan hasil analisis



Dari hasil operasi instrumen akan diperoleh kurva kalibrasi.  Bila kurva kalibrasi diperoleh 

dengan koefisien regresi > 0,997, maka boleh melanjutkan perhitungan kadar zat aditif dalam 

sampel. Dihitung kadar natrium benzoate dan vitamin C dalam satuan % w/w.  
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