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Abstrak -Telah dilakukan penelitian terhadap sampel krim malam NC-16 dan NC-
74 dari Klinik Kecantikan LSC Surabaya. Hasil uji kualitatif yang dilakukan 
dengan reaksi warna dengan menggunakan Benedict’s Reagent dan Ferri 
Chloride, dan secara kromatografi lapis tipis (KLT) terhadap 2 sampel didapatkan 
data bahwa sampel krim malam NC-16 mengandung hidrokuinon dan NC-74 
tidak mengandung hidrokuinon. Pada penelitian ini juga dilakukan uji kuantitatif 
secara spektrofotometri sinar tampak dengan menggunakan pereaksi floroglusinol 
yang didahului dengan validasi metode dan didapatkan hasil persen perolehan 
kembali berturut-turut adalah 104,73%; 98,87% dan 99,57% , KV = 0,47% dan 
hasil tersebut memenuhi persyaratan validasi metode analisis. Pada penetapan 
kadar didapatkan kadar hidrokuinon dalam sediaan krim malam NC-16 = 3,71% 
dan sediaan NC-74 tidak terdapat adanya hidrokuinon. 
Kata kunci : hidrokuinon, spektrofotometer sinar tampak, krim malam 
 

Abstract – A studied is on night cream sample NC-16 and NC-74 from LSC 
Beauty Clinic Surabaya. A qualitative with color reaction using Benedict's 
Reagent and Ferri Chloride, and thin-layer chromatography (TLC) toward 2 
samples with result night cream NC-16 contains hydroquinones and NC-74 does 
not contain hydroquinones. Visible light spectrophotometry methods using the 
floroglusinol reagent was use for quantitative determination of hydroqionones in 
creams, preceded by validating methods and obtained resulting in retrieval percent 
recovery 104,73%; 98,87% and 99,57% , KV = 0,47% and this results meeting the 
requirements of validation methods analysis. Determination the levels 
hydroquinones, in preparation for NC-16 night cream resulted 3.71% and NC-74 
there is no presence of hydroquinones. 
Key words: visible light spectrophotometer, hydroquinones, night cream 
 

PENDAHULUAN 

Sediaan kosmetik yang berfungsi sebagai pemutih kulit masih beredar 

sebagai kosmetik yang digemari, oleh karena itu bahan-bahan yang dapat 

digunakan sebagai pemutih kulit banyak diteliti dan dikembangkan. Salah satu 

bahan pemutih kulit yang terkenal dan telah banyak digunakan adalah 

hidrokuinon (Draelos, 2006 dan Zhai, 2009). Hidrokuinon sebagai bahan aktif 
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pemutih kulit bekerja melalui mekanisme efek toksik hidrokuinon terhadap 

melanosit (sel tempat sintesis melanin/pigmen hitam pada kulit) dan melalui 

penghambatan melanogenesis (proses pembentukan melanin)(Westerhof dan 

Kooyers, 2005). 

Menurut Peraturan BPOM dalam surat PUBLIC WARNING/PERINGATAN 

Nomor: KH.00.01.43.250-3 tanggal 11 Juni 2009 tentang kosmetik mengandung 

bahan berbahaya/bahan dilarang termasuk Hidrokuinon, dimana penggunaan 

bahan tersebut dalam sediaan kosmetik dapat membahayakan kesehatan dan 

dilarang digunakan. Hidrokuinon termasuk golongan obat keras yang hanya dapat 

digunakan berdasarkan resep dokter. Bahaya pemakaian obat keras ini tanpa 

pengawasan dokter dapat menyebabkan iritasi kulit, kulit menjadi merah dan rasa 

terbakar juga dapat menyebabkan kelainan pada ginjal, kanker darah dan kanker 

sel hati (Ditjen POM RI, 2009). 

Tujuan penelitian yaitu pemeriksaan kadar hidrokuinon secara 

spektrofotometri sinar tampak yang didahului dengan validasi metode analisis 

yang meliputi: akurasi, presisi, lineritas, LLOD dan LLOQ (Lower Limit of 

Detection dan Lower Limit of Quantitation) untuk penetapan kadar hidrokuinon 

dalam sediaan krim malam NC-16 dan NC-74 dari klinik kecantikan LSC 

Surabaya menggunakan alat Spektrofotometer UV-Vis. 

