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Abstract

Hydroquinone is a compound that is often used in cosmetic products because of its ability to brighten the skin
by inhibiting melanin production. However, its use can cause dangerous side effects such as irritation,
hyperpigmentation and the risk of cancer, so its use in cosmetics has been limited by BPOM. High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) is an analytical method commonly used to detect hydroquinone in cosmetic
preparations because of its sensitivity and ability to separate compounds with high complexity. This article is
a literature review which aims to determine the effect of mobile phase comparison on hydroquinone analysis
using the HPLC method. The research results show that selecting the right mobile phase is very important to
guarantee accurate, precise and efficient analysis results. The combination of a polarity-based mobile phase
that matches the properties of hydroquinone provides good resolution, high sensitivity, and optimal retention
time. This research is expected to provide guidance in optimizing the HPLC method for hydroquinone
analysis, and is expected to support cosmetic safety monitoring.

Keywords: High Performance Liquid Chromatography, Hydroquinon, Cosmetics, Mobile phase, Chromatogram Profile.

Abstrak

Hidrokuinon merupakan senyawa yang sering digunakan dalam produk kosmetik karena kemampuannya
mencerahkan kulit dengan cara menghambat produksi melanin. Namun, penggunaannya dapat
menimbulkan efek samping berbahaya seperti iritasi, hiperpigmentasi, hingga risiko kanker, sehingga
penggunaannya dalam kosmetik telah dibatasi oleh BPOM. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
merupakan metode analisis yang umum digunakan untuk mendeteksi hidrokuinon dalam sediaan kosmetik
karena sensitivitas dan kemampuannya untuk memisahkan senyawa dengan kompleksitas tinggi. Artikel ini
merupakan tinjauan pustaka yang bertujuan untuk mengidentifikasi pengaruh perbandingan fase gerak
terhadap analisis hidrokuinon menggunakan metode HPLC. Hasil kajian menunjukkan bahwa pemilihan fase
gerak yang tepat sangat penting dalam memastikan hasil analisis yang akurat, presisi, dan efisien. Kombinasi
fase gerak berbasis polaritas yang sesuai dengan sifat hidrokuinon memberikan resolusi yang baik, sensitivitas
tinggi, dan waktu retensi yang optimal. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan panduan dalam optimasi
metode HPLC untuk analisis hidrokuinon, serta diharapkan dapat mendukung pengawasan terhadap
keamanan kosmetik.

Kata Kunci: High Performance Liquid Chromatography, Hidrokuinon, Kosmetik, Fase Gerak, Profil Kromatogram.

1309



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2025; 8(2), (e687)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v8i2.687

Copyright © 2020 The author(s). You are free to : Share (copy and redistribute the material in any Article History:
medium or format) and Adapt (remix, transform, and build upon the material) under the following Recelved: 23/11/2024,
@ @@@ terms: Attribution — You must give appropriate credit, provide a link to the license, and indicate if Revised: 28/04/2025,
changes were made. You may do so in any reasonable manner, but not in any way that suggests the Accepted: 28/04/2025,
BY NC SA licensor endorses you or your use; NonCommercial — You may not use the material for commercial Available Online : 25/06/2025.
purposes; ShareAlike — If you remix, transform, or build upon the material, you must distribute your QR access this Article

contributions under the same license as the original. Content from this work may be used under the
terms of the a Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International (CC BY-NC-

SA 4.0) License

https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v8i2.687

Pendahuluan

Pada era modern ini, kosmetik sudah tidak menjadi suatu tren dalam masyarakat melainkan suatu
kebutuhan pokok terutama untuk wanita. Dari banyaknya permintaan pasar yang semakin banyak
menyebabkan industri kosmetik berlomba-lomba untuk memproduksi sediaan kosmetik yang unggul. Hal
ini kadang membuat beberapa industri melakukan formulasi yang tidak sesuai pada standar keamanan untuk
menghasilkan produk yang dengan cepat memberikan efek [1].

