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PENGARUH pH dan VARIASI FASA GERAK TERHADAP
PENENTUAN KADAR ASAM ASKORBAT DAN ASAM
BENZOAT MENGGUNAKAN HPLC

Desy Kurniawati*#, Budhi Oktavia*, Zul Afkar*, dan Edi Nasra*

*Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [lmu Pengetahuan Alam,
Universitas Negeri Padang
#Email: desy.chem@gmail.com

Abstrak. Berbagai minuman ringan (soft drink) yang beredar di pasaran berupaya menarik
konsumen dengan rasa yang enak, warna yang menarik. Untuk mencapai tujuan tersebut
produsen menambahkan zat tambahan makanan dalam minuman dan juga untuk
meningkatkan keawetannya. Zat yang sering ditambahkan adalah asam askorbat dan asam
benzoat.Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi terbaik penentuan kadar asam
askorbat dan asam benzoat secara HPLC yang diaplikasikan pada minuman ringan yang dijual
bebas di pasaran. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi optimum HPLC yang
menggunakan fasa gerak metanol dan buffer asetat pada laju alir 1 ml/mnt, Kolom ODS Cis, A=
240 nm, pH 3.5, dilakukan secara elusi gradien yang dimulai pada komposisi fasa gerak 5:95
hingga 50:50 selama 5 menit dengan waktu retensi untuk asam askorbat adalah 3.73 menit
dan 11.07 menit untuk asam benzoat. Dari hasil uji kadar sampel minuman ringan yang dijual
di lingkungan sekolah tidak ditemukan asam askorbat dan asam benzoat sebagai bahan
pengawet, sedangkan untuk minuman ringan yang beredar di pasaran dari 5 sampel yang diuji
ditemukan sampel yang mengandung asam benzoat yang melebihi batas maksimum yang
diizinkan yang terdapat pada sampel C yaitu 676 ppm, sedangkan kadar yang diizinkan
menurut SNI 01-0222-1995 untuk asam benzoat adalah 600 ppm. Kandungan asam askorbat
terbanyak terdapat pada sampel A yaitu 2869 ppm.

Kata kunci: Asam askorbat, asam benzoat, HPLC

[. Pendahuluan

Semakin berkembangnya ilmu pengetahuan saat ini, tingkat pengetahuan tentang teknik
pemisahan pun semakin meningkat. Salah satu teknik pemisahan yang sering digunakan
adalah kromatografi. Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan molekul berdasarkan
perbedaan pola pergerakan antara fasa gerak dan fasa diam untuk memisahkan komponen
yang berada pada larutan.

Saat ini teknik kromatografi yang paling banyak digunakan untuk fasa cair adalah
kromatografi cair kinerja tinggi ( KCKT) atau biasa dikenal dengan Hight Performance Liquid
Chromatograhpy ( HPLC). Karena analisa dengan HPLC cepat, daya pisah baik, persiapan
sampel mudah dan dapat dihubungkan dengan detektor yang sesuai.

HPLC dapat digunakan untuk mengisolasi zat tidak mudah menguap dan zat yang
secara termal tidak stabil (Khopkar, 2003:168). HPLC juga dapat digunakan untuk penentuan
zat-zat organik yang ada didalam makanan seperti asam benzoat dan asam askorbat.

Asam benzoat merupakan suatu bahan pengawet yang sering digunakan didalam
minuman ringan. Bahan pengawet merupakan bahan kimia yang berfungsi untuk
memperlambat kerusakan makanan baik yang disebabkan mikroba pembusuk, bakteri, ragi,
maupun jamur dengan cara menghambat, mencegah, menghentikan proses pembusukan dan
fermentasi dari bahan makanan.

Pemakaian asam benzoat dari satu sisi menguntungkan karena dengan penambahan
asam benzoat makanan dan minuman dapat dibebaskan dari mikroba pembusuk, namun dari
sisi lain, penggunaan asam benzoat sebagai pengawet dapat menimbulkan efek buruk terhadap
kesehatan bagi pemakainya apabila kadar pemakaian bahan pengawet tidak diatur dan
diawasi.