METODE PENELITIAN 

Alat 

Spektrofotometer (Cintra 101), Alat-alat gelas (labu ukur, beaker glass, gelas ukur 

dan pipet volume dengan bebagai ukuran) (Iwaki pyrex), Timbangan analitik 

Sartorius BL 2105 dan Sartorius CP 2250, Silika gel 60 F254 (Merck),Termometer, 

Penangas air. Bejana (chamber)  pengembang, Lampu UV (Camag). 

Bahan 

Hidrokuinon (p.a) (Merck), Krim malam pemutih NC-16 dan NC-74 dari Klinik 

Kecantikan LSC, Reagen FeCl3 (Merck), Reagen Benedict (Natrium sitrat, 

Natrium Karbonat, CuSO4), Etanol 96% (p.a) (Mallinckrodt), Floroglusinol (p.a) 

(Merck), NaOH (p.a) (Merck), Metanol (p.a) (Merck), Kloroform (p.a) (Merck), 

N-Heksan (p.a) (Merck), Aseton (p.a) (Merck), Aquabidestilata (Otsuka) 
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METODE KERJA 

Identifikasi bahan aktif (hidrokuinon)  

- Reaksi warna hidrokuinon menggunakan FeCl3 terbentuk warna hijau dan 

reagent benedict akan berwarna merah. 

Pembuatan Pereaksi 

- Pembuatan Larutan Floroglusinol 1% 

Floroglusinol ditimbang secara seksama sebanyak 1,0 gram kemudian 

dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya ditambahkan etanol 96%  

hingga volumenya tepat 100,0 mL (Departemen Kesehatan RI, 1995). 

- Pembuatan Larutan NaOH 0,5 N 

NaOH ditimbang secara seksama sebanyak 20,0 gram kemudian dimasukkan ke 

dalam labu ukur 1000 mL. Selanjutnya ditambahkan aquabidestilata hingga 

volumenya tepat 1000,0 mL (Departemen Kesehatan RI, 1995). 

Pembuatan Eluen 

1. Sistem A, dibuat dari campuran metanol dan kloroform dengan 

perbandingan 1:1 (FI IV, 1995 dan Odumosu, 2010).  

2. Sistem B, dibuat dari campuran n-heksan dan aseton dengan perbandingan 

3:2 (BPOM, 2011 dan Siddique et al, 2012).  

3. Sistem C, dibuat dari campuran metanol dan air dengan perbandingan 

45:55 (Siddique et al, 2012). 

Campuran larutan dari masing-masing sistem dimasukkan ke dalam bejana lalu 

bejana tersebut ditutup. Selanjutnya fase gerak tersebut didiamkan hingga bejana 

terjenuhi oleh fase gerak. 

Pembuatan Larutan Baku 

Hidrokuinon baku dibuat dengan konsentrasi 1000 bpj, dari larutan baku ini 

dibuat larutan baku dibuat pengenceran 5 konsentrasi baku kerja. 

Ekstraksi sampel 

Sampel sebanyak 1,5 gram di dalam beaker glass 25 mL. Tambahkan 15,0 mL 

etanol 96% v/v sedikit demi sedikit, kemudian campur. Homogenkan dalam 

tangas ultrasonik selama 10 menit. Setelah homogen tuang ke dalam labu ukur 25 

mL. dan diambahkan etanol 96% v/v sampai tanda, lalu  dihomogenkan. 
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Selanjutnya letakkan labu ukur dalam tangas es hingga terjadi pemisahan lemak 

selama lebih kurang 10 menit. Saring melalui kertas saring (BPOM, 2011). 

Uji Kualitatif Hidrokuinon metode Kromatografi Lapis Tipis (ASEAN, 2005 

dan BPOM, 2011) 

1. Aktifkan lempeng pada suhu 100�C selama 10 menit. 

2. Jenuhkan bejana kromatografi dengan masing-masing larutan 

pengembang. 

3. Totolkan secara terpisah, sejumlah volume sama (20 L) larutan baku, dan 

larutan uji. Penotolan dapat dilakukan dua kali. 