Hidrokuinon merupakan salah satu zat yang kerap ditambahkan dalam produk karena aktivitasnya
yang mampu memberikan efek mencerahkan kulit dengan menghambat produksi melanin. Namun
penggunaan hidrokuinon dapat menimbulkan efek samping berbahaya karena dapat menyebabkan iritasi,
hiperpigmentasi, dan dalam kasus yang lebih parah seperti kanker [2]. Oleh karena itu pada tahun 2019 Badan
Pengawas Obat dan Makanan mengeluarkan peraturan nomor 23 tentang Persyaratan Teknis Bahan
Kosmetika. Pada peraturan tersebut menyebutkan bahwa penggunaan hidrokuinon hanya diperbolehkan
untuk kuku artifisial dengan batas kadar 0,02% dan selain itu sediaan kosmetik lainnya tidak diperbolehkan
[3].

Saat ini, penggunaan hidrokuinon pada produk kosmetik atau obat bebas telah dilarang oleh Peraturan
BPOM Republik Indonesia karena potensi dampak negatifnya bagi Kesehatan [4]. Namun nyatanya,
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Sende et al. (2020) menyebutkan bahwa selama periode 2018-
2019, 57,9% dari 95 jenis sampel kosmetik mengandung bahan yang dilarang termasuk hidrokuinon [5].

Seiring dengan kebutuhan industri kosmetik untuk mematuhi regulasi yang ada, pengembangan metode
analisis yang akurat dan efisien untuk mengidentifikasi kandungan hidrokuinon dalam sediaan kosmetik
menjadi sangat penting, Metode High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan salah satu teknik
analisis yang digunakan untuk pemisahan dan penentuan senyawa aktif dalam berbagai produk, termasuk
kosmetik [6].

Metode ini unggul dalam hal pemisahan dan waktu analisis yang cepat, bahkan mampu memisahkan
senyawa pada kadar yang sangat kecil [7]. Namun, sistem HPLC memiliki kekurangan, yaitu harganya cukup
mahal dan kesulitan mengidentifikasi seluruh peak kromatogram pada pemisahan dengan tepat. Selain itu,
metode ini mengharuskan analisis dilakukan secara individual untuk setiap komponen [8]. Walaupun HPLC
memiliki keunggulan dalam hal sensitivitas, kecepatan analisis, dan kemampuannya dalam menganalisis
senyawa dengan kompleksitas tinggi [7], namun pada aplikasi praktisnya, hasil HPLC akan sangat
bergantung kepada parameter operasional, salah satunya yaitu penggunaan fase gerak dengan perbandingan
tertentu yang digunakan. Oleh karena itu pemilihan komposisi fase gerak yang tepat sangat penting agar
memperoleh hasil yang optimal [9].

Berdasarkan uraian di atas, tujuan dari review artikel ini untuk melihat komposisi fase gerak yang paling
baik dalam menganalisis senyawa hidrokuinon yang terkandung dalam sediaan kosmetik. Penulisan ini
diharapkan dapat memberikan pengetahuan terkait metode analisis menggunakan instrumen HPLC yang
paling baik dengan pertimbangan fase gerak yang digunakan untuk memastikan ketidakberadaan kadar
hidrokuinon dalam produk kosmetik. Dalam hal ini keamanan kosmetik terhadap zat berbahaya hidrokuinon
dapat terawasi.
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Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode studi literatur. Artikel yang relevan dikumpulkan menggunakan
dua mesin pencari ilmiah berbasis online, yaitu PubMed dan Google Scholar. Kata kunci yang digunakan
dalam pencarian adalah “HPLC, hydroquinone, cosmetics”. Kata kunci tersebut dicari secara bersamaan dan
dalam bentuk gabungan. Kata kunci yang digunakan dapat dilihat pada Tabel 1. Artikel yang ditemukan
kemudian diseleksi berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi yang telah ditetapkan.

Kriteria inklusi dalam pencarian artikel ini mencakup: (a) Penelitian yang membahas tentang analisis
kualitatif dan kuantitatif senyawa hidrokuinon dalam sediaan kosmetik menggunakan instrumen HPLC, dan
(b) Referensi yang diterbitkan dalam 10 tahun terakhir. Penggunaan referensi dalam 10 tahun terakhir
bertujuan untuk memastikan bahwa informasi yang digunakan tetap relevan, akurat, dan sesuai dengan
perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi analisis terkini, mengingat metode analisis dan regulasi
kosmetik dapat mengalami perubahan dari waktu ke waktu. Skrining artikel dilakukan dengan membaca
judul dan abstrak berdasarkan kesesuaian topik pembahasan.