Asam askorbat merupakan suatu antioksidan yang juga termasuk bahan pengawet. Zat
ini ditambahkan untuk mencegah timbulnya bau tengik pada makanan yang mengandung
minyak dan lemak. Asam askorbat merupakan salah satu vitamin yang larut didalam air. Asam
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askorbat berfungsi untuk mensintesis kolagen intraseluler mengoksidasi fenilalanin menjadi
tirosin, mereduksi ion ferri menjadi ferro dalam saluran pencernaan, meningkatkan penyerapan
besi dalam usus halus. Asam askorbat banyak dijumpai didalam buah-buahan dan sayur-
sayuran terutama dalam keadaan segar. Sumber vitamin C yang terdapat dalam tanaman
adalah bayam, jeruk, nanas, brokoli, dan lain-lain. Vitamin C yang bersumber dari hewan
adalah susu, telor, daging, ikan, dan unggas (Iryani, 2003:80).

Pada penelitian ini dengan metoda HPLC digunakan pelarut metanol dan buffer asetat.
Sekaligus untuk melihat kemampuan dan ketepatan HPLC dengan menggunakan pelarut
metanol dan buffer asetat dalam penentuan asam askorbat dan asam benzoate dengan variasi
pH dan Fasa gerak.

2. Metode Penelitian
Alat dan Bahan

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen yang telah dilakukan di
Laboratorium Penelitian Jurusan Kimia FMIPA UNP selama 6 (enam) bulan.

Alat-alat yang digunakan adalah HPLC, peralatan gelas, oven, kertas pH, kertas saring, neraca
analitik, botol reagen, labu ukur, erlenmeyer, botol semprot, batang pengaduk, pipet tetes.
Bahan yang digunakan adalah kadar asam askorbat dan asam benzoat standar, metanol,
asam asetat, aquadest.Minuman ringan yang dijual bebas di pasaran

Prosedur Penelitian
Langkah-langkah utama penelitian adalah sebagai berikut:

- Sampling minuman
Proses sampling minuman ringan dilakukan berdasarkan merek yang beredar di
pasaran (supermarket di daerah kota Padang). 10 merek minuman ringan akan dipilih
untuk digunakan sebagai sampel dalam penelitian ini, diantaranya, coca cola, teh botol
dan kopi instan. Pemilihan sampel berdasarkan atas informasi kandungan bahan-
bahan yang ditambahkan ke dalam sampel tersebut.

- Pembuatan larutan baku 10 ppm
Dibuat larutan standar dari masing-masing bahan baku pembanding dengan kadar 10
ppm untuk asam askorbat dan asam benzoat menggunakan pelarut aquadest yang
sudah disaring..

- Penetapan panjang gelombang pengukuran
Masing-masing larutan bahan baku pembanding tersebut diukur serapannya pada
panjang gelombang 200-400 nm menggunakan spektrofotometer, lalu dibuat kurva
serapannya. Kemudian ditentukan panjang gelombang untuk analisis.

- Penentuan kondisi optimum untuk penentuan asam benzoat dan asam askorbat
secara HPLC
Larutan campuran bahan baku pembanding asam benzoat dan asam askorbat di
dalam pelarut aquades, disuntikan sebanyak 20 ul ke dalam kolom menggunakan fase
gerak campuran metanol dan air dengan bufer asetat antara pH 3 sampai 6. Dipilih
komposisi dan pH yang memberikan pemisahan terbaik berdasarkan waktu retensi (tg),
resolusi (R), HETP dan jumlah pelat teoritis (N).

- Penentuan kadar asam benzoat dan asam askorbat secara HPLC .
Kondisi terpilih kemudian digunakan pada analisis sampel sebagai aplikasi.

3. Hasil Dan Pembahasan

Penentuan Panjang Gelombang Optimum

Penentuan panjang gelombang optimum dari senyawa asam askorbat dan asam benzoat
bertujuan untuk melihat pada panjang gelombang berapakah kedua senyawa tersebut dapat
memberikan penyerapan yang baik sehingga pemisahan dengan HPLC dapat dilakukan.
Penyerapan yang paling baik ditandai dengan terbentuknya puncak paling tinggi pada
spektrogram. Penentuan panjang gelombang optimum ini ditentukan dengan mengukur
serapan larutan asam askorbat dan asam benzoat dengan konsentrasi masing-masing 50 ppm
pada panjang gelombang 200-400 nm menggunakan spektrofotometer UV. Dari hasil
pengukuran diperoleh panjang gelombang maksimum asam askorbat adalah 245 nm, dan
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panjang gelombang maksimum untuk asam benzoat adalah 230 nm. Untuk itu pada penelitian
ini digunakan panjang gelombang 240 nm, sehingga kedua senyawa masih dapat terdeteksi
dan memberikan penyerapan yang baik.