4. Kembangkan lempeng dalam bejana kromatografi di ruang gelap pada 

suhu ruang hingga jarak rambat mencapai lebih kurang 15 cm dari titik 

penotolan. 

5. Pindahkan lempeng, dan keringkan pada suhu ruang. 

6. Amati lempeng di bawah penyinaran lampu UV 254 nm, dan tandai posisi 

bercak. 

7. Hitung nilai Rf untuk masing-masing bercak. 

8. Bandingkan nilai Rf bercak yang diperoleh dari larutan uji dengan larutan 

baku.  

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Hidrokuinon dengan 
Penambahan Pereaksi Floroglusinol dalam NaOH 0,5 N 
 
Larutan baku kerja hidrokuinon sebanyak 0,5 mL ditambahkan dengan 2,0 mL 

pereaksi floroglusinol 1% dan 1,0 mL NaOH 0,5 N, kemudian dipanaskan dalam 

penangas air pada suhu 70oC selama 50 menit. Tabung reaksi kemudian 

didinginkan dalam air bersuhu 25oC, kemudian campuran larutan ditambahkan 

NaOH 0,5 N hingga volumenya 5,0 mL. Larutan dikocok hingga tercampur 

sempurna. Selanjutnya absorbansi larutan tersebut dibaca pada panjang 

gelombang 400-800 nm. Panjang gelombang maksimum dipilih berdasarkan nilai 

absorbansi tertinggi. 

Penentuan Time Scanning 

Larutan hidrokuinon sebanyak 0,5 mL dimasukan ke dalam lima tabung reaksi 

kemudian ditambahkan dengan 2,0 mL pereaksi floroglusinol 1% dan 1,0 mL 
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NaOH 0,5 N, kemudian dipanaskan dalam penangas air pada suhu 70oC selama 50 

menit. Larutan tersebut kemudian didinginkan dalam air bersuhu 25oC, kemudian 

campuran larutan ditambahkan dengan NaOH 0,5 N hingga volumenya 5,0 mL 

dalam labu ukur. Selanjutnya dilakukan time scanning (gambar 1). 

Pembuatan Kurva Baku Hidrokuinon 

Larutan hidrokuinon baku kerja masing-masing konsentrasi sebanyak 0,5 mL 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2,0 mL 

pereaksi floroglusinol 1% dan 1,0 mL larutan NaOH 0,5 N, lalu dipanaskan dalam 

penangas air pada suhu 70oC selama 50 menit. Tabung reaksi kemudian 

didinginkan dalam air bersuhu 25oC, selanjutnya campuran larutan ditambahkan 

NaOH 0,5 N hingga volumenya 5,0 mL lalu didiamkan. Selanjutnya masing-

masing larutan dibaca absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang maksimum. Hasil absorbansi dari masing-masing 

konsentrasi baku kerja diplotkan kedalam regresi linear, sehingga diproleh 

persamaan kurva baku Y= bx + a.  

Validasi Metode 

- Ketepatan (Accuracy) 

Sampel krim ditimbang 50,0 mg, krim yang telah ditimbang disuspensikan dalam 

5,0 mL etanol 96% lalu disaring dengan kertas saring ke dalam labu ukur 10,0 

mL. Selanjutnya dipepet sejumlah larutan dan masukkan ke dalam tabung reaksi, 

kemudian ditambahkan hidrokuinon baku sebanyak 0,5 mL dengan konsentrasi 

tertentu. Selanjutnya ditambahkan dengan 2,0 mL pereaksi floroglusinol 1% dan 

1,0 mL NaOH 0,5 N, panaskan diatas tangas air pada suhu 70˚C selama 50 menit 

lalu dinginkan pada air dengan suhu 25˚C. Selanjutnya campuran larutan tersebut 

ditambahkan NaOH 0,5 N hingga volumenya 5,0 mL lalu didiamkan. Baca 

absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

maksimum. Hasil absorbansi kemudian dipakai untuk menghitung nilai perolehan 

kembali (persen recovery). 

-  Linieritas ( Linearity ) 

Hasil absorbansi masing-masing konsentrasi pada kurva baku diplotkan ke dalam 

regresi linier sehingga diperoleh persamaan kurva baku yaitu Y= bx + a dan nilai 
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koefisien korelasinya (r). Selanjutnya Linearitas dihiting Vxo. Untuk linieritas, 

sebaiknya harga Vxo < 5% (Yuwono dan Indrayanto, 2005). 