Kriteria eksklusi yang ditetapkan meliputi: (a) Referensi bukan berupa artikel penelitian, (b) Referensi
yang tidak tersedia dalam bentuk fulltext, dan (c) Referensi dengan isi yang tidak lengkap. Proses pemilihan
artikel dalam penelitian ini dapat dilihat pada diagram PRISMA yang ditampilkan pada Gambar 1.
Berdasarkan hasil pencarian, diperoleh dua belas artikel yang sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi yang
telah ditetapkan.

Tabel 1. Kata kunci yang digunakan dalam proses pencarian artikel

Sumber pencarian artikel Kata Kunci
Pubmed HPLC, hydroquinone, cosmetics = 37
Google Scholar HPLC, hydroquinone, cosmetics = 37

Artikel wvang ditemukan dengan
menggunakan kata kunci melalu

mesin pencari ilmiah (n=189)

PubMed =37
Google Scholar=152

> Jurnal duplikat=8
v
Hasil skrining (n=181)
EReferensi tidak masuk kriteria inklusi
(n=98)
- @ 000000 @ @0

Referensi tidak relevan dengan fokus
il studi berdasarkan judul danabstrak= 86
Hasil skrining (n=283) Referensi terbitan lebih dari 10 tahun

terakhir= 12

Referensi hasil eksklusi (n=73)

Referensi bukan artikel penelitian =11
I ——

v Referensi tidak tersedia fullfext= 24

Artikel yang sudah dieksklusi Isi referensi idaklengkap = 38

(n=10)

v
Artikel vang diteliti

(n=10)

Gambar 1. Skema strategi pencarian artikel
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Hasil dan Pembahasan

Tabel 2. Pengaruh Fase Diam, Laju Alir Dan Fase Gerak Terhadap Waktu Retensi.

Sampel Fase diam Fase gerak Laju alir Waktu  Referensi
(ml/menit) Retensi
(menit)
Body lotion C18 Asetonitril : Aquabidest (20:80) 1 1,610 [10]
Krim pemutih C18 Metanol : Aqua demineral (2:3) 1 2,449 [11]
Krim pemutih C18 Asetonitril : Metanol (90:10) 0,8 3,376 [12]
Krim pemutih Fenil A:0,1% Asam asetat dalam air 1,2 2,196 [13]

B: Asetonitril
Gradien T (min)/%B: 0/10, 10/10,
30/90, 35/90, 40/10, dan 45/10

Krim pemutih C18 Asetonitril : Air (80:20) 0,7 6,950 [14]

Krim C18 A:0,1% Asam asetat dalam metanol 0,5 12,67 [15]
B: 0,1% Asam asetat dalam air
Gradien T(min)/%B: 0-14/8, 14-22/8-
100, dan 22-30/100

Krim C18 Asetonitril : Metanol (90:10) 0,5 5,77 [16]

Krim C18 A: Asetonitril 1,2 3,697 [17]
B: 0,1% Asam format dalam air
Gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50,

23/95 dan 28/8
Krim C18 Asetonitril: Buffer fosfat (30:70) 0,8 8,21 [18]
Krim dan toner C18 Air: Metanol (80:20) 1,0 53 [19]

Pengaruh Fase Diam, Laju Alir Dan Fase Gerak Terhadap Waktu Retensi

Kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) merupakan metode pemisahan yang dapat mengidentifikasi,
dan mengukur komponen tertentu dalam campuran berdasarkan kepolarannya, termasuk senyawa aktif
pada produk kosmetik [20]. Salah satu senyawa yang dapat dianalisis yaitu senyawa hidrokuinon, sebuah
zat aktif yang digunakan sebagai agen pemutih kulit. Prinsip kerja HPLC didasarkan pada interaksi antara
fase diam dan fase gerak, di mana komposisi fase gerak memainkan peran penting dalam menentukan
efisiensi dan selektivitas pemisahan senyawa [21].