Penentuan PH Optimum Buffer Asetat Sebagai Komponen Fasa Gerak

Penentuan pH optimum dilakukan untuk mendapatkan hasil analisa yang optimum untuk
pemisahan asam askorbat dan asam benzoat. Penentuan pH optimum dilakukan pada
komposisi fasa gerak 50:50 dengan waktu retensi 30 menit, laju alir 1 ml/min, menggunakan
kolom Cis, A=240 nm. Untuk memperoleh pH optimum, maka pH divariasikan pada pH 3.5, 4.5,
dan 5.5. pemilihan variasi pH dilakukan secara selektif agar tidak merusak kolom. Jika pH
yang divariasikan terlalu rendah maka ikatan silika yang berfungsi sebagai fasa diam dapat
putus (terhidrolisis), dan jika pH terlalu basa maka silika akan larut, karena silika larut dalam
suasana basa, sehingga tidak akan diperoleh hasil pemisahan yang baik (Panggabean dkk,
2011). PH 3.5 yang diperoleh ternyata sesuai dengan sifat dari asam askorbat dan asam
benzoat yang memperlihatkan kegiatan optimum pada selang pH 2.5-4.0 (Sakidja, 1989). Hasil
pengukuran untuk penentuan pH optimum dapat dilihat pada Gambar 1.

Dari kromatogram di bawah dapat dilihat bahwa pada pH 3.5 telah terjadi pemisahan
yang baik untuk pemisahan asam askorbat dan asam benzoat, karena perbedaan waktu retensi
antara kedua senyawa cukup lama, yaitu waktu retensi untuk asam askorbat pada 2.93 mnt
dan asam benzoat muncul pada 6.2 mnt. Untuk itu digunakan pH 3.5 sebagai pH optimum
pada penelitian ini.

< L ] B L = Bl ®
s

Gambar 1. Kromatogram penentuan pH optimum Laju alir 1 ml/mnt, A=240 nm, Kolom ODS
Cig, Fasa gerak metanol:buffer asetat (50:50)A; metanol:buffer asetat pH 3.5, B;
metanol:buffer asetat pH 4.5, (@} metanol :buffer asetat pH 5.5, 1) Asam askorbat,

2) Asam Benzoat.

Penentuan Komposisi Fasa Gerak Optimum

Fasa gerak yang digunakan pada penelitian ini adalah campuran dari metanol dan buffer
asetat. Penelitian ini menggunakan fasa terbalik, yaitu fasa gerak yang digunakan lebih polar
bila dibandingkan dengan fasa diam yang bersifat non polar, karena pada penelitian ini
senyawa yang akan dianalisa bersifat polar. Dari gambar 3 diatas dapat dilihat komposisi fasa
gerak 50:50 pada pH 3.5 telah terjadi pemisahan yang baik. Pada kondisi tersebut asam
askorbat memberikan waktu retensi 2.93 hal ini bersamaan dengan munculnya system peak,
yaitu puncak yang muncul meskipun tidak ada sampel yang diinjeksikan. Untuk menghindari
system peak yang dapat mengganggu puncak dari sampel, maka dilakukanlah variasi
komposisi fasa gerak agar diperoleh pemisahan yang baik. Variasi komposisi fasa gerak
dilakukan pada komposisi 10:90, 30:70, 50:50, dan 70:30. Dari hasil pengukuran pada
berbagai komposisi fasa gerak dapat dilihat pada Gambar 2.

Dari kromatogram di bawah dapat kita lihat bahwa asam askorbat pada komposisi fasa
gerak 30:70, 50:50 dan 70:30 memberikan waktu retensi yang sama yaitu 2.9, sedangkan pada
komposisi fasa gerak 10:90 asam askorbat muncul pada waktu retensi 3.45. Pada komposisi
10:90 asam benzoat muncul pada waktu retensi yang sangat lama, untuk memperpendek
waktu retensi asam benzoate agar didapatkan puncak dalam waktu sekitar 10 menit, maka

dilakukan elusi gradien, yaitu perubahan komposisi fasa gerak selama elusi. Elusi gradien
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dimulai pada komposisi 5:95 hingga 50:50 selama 5 menit dan setelah terjadi elusi maka
komposisi fasa gerak akan konstan pada 50:50, komposisi inilah yang digunakan sebagai
komposisi optimum dari fasa gerak agar diperoleh pemisahan yang baik.