- LOD dan LOQ (Limit of Detection dan Limit of Quantitation) 

Batas deteksi dan batas kuantitasi dapat dihitung secara statistik melalui 

persamaan garis linear dari kurva baku. LOD dan LOQ dapat dihitung dengan 

menggunakan kurva kalibrasi Y=bx+a ,  

Penetapan Kadar Hidrokuinon dalam Sampel Krim NC-16 dan NC-74 

Sampel krim ditimbang 50,0 mg, krim yang telah ditimbang disuspensikan dalam 

5,0 mL etanol 96% lalu disaring dengan kertas saring ke dalam labu ukur 10,0 

mL. Selanjutnya dipepet 1,0 mL larutan dan masukkan ke dalam tabung reaksi, 

kemudian ditambahkan dengan 2,0 mL pereaksi floroglusinol 1% dan 1,0 mL 

NaOH 0,5 N, panaskan diatas tangas air pada suhu 70˚C selama 50 menit lalu 

dinginkan pada air dengan suhu 25˚C. Selanjutnya campuran larutan tersebut 

ditambahkan NaOH 0,5 N hingga volumenya 5,0 mL lalu didiamkan. Baca 

absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

maksimum. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Hidrokuinon dalam Sediaan Krim Malam NC-16 dan NC-74 

No. Pereaksi 
Sediaan 

Krim 
Malam 

Hasil 
Pengamatan 

Hasil 
Berdasarkan 

Pustaka* 
Keterangan

1. 
Benedict’s 
Reagent 

NC-16 
NC-74 

Merah 
Tidak berwarna 

Merah 
Merah 

+ 
- 

2. 
Ferric 

Chloride 
NC-16 
NC-74 

Hijau 
Tidak berwarna 

Hijau 
Hijau 

+ 
- 

Keterangan *: Moffat et al.,2004 
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Tabel 3. 

Fase Gerak 

Klorofrom: 
metanol (1:1)

n-heksan: 
aseton (3:2) 
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air (55:45) 
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Gambar 4. Kurva Baku Hidrokuinon untuk Penetapan LLOD dan LLOQ pada Panjang Gelombang 

Maksimum 550 nm 
 

Tabel 4.9 Hasil Perhitungan % Recovery Dalam Sampel Sediaan Krim Malam NC-74 

Kadar baku  
sesungguhnya (bpj) 

A Kadar teramati (bpj) % Recovery 

1,00 
0,585 1,05 103,91% 
0,586 1,06 105,14% 
0,586 1,06 105,14% 

2,52 
0,701 2,48 98,50% 
0,702 2,49 99,06% 
0,702 2,49 99,06% 

3,53 
0,783 3,50 99,10% 
0,785 3,52 99,81% 
0,785 3,52 99,81% 

 

Tabel 4.10 Hasil Penetapan Kadar Hidrokuinon dalam Sediaan Krim Malam NC-16 

Replikasi Kadar Hidrokuinon (%) x SD KV (%) 
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PEMBAHASAN 

Identifikasi kualitatif dengan menggunakan reaksi warna pada sampel krim 

NC-16 dan NC-74 dalam etanol direaksikan dengan Benedict’s Reagent dan 

Ferric Chloride. Krim NC-16 ditambah 3-4 tetes Benedict’s Reagent yang 

menghasilkan warna merah dan menggunakan Ferric Chloride yang 

menghasilkan warna hijau menandakan adanya gugus fenol (tabel 1), 

menunjukkan hasil yang positif sesuai pustaka. Krim NC-74 ditambah 3-4 tetes 

Benedict’s Reagent tidak terbentuk warna merah dan menggunakan Ferric 

Chloride tidak menghasilkan warna hijau menunjukkan hasil yang negatif.  