Beberapa parameter yang perlu diperhatikan dalam analisis HPLC meliputi fase gerak, kolom
kromatografi (fase diam), laju alir, dan waktu retensi sebagai deteksi senyawa [22]. Berdasarkan penelitian
yang digunakan sebagai tinjauan review artikel ini, fase gerak yang digunakan berbeda-beda dengan rasio
yang bervariasi. Penggunaan fase gerak ini dapat menjadi suatu faktor penting terhadap kualitas pemisahan
dalam HPLC. Parameter utama yang dapat menggambarkan kualitas pemisahan dalam HPLC, yaitu
mencakup resolusi dan efisiensi kolom.

Fase diam dalam HPLC dapat mempengaruhi hasil analisis HPLC dengan melihat dari waktu retensi
senyawa yang diperoleh, terutama dalam teknik fase terbalik. Pada beberapa penelitian yang ditinjau, C18
(octadecylsilane) dan fase diam berbasis fenil adalah dua pilihan umum yang digunakan untuk analisis
senyawa organik dan aromatik, seperti hidrokuinon [23]. Dalam HPLC fase terbalik, fase diam seperti C18
dan fenil memainkan peran penting dalam menentukan waktu retensi senyawa, yang dipengaruhi oleh
kepolaran dan interaksinya. Fase diam C18 yang non polar menarik senyawa non polar melalui interaksi
hidrofobik, sehingga menghasilkan waktu retensi yang lebih lama. Di sisi lain, hidrokuinon yang bersifat
polar karena adanya gugus hidroksil, lebih mudah larut dalam fase gerak polar dan memiliki interaksi yang
lebih lemah dengan fase diam C18 [24]. Akibatnya, hidrokuinon bergerak lebih cepat melalui kolom, sehingga
waktu retensinya lebih pendek [2]. Meskipun fase fenil bersifat non polar, ia memiliki tambahan sifat berupa
cincin aromatik yang memungkinkan terjadinya interaksi yang membuat senyawa aromatik cenderung
memiliki waktu retensi yang lebih pendek dibandingkan pada C18 [25]. Namun berdasarkan tabel 1
menunjukkan bahwa terdapat faktor lain yang mempengaruhi waktu retensi yang diperoleh, hal ini
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dibuktikan oleh waktu retensi yang berbeda-beda meskipun telah menggunakan jenis kolom yang sama.
Faktor lain yang dapat mempengaruhi yaitu dari laju alir dan fase gerak.

Dilihat dari laju alir yang digunakan pada penelitian-penelitian dalam tabel 1, menunjukkan waktu
retensi yang berbeda-beda dan tidak konsisten. Laju alir yang digunakan yaitu 0,5 ml/menit, 0,7 ml/menit,
0,8 ml/menit, 1 ml/menit, dan 1,2 ml/ menit. Penelitian yang menggunakan laju alir yang sama seperti
penelitian Anggraini dkk (2023), Nasiroh dkk (2024), dan Zukepli dkk (2015) menghasilkan waktu retensi
yang berbeda-beda. Begitupun pada penelitian Maggadani dkk (2019) dengan Jamal dan Azza (2019)
menggunakan laju alir yang sama, yaitu 0,8 ml/menit menghasilkan waktu retensi yang jauh berbeda yaitu
berturut-turut 3.376 menit dan 8,21 menit. Hal ini diperkuat oleh penelitian lain dengan laju alir 1,2 ml/menit
dan 0,5 ml/menit bahwa hasil yang diperoleh tidak konsisten walaupun menggunakan laju alir yang sama.
Secara teori, laju alir yang semakin kecil akan membuat senyawa lebih lama tertahan dalam kolom sehingga
menyebabkan waktu retensi yang dihasilkan semakin lama. Sebaliknya, semakin besar laju alir yang
diberikan maka senyawa akan semakin terdorong melewati kolom yang menyebabkan waktu retensi yang
dihasilkan akan semakin singkat [26]. Namun tidak dengan hasil yang tertera, seperti halnya penelitian yang
dilakukan oleh Anggraini dkk (2023) menggunakan laju alir 1 ml/menit menghasilkan waktu retensi lebih
singkat yaitu 1,610 menit dibandingkan dengan Rahmayuni dkk (2018) yang menggunakan laju alir 1,2
ml/menit memperoleh waktu retensi 3,697 menit. Hal ini menunjukkan bahwa terdapat faktor lain yang
mempengaruhi waktu retensi hidrokuinon yaitu fase gerak yang digunakan [9].