Gambar 2. Kromatogram penentuan variasi komposisi fasa gerak Laju alir 1ml/mnt, A=240 nm,
Kolom ODS Cis, Fasa gerak metanol:buffer asetat (3.5)A; metanol:buffer asetat
(10:90), B; metanol:buffer asetat (30:70), C; metanol:buffer asetat (50:50), D;
metanol :buffer asetat (70:30), 1) Asam askorbat, 2) Asam Benzoat

Hasil pemisahan dengan kondisi ini dapat dilihat pada Gambar 3, yaitu waktu retensi
untuk asam askorbat adalah 3.73 mnt dan waktu retensi untuk asam benzoat adalah 11.07
mnt. Kondisi ini dipakai untuk penentuan kadar asam askorbat dan asam benzoat pada sampel
minuman ringan.
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Gambar 3. Kromatogram Blanko dan Larutan Standar Laju alir 1ml/mnt, A=240 nm, Kolom
ODS Cis, Fasa gerak methanol:buffer asetat (5:95), pH 3.5, 1) Asam askorbat, 2)
Asam benzoat.

Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Askorbat dan Asam Benzoat

Kurva Kalibrasi Asam Askorbat

Pembuatan kurva kalibrasi asam askorbat bertujuan untuk mengetahui kadar asam askorbat
di dalam sampel yang akan dianalisa. Pembuatan kurva kalibrasi untuk asam askorbat
dilakukan dengan pengukuran sederetan larutan standar dengan konsentrasi 50, 100, 150,
200 dan 250 ppm. Pengukuran dilakukan pada kondisi optimum yang telah diperoleh
sebelumnya yaitu pada komposisi fasa gerak 5:95 (elusi gradien) dan pH 3.5.

Berdasarkan hasil pengukuran, didapatkan persamaan regresi dari asam askorbat
adalah y=0.327x-5.276 dengan nilai koefisien determinasi (R?) =0.995. Nilai koefisien
determinasi yang diperoleh menunjukkan hasil yang baik karena mendekati nilai 1. Dengan
demikian dapat dikatakan bahwa terdapat hubungan yang linear antara konsentrasi asam
askorbat dan luas puncak yang terukur dimana semua titik hasil pengukuran terdapat pada
satu garis lurus.

Kurva Kalibrasi Asam Benzoat

Pembuatan kurva kalibrasi asam benzoat bertujuan untuk mengetahui kadar asam benzoat di
dalam sampel yang akan dianalisa. Pembuatan kurva kalibrasi untuk asam benzoat dilakukan
dengan pengukuran sederetan larutan standar pada konsentrasi 25, 50, 75, 100 dan 125 ppm.
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Pengukuran dilakukan pada kondisi optimum yang telah diperoleh sebelumnya yaitu pada
komposisi fasa gerak 5:95 (elusi gradien) dan pH 3.5.

Berdasarkan hasil pengukuran, didapatkan persamaan regresi dari asam benzoat
adalah y=0.260x-2.338 dengan nilai koefisien determinasi (R?) =0.997. Nilai koefisien
determinasi yang diperoleh menunjukkan hasil yang baik karena mendekati nilai 1. Dengan
demikian dapat dikatakan bahwa terdapat hubungan yang linear antara konsentrasi asam
benzoat dan luas puncak yang terukur dimana semua titik hasil pengukuran terdapat pada
satu garis lurus. Kromatogram hasil pengukuran kurva kalibrasi kedua senyawa dapat dilihat
pada Gambar 4, dimana dari kromatogram dapat dilihat semakin tinggi konsentrasi senyawa
yang diukur maka puncak akan semakin tinggi, dan semakin rendah konsentrasi senyawa
yang diukur maka puncak juga akan rendah. Dapat dikatakan bahwa hubungan antara
konsentrasi dengan tinggi puncak berbanding lurus.
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Gambar 4. Kromatogram kurva kalibrasi asam askorbat dan asam benzoat Laju alir 1ml/mnt,
A= 240 nm, Kolom ODS Cis, Fasa gerak metanol:buffer asetat (5:95) pH 3.5 Ajasam
askorbat : asam benzoat (250:125), B:asam askorbat: asam benzoat (200:100),
C;asam askorbat:asam benzoat (150:75), D;asam askorbat: asam benzoat (100:50),
E;asam askorbat:asam benzoat (50:25)

Penentuan Kadar Asam Askorbat dan Asam Benzoat dalam Sampel Minuman Ringan

Pada penelitian ini minuman ringan yang akan dianalisa kandungan asam askorbat dan asam
benzoatnya dipilih secara acak berdasarkan merek minuman ringan yang dijual bebas
dipasaran dan dilingkungan sekolah.

