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Tujuan :  1. Menentukan kadar berbagai tablet Vitamin C menggunakan metoda HPLC 

  2.Mampu menggunakan alat HPLC 

    

 

Dasar teori 

Kromatografi pertama kali diperkenalkan oleh TSWETT pada tahun 1903, ia 

menggunakannya untuk  pemisahan  senyawa-senyawa  berwarna dan  nama  kromatografi  

diambil  dari  senyawa-senyawa  yang  berwarna. Senyawa  berwarna  yang  di  gunakan  

TSWETT  sebagai  sampel adalah  pigmen-pigmen  daun,  karena  warnanya  maka  cepat  

terlihat  lokasinya  dalam  kolom.  

Saat ini kromatografi tidak lagi digunakan untuk pemisahan senyawa-senyawa berwarna 

saja. Senyawa-senyawa tidak berwarna dapat dilihat melalui floresensi dalam sinar ultraviolet.  

Pada dasarnya semua teknik kromatografi menggunakan dua fasa, yaitu fasa diam 

(stationary) dan fasa gerak (mobile); pemisahan-pemisahan tergantung pada gerakan relative dari 

dua fasa ini.  perlu  diperhatikan  bahwa  fasa  gerak  yang  digunakan  tidak  mempunyai  efek  

terhadap fasa diam atau hanya sangat lemah diserap oleh fasa diam.  

Dalam  industri  farmasi,  HPLC  secara  rutin  digunakan  untuk  menganalisis  produk  

obat. Pabrikan harus memastikan  bahwa  setiap  produk  memenuhi syarat  yang  ditentukan.  

Sebagai analis  QC,  Anda  akan  menganalisis  beberapa  tablet  C  Vitamin  (asam  askorbat)  

untuk memastikan konsentrasi  tablet  Vitamin  C  tersebut  sesuai label  dan  memiliki  jumlah  

yang konsisten dari vitamin C dalam setiap tablet.  

  



 

1.Instrumen  

Alat High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) yang digunakan yaitu Alliance 

2695, Detector UV/VIS 2489 dilengkapi dengan kolom C-18, diameter 5 ul, ukuran 4,6 x 150 

mm dan Detektor UV-Vis yang terhubung.  

  

2. Persiapan fase gerak dan alat HPLC  

- Siapkan 500 mL larutan 55% air: metanol 45% dan tambahkan 6 tetes 6 M H2SO4.  

- Hidupkan  komputer  dan  alat  HPLC,  set  sesuai  dengan protokol  alat  HPLC  tersebut  

dan  

- sesuai dengan kondisi analisa yang digunakan.  

  

3. Persiapan panjang gelombang Max Vitamin C  

- Siapkan 0,05  mg  / mL Vitamin  C  standar  dan tentukan panjang  gelombang  

absorbansi  

- maksimum untuk Vitamin C menggunakan spektrofotometer UV / Vis dengan � = 200-

400nm.  

- Gunakan panjang gelombang maksimum ini untuk detector HPLC yang digunakan 

4.Persiapan Standar Vitamin C (asam askorbat)   

- Siapkan 0,25 mg / mL Vitamin C standar diencerkan dengan air.  

- Siapkan 0,20 mg / mL Vitamin C standar diencerkan dengan air.  

- Siapkan 0,15 mg / mL Vitamin C standar diencerkan dengan air  

- Siapkan 0,10 mg / mL Vitamin C standar diencerkan dengan air.  

- Siapkan 0,05 mg / mL Vitamin C standar diencerkan dengan air.  

  

5.Persiapan sampel   

1. Sediakan beberapa tablet vitamin C berbeda,  yaitu vit C dalam Pot  25 mg, Be-Ferce 1000 

mg, vit C- IPI 50 mg,Xonce 500 mg, Vitacimin 500 mg, gerus halus masing-masing tablet 

tersebut  

2. Larutkan  300  mg  (massa  terdekat  0,1  mg)  dalam air  dan  encerkan  sampai  100,0  mL  

3. Ambil alikuot 10,00 mL larutan di atas dan encerkan sampai 100,0 mL dengan air  



4. Ulangi untuk sampel vitamin C lainnya. 

5. Analisa  vitamin C 

Gambar kurva kalibrasi  vitamin C 



 
Hasil pemeriksaan vitamin C 

 



 
 



Tabel 1. Data hasil vitamin C yang diperoleh dengan alat HPLC: 

NO MERK VIT C KONSENTRASI 
DALAM 
KEMASAN 

KONSENTRASI 
DARI ALAT 
HPLC  

 

1 Vit C dalam pot 25 mg Tidak ada hasil  

2 Be-ferce 1000 mg 410,8 ppm  

3 Vit C IPI 50 mg 402,9 ppm  

4 Xonce 500 mg 28,7 ppm  

5 Vitacimin 500 mg 33,9 ppm  

 

Dari data diatas diperoleh konsentrasi vitamin C yang tertera pada lebel, tidak sama 

dengan konsentrasi  yang diperoleh dari pemeriksaan menggunakan alat HPLC. Akan 

tetapi paek vitamin C muncul pada waktu rata rata (retention time min)  menit ke 1,589. 

Dan standart deviasi (SD) 0,004. 

    

KESIMPULAN 

1. Dari 5sampel vitamin C yang diperiksa, konsentrasi vitamin C yang paling 

besar adalah be-ferce yang diukur dari alat HPLC 

2. Dari data diatas diperoleh bahwa  konsentrasi Vitamin C pada lebel tidak 

sama hasilnya dengan konsentrasi yang dari HPLC, hal ini dapat disebabkan 

pada pengenceran sampel terjadi kesalahan pada saat memembersihkan 

dinding  labu ukur , dimana dinding tabung tidak kering dibersihkan dan juga 

sampel terhisap pada saat membersihkan tabung. 

3. Perbedaan hasil diatas juga dapat dipengaruhi pada saat penggerusan vitamin 

C, dimana alat penggerus yang digunakan bergantian, hal ini dapat 

menyebabkan vitamin C dari berbagai sampel bercampur sehingga konsentrasi 

vitamin C juga bisa berubah .  

4. Dari gambar diatas dapat dapat dilihat peak atau puncak vitamin C muncul 

pada retention time min (menit) ke 1,589.  Hal ini mendekati dengan literature 

bahwa peak vitamin C muncul rata-rata pada menit 2- 3. 



SARAN 

1. Dalam melakukan praktikum ini sebaiknya dalam menghitung dosis vitamin C 

harus benar-benar akurat sehingg dalam menghitung konsentrai dengan HPLC 

bisa sesuai. 

2. Dalam  praktikum sebaiknya hati hati dalam membersihkan labu ukur karena 

untuk menghitung konsentrasi vitamin C kebersihan dan kekeringan alat 

sangat besar pengaruhnya. 

3. Pada saat membersihakan labu ukur , praktikan harus hati hati karena bisa ikut 

terhisap sampel. 

4. Alat untuk menggerus vitamin C sebaiknya benar benar bersih,  karena bisa 

bercampur dengan vitamin C merk lain. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