Fase gerak merupakan salah satu faktor kunci karena komposisinya mempengaruhi sifat interaksi
antara senyawa target (hidrokuinon) dengan fase diam. Pemilihan fase gerak, baik berbasis polar atau
nonpolar, harus disesuaikan dengan sifat kimia hidrokuinon untuk memastikan pemisahan yang optimal
atau resolusi yang baik [27]. Pada tabel 1 menunjukkan bahwa fase gerak yang digunakan memberikan nilai
waktu retensi yang berbeda. Hal ini membuktikan bahwa adanya pengaruh dari fase gerak terhadap hasil
analisis. Penggunaan fase gerak perlu dilakukan optimasi untuk mendapatkan fase gerak yang paling cocok
sehingga pengujian dapat diperoleh hasil yang optimal [9].

Tabel 3. Pengaruh Fase Gerak Terhadap Keandalan Metode (Parameter Validasi)

Fase gerak LOD LOQ Linearitas Presisi Akurasi  Referensi
(ng/ml)  (ug/ml) (r) (%RSD) (%R)

Asetonitril : Aquabidest (20:80) 0,274 0,913 0,9995 0,069 100,276 [10]

Metanol : Aqua demineral (2:3) 7,16 23,88 0,9938 4,534 - [11]

Asetonitril : Metanol (90:10) 6.86 22.89 0.9999 0.20 99.63 [12]

A:0,1% Asam asetat dalam air - - 0.9996 1.14 99.2 [13]

B: Asetonitril
Gradien T (min)/%B: 0/10,
10/10, 30/90, 35/90, 40/10, dan

45/10

Asetonitril : Air (80:20) 0,0096 0,032 0,999 3,18 82 [14]
A:0,1% Asam asetat dalam 0.1 0.3 0.9999 47 96,4 [15]
metanol

B: 0,1% Asam asetat dalam air
Gradien T(min)/%B: 0-14/8,
14-22/8-100, dan 22-30/100

Asetonitril : Metanol (90:10) 0,4208 1,275 0,995 0.4869 100.50 [16]

A: Asetonitril 2,123 7,077 0,999 1,656 99,28 [17]

B: 0,1% Asam format dalam

air

Gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8,

16/50, 23/95 dan 28/8

Asetonitril: Buffer fosfat (30:70) 2,00 6.692 0,9993 0.24 99.90 [18]

Air: Metanol (80:20) 0,0708 0,214 0,999 2.13 - [19]
1313

. Electronic ISSN : 2656-3088
ps Homepage: https://www .journal-jps.com



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2025; 8(2), (e687)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v8i2.687

Tabel 4. Tabel Keberterimaan Validasi Metode Berdasarkan USP.

Parameter Validasi Nilai Rentang Kategori
Akurasi 98%-102% Baik
Presisi <2% Baik
Linearitas >0,995 Baik

Pengaruh Fase Gerak Terhadap Profil Kromatogram HPLC

Fase gerak dapat mempengaruhi keberhasilan suatu metode, baik itu dilihat dari akurasi, presisi,
linearitas, dan nilai LOD dan LOQ yang diperoleh. Pemilihan fase gerak yang tidak tepat akan menyebabkan
kurang optimalnya interaksi antara senyawa target dengan fase diam sehingga hasil yang didapatkan bias
dan tidak dapat dijamin bahwa metode analisis bersifat akurat, spesifik, reprodusibel dan tahan terhadap
kisaran senyawa yang dianalisis [28].