Pengukuran spektrum hidrokuinon dalam sediaan krim malam NC-16 dan 

NC-74 dengan penambahan 2,0 mL pereaksi floroglusinol 1% dan NaOH 0,5 N 

diamati pada daerah sinar tampak. Berdasarkan hasil pengamatan pada profil 

sediaan krim malam NC-16 dan NC-74 didapatkan adanya pergeseran batokromik 

dan hiperkromik. Yang diduga disebabkan adanya penambahan gugus fungsi 

ikatan rangkap yang bersifat kromofor.  Pada panjang gelombang 550 nm profil 

spektrum hidokuinon murni dan sampel NC-16 terlihat adanya puncak, sedangkan 

sampel sediaan krim malam NC-74 pada panjang gelombang 550 nm tidak 

menunjukkan puncak (gambar 2). sehingga dapat disimpulkan berdasarkan 

identifikasi kualitatif secara Spektrofotometri sinar tampak sediaan krim malam 

NC-74 tidak mengandung hidrokuinon. 

Analisis hidrokuinon dengan metode kromatografi lapis tipis, fase diam 

silica gel F254 dan 3 sistem fase gerak. Pada sampel NC-74 dengan pembanding 

hidrokuinon menggunakan eluen yang sama yaitu dengan eluen sistem A, B dan C 

memberikan harga Rf yang berbeda. Hasil penelitian  secara KLT, berdasarkan 

hasil penelitian sampel krim malam pemutih NC-16 memiliki nilai Rf yang sama 

dengan baku hidrokuinon dan NC-74 tidak teridentifikasi adanya hidrokuinon 

karena memberikan nilai Rf yang berbeda dengan baku (pembanding).  

Identifikasi kuantitatif pada penelitian ini, dilakukan pengukuran 

hidrokuinon dengan penambahan reagen floroglusinol dan NaOH 0,5 N. Warna 

yang dihasilkan setelah penambahan pereaksi diikuti pemanasan dapat diukur di 

daerah spektrofotometri sinar tampak pada panjang 550 nm. Kondisi reaksi 
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optimum yang diperoleh pada percobaana dalah pada suhu 700C dan waktu 50 

menit, 2,0 mL floroglusinol 1% dan 1mL NaOH 0,5 N. Penentuan kestabilan 

warna menunjukkan warna stabil sampai 60 menit. 

Uji validasi metode, didapatkan rata-rata persen recovery berturut-turut 

adalah 104,73%; 98,87% dan 99,57%. Data tersebut menunjukkan bahwa persen 

recovery memenuhi persyaratan validasi yaitu 80-120%. Pada percobaan ini 

diukur larutan standar 0,50; 1,51 ;2,02 ;3,02 dan 4,03 bpj. Dapat dilihat pada 

gambar 3, dari hasil perhitungan kurva baku tersebut diperoleh persamaan regresi 

hidrokuinon yaitu Y=0.505924939+0.078788578x dengan harga koefisien 

korelasi (r) adalah 0,999 dan nilai Vxo adalah 1,47% → menunjukkan bahwa 

memenuhi persyaratan validasi (Nilai Vxo  5%), KV = 0,47% didapatkan nilai 

LLOD (Lower Limit of Detection) dan LLOQ (Lower Limit of Quantitation) 

berturut-turut adalah 0.04 bpj dan 0.14 bpj. 

Dari hasil penelitian ini didapatkan metode analsis memenuhi parameter 

validasi untuk penetapan kadar hidrokuinon dalam sediaan krim malam NC-16. 

Sehingga penggunaan krim malam NC-16 harus menggunakan resep dokter 

karena hidrokuinon termasuk golongan obat keras. 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan 

1. Hasil validasi metode diperoleh KV = 0,47% dan persen recovery berturut-

turut 104,73%; 98,87% dan 99,57%. Hasil tersebut memenuhi persyaratan 

validasi metode analisis.  

2. Berdasarkan uji kualitatif, secara organoleptis, reaksi warna dan penentuan 

profil hidrokuinon pada sediaan krim malam NC-16 dan NC-74, hanya 

sediaan NC-16 yang positif mengandung hidrokuinon dan diperoleh kadar 

hidrokuinon krim NC-16 adalah 3,71%. 

Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kadar hidrokuinon dalam 

sediaan krim malam pemutih dari produk-produk kosmetik yang beredar 

dipasaran dan penelitian terhadap bahan aktif pemutih kulit berbahaya  

lainnya seperti merkuri. 
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