Minuman ringan yang dijual bebas dipasaran

Untuk minuman ringan yang dijual bebas dipasaran, dipilih 5 merek minuman ringan yang
akan dianalisa. Lima macam minuman ringan ini disimbolkan dengan huruf A, B, C, D dan E
untuk kerahasiaan data dari merek minuman tersebut. Penentuan kadar asam askorbat dan
asam benzoat dalam minuman ringan secara HPLC dilakukan pada kondisi optimum yang
telah didapatkan sebelumnya. Dari hasil pengukuran diperoleh data seperti yang terlihat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Data hasil pengukuran kadar sampel yang dijual di pasaran

Sampel Asam Askorbat Asam Benzoat
Luas Puncak Konsentrasi Luas puncak Konsentrasi
(mAUxmnt) (ppm) (mAUxmnt) (ppm)

A 88.55 2869 - -

B - - 6.88 354
c 1.09 194 15.25 676
D 0.73 183 4.16 249
E B - 1.8 159
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Kromatogram dari data di atas dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Kromatogram sampel minuman ringan yang dijual bebas di pasaran. Laju alir
Iml/mnt, A=240 nm, Kolom ODS Cis,Fasa gerak metanol:buffer asetat(5:95), pH 3.5
Asam askorbat, 2) Asam benzoat

Dari data yang telah diperoleh dapat diketahui bahwa Sampel A, C dan D mengandung
asam askorbat dimana kadar tertinggi terdapat pada sampel A yaitu 2869 ppm, hal ini tidak
berbahaya karena asam askorbat apabila dikonsumsi melebihi yang dibutuhkan oleh tubuh

maksimum yang diizinkan untuk pemakaian asam benzoat sebagai bahan pengawet.
Berdasarkan SNI 01-0222-1995 pemakaian asam benzoat yang diizinkan adalah 600 mg/L.
Dan kandungan asam benzoat yang terendah pada sampel E yaitu 159 ppm.

Minuman Ringan Yang Dijual di Lingkungan Sekolah

Untuk minuman ringan yang dijual bebas di lingkungan sekolah dipilih tiga sampel minuman
ringan secara acak. Tiga sampel minuman ringan ini diberi simbol A, B dan C. Penentuan
kadar asam askorbat dan asam benzoat dalam minuman ringan secara HPLC dilakukan pada
kondisi optimum yang telah diperoleh sebelumnya. Dari hasil pengukuran diperoleh
kromatogram seperti Gambar 6.
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Gambar 6. Kromatogram Sa?n_pel Minuman Ringan yang dijual di sekolah Laju alir 1 ml/min,
A=240 nm, Kolom C;s, Fasa gerak metanol:buffer asetat (5:95), pH 3.5 ; 1)Asam
askorbat, 2) Asam benzoat
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4. Kesimpulan Dan Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan:

Kondisi optimum pada penentuan kadar asam askorbat dan asam benzoat pada minuman
ringan secara HPLC yaitu menggunakan kolom ODS Cis, laju alir 1 ml/mnt pada panjang
gelombang 240 nm, secara elusi gradien pada komposisi fasa gerak metanol:buffer asetat
5:95 dan akan konstan pada komposisi 50:50 pada waktu 5 menit dengan pH buffer asetat
3.5, dengan waktu retensi asam askorbat adalah 3.73 menit dan 11.07 menit untuk asam
benzoat.

Pada sampel minuman ringan yang dijual bebas dilingkungan sekolah tidak ditemukan
asam askorbat dan asam benzoat sebagai pengawet, sedangkan pada sampel minuman
ringan yang dijual bebas dipasaran, asam benzoat ditemukan dalam empat sampel yaitu
sampel B, C, D, dan E, dimana kadar tertinggi diperoleh pada sampel C yaitu 676 ppm yang
melebihi batas maksimum yang diizinkan dalam pemakaian asam benzoat sebagai
pengawet, dimana kadar yang diizinkan menurut SNI 01-0222-1995 untuk asam benzoat
600 ppm. Untuk asam askorbat ditemukan pada sampel A, C dan D. Dimana kadar tertinggi
terdapat pada sampel A yaitu 2869 ppm.
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