Berdasarkan tabel 2. fase gerak yang menghasilkan nilai akurasi, presisi dan linearitas baik sesuai tabel
3. yaitu penelitian oleh Anggraini dkk (2023) dengan fase gerak Asetonitril : Aquabidest (20:80) dan penelitian
Rahmayuni dkk (2018) yaitu menggunakan fase gerak A: Asetonitril B: 0,1% Asam Format dalam air dengan
gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50, 23/95 dan 28/8. Keduanya juga memiliki sensitivitas yang tinggi ditandai
dengan nilai LOD dan LOQ yang rendah [29]. Hal ini menunjukkan bahwa kedua fase gerak tersebut sangat
efektif digunakan dalam analisis senyawa hidrokuinon menggunakan HPLC walaupun dengan konsentrasi
yang cukup rendah.

Akurasi yang tinggi menunjukkan bahwa metode analisis yang digunakan cukup efektif untuk
menganalisis keberadaan hidrokuinon dalam kosmetik secara akurat [29]. Sedangkan presisi diukur sebagai
simpangan baku relatif, dimana nilai yang tinggi menunjukkan bahwa metode yang digunakan telah
memenuhi persyaratan dan mampu dilakukan pengulangan dengan hasil yang sama (repeatability dan
reproducibility) [29]. Nilai linearitas yang diperoleh menunjukkan nilai yang baik yaitu 20,999, hal ini
membuktikan bahwa koefisien korelasi atau hubungan antara konsentrasi hidrokuinon dan respon detektor
telah baik dan [30].

Tabel 5. Pengaruh Fase Gerak Terhadap Profil Kromatogram HPLC

Fase gerak Waktu retensi Resolusi Efisiensi kolom Referensi
(menit)

Asetonitril : Aquabidest (20:80) 1,610 Baik - [10]

Metanol : Aqua demineral (2:3) 2,449 - - [11]

Asetonitril : Metanol (90:10) 3.376 Baik Tinggi [12]

A:0,1% Asam asetat dalam air 1,2 Baik Tinggi [13]

B: Asetonitril
Gradien T (min)/%B: 0/10, 10/10,
30/90, 35/90, 40/10, dan 45/10

Asetonitril : Air (80:20) 0,7 Baik Sedang [14]

A:0,1% Asam asetat dalam metanol 12,67 Cukup Sedang [15]
B: 0,1% Asam asetat dalam air

Gradien T(min)/%B: 0-14/8, 14-22/8-

100, dan 22-30/100

Asetonitril : Metanol (90:10) 5,77 Baik Tinggi [16]

A: Asetonitril 3,697 Baik Tinggi [17]
B: 0,1% Asam format dalam air
Gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50,

23/95 dan 28/8
Asetonitril: Buffer fosfat (30:70) 8,21 min Buruk Tinggi [18]
Air: Metanol (80:20) 5,3 menit - Tinggi [19]

Pengaruh Rasio Fase Gerak Terhadap Profil Kromatogram HPLC
Berdasarkan tabel 4 menunjukkan bahwa terdapat tiga jenis fase gerak berbeda yang menghasilkan
resolusi baik dan efisiensi kolom yang tinggi, diantaranya yaitu fase gerak yang menggunakan sistem elusi
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isokratik dan gradien. Elusi isokratik merupakan sistem elusi yang menggunakan fase gerak dengan
komposisi dan laju aliran yang konsisten selama analisis. Sedangkan elusi gradien merupakan sistem elusi
dengan komposisi fase gerak yang mengalami perubahan secara bertahap selama analisis [31].

Pada penelitian Maggadani dkk (2019) dan Sheliya dkk (2014) menggunakan fase gerak yang sama
yaitu asetonitril:metanol (90:10) dengan sistem elusi isokratik. Pemilihan fase gerak ini didasarkan pada sifat
polar hidrokuinon dan sifatnya yang mudah larut dalam metanol [32]. Selain itu, asetonitril yang memiliki
gugus nitril dan gugus CN serta ikatan rangkap tiga menyebabkan asetonitril bersifat polar. Kombinasi fase
gerak yang bersifat polar ini memungkinkan senyawa hidrokuinon terbawa dengan baik melewati kolom [9].

Selain itu terdapat juga fase gerak dengan elusi gradien yaitu fase gerak A: 0,1% asam asetat dalam air
B: Asetonitril dengan gradien T(min)/%B: 0/10, 10/10, 30/90, 35/90, 40/10, dan 45/10 pada penelitian Rovira dkk
(2016) dan pada penelitian Rahmayuni dkk (2018) menggunakan A: Asetonitril, B: 0,1% Asam format dalam
air dengan gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50, 23/95 dan 28/8 sebagai fase geraknya. Kedua jenis fase gerak
tersebut merupakan fase gerak yang dikombinasikan dengan asam, dimana penambahan asam memberikan
pH yang stabil terhadap senyawa hidrokuinon yang bersifat asam [33]. Fase gerak yang lebih asam akan
mencegah hidrokuinon membentuk ion yang dapat mengganggu kesesuaian afinitas hidrokuinon terhadap
fase diam dan fase gerak [9].

Berdasarkan tabel 4, ketiga jenis fase tersebut menghasilkan resolusi dan efisiensi kolom yang baik,
dimana resolusi merupakan profil kromatogram yang menggambarkan kekuatan pemisahan komponen
dalam sampel yang diinjeksikan [34]. Efisiensi kolom menggambarkan ketajaman puncak kromatogram yang
terlihat, semakin lebar suatu puncak maka pemisahan semakin tidak efisien. Lebar puncak dipengaruhi oleh
pergerakan analit serta interaksinya dengan fase gerak dan fase diam [35].

Walaupun ketiga jenis fase gerak memberikan resolusi dan efisiensi kolom yang baik, waktu retensi
yang diperoleh menunjukkan bahwa elusi gradien mampu memberikan pemisahan yang lebih cepat
dibandingkan elusi isokratik. Waktu retensi menunjukkan bahwa penggunaan metode elusi gradien
membutuhkan waktu analisis lebih singkat namun tetap mempertahankan resolusi atau pemisahan yang
baik, sehingga analisis yang dilakukan lebih efisien [34]. Selain itu, penggunaan fase gerak dengan elusi
gradien mampu memisahkan senyawa lebih baik dan menghasilkan puncak kromatogram yang lebih tajam
dibandingkan dengan metode isokratik [36].

Berdasarkan data yang dipaparkan, dapat diambil kesimpulan bahwa fase gerak A: Asetonitril, B: 0,1%
Asam format dalam air dengan gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50, 23/95 dan 28/8 paling efektif dalam
menganalisis hidrokuinon menggunakan HPLC. Tingginya akurasi, presisi, dan linearitas yang tinggi (tabel
2) menunjukkan bahwa penggunakan fase gerak tersebut memberikan hasil yang sangat baik dan mampu
dilakukan pengulangan dengan hasil yang sama [29]. Sensitivitas yang tinggi juga menunjukkan bahwa
analisis dapat dilakukan untuk konsentrasi analit yang rendah sehingga tetap efektif jika sampel yang dimiliki
hanya sedikit. Selain itu, penggunaan fase gerak A: Asetonitril, B: asam format 0,1% dengan gradien
T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50, 23/95 dan 28/8 mampu memberikan resolusi atau daya pisah dan efisiensi kolom
yang sangat baik (tabel 4).

Kesimpulan

HPLC merupakan teknik pemisahan dengan melibatkan beberapa parameter yang dapat
mempengaruhi hasil analisis. Faktor yang mempengaruhi yaitu fase diam, fase gerak, laju alir terhadap waktu
retensi, resolusi dan efisiensi kolom. Fase gerak menjadi salah satu faktor utama yang menentukan
keberhasilan suatu analisis. Fase gerak yang cocok dalam membawa senyawa hidrokuinon akan menjadikan
suatu analisis dapat dilakukan secara efisien. Berdasarkan data yang diperoleh, fase gerak A: Asetonitril, B:
0,1% Asam format dalam air dengan gradien T(min)/%B: 0/8, 5/8, 16/50, 23/95 dan 28/8 menunjukkan akurasi,
presisi, linearitas dan sensitivitas yang tinggi. Selain itu fase gerak tersebut memberikan resolusi dan efisiensi
kolom yang baik serta waktu retensi yang lebih singkat.
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