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Abstract. Antibiotics are a therapy used in bacterial infections. The β-lactam group, such as penicillin, amoxicillin 

and cephalosporin are first generation antibiotics that can be used in treating bacterial infections. Antibiotics can 

be analyzed using High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Ultra high performance liquid 

chromatography (UHPLC) and high pressure liquid chromatography (HPLC) are important analytical 

techniques in molecular separation. UHPLC is specifically designed for higher pressures during 

chromatographic analysis with short columns and small particle sizes, while HPLC aims to separate molecules 

in minimum time. Nonetheless, method transfer and revalidation between UHPLC and HPLC is quite easy and 

can save time. The use of these liquid chromatography techniques allows for more efficient and time-saving 

analysis. In performing routine HPLC analysis, it is important to consider speed, sensitivity, resolution, cost of 

analysis, and column maintenance. Therefore, modern developments in liquid chromatography are applied to 

save time and solvent consumption. Since 2004, UHPLC has repeatedly demonstrated significant advantages over 

HPLC-based methods. Parameters used in method data validation include precision, accuracy, coefficient of 

variation, limit of detection (LOD), and limit of quantity (LOQ). 
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Abstrak. Antibiotik merupakan terapi yang digunakan pada infeksi bakteri. Golongan β-laktam, seperti penicillin, 

amoxicillin dan cephalosporin merupakan antibiotik generasi pertama yang dapat digunakan dalam mengatasi 

infeksi bakteri. Antibiotik dapat dianalisis menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) atau High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC). Kromatografi cair kinerja ultra tinggi (UHPLC) dan kromatografi 

cair bertekanan tinggi (HPLC) merupakan teknik analisis yang penting dalam pemisahan molekul. UHPLC 

dirancang khusus untuk tekanan lebih tinggi selama analisis kromatografi dengan kolom pendek dan ukuran 

partikel kecil, sementara HPLC bertujuan memisahkan molekul dalam waktu minimum. Meskipun demikian, 

transfer metode dan validasi ulang antara UHPLC dan HPLC cukup mudah dan dapat menghemat waktu. 

Penggunaan teknik kromatografi cair ini memungkinkan analisis yang lebih efisien dan hemat waktu. Dalam 

melakukan analisis rutin HPLC, penting untuk mempertimbangkan kecepatan, sensitivitas, resolusi, biaya 

analisis, dan pemeliharaan kolom. Oleh karena itu, perkembangan modern dalam kromatografi cair diterapkan 

untuk menghemat waktu dan konsumsi pelarut. Sejak tahun 2004, UHPLC telah berulang kali menunjukkan 

keunggulan signifikan dibandingkan metode berbasis HPLC. Parameter yang digunakan dalam validasi data 

metode meliputi presisi, akurasi, koefisien variasi, batas deteksi (LOD), dan batas kuantitas (LOQ). 

 

Kata kunci: Antibiotik, Analit, HPLC, UHPLC, Parameter. 

 

LATAR BELAKANG 

Antibiotik merupakan terapi yang digunakan pada infeksi bakteri. Golongan β-laktam, 

seperti penicillin, amoxicillin dan cephalosporin generasi pertama yaitu antibiotik yang dapat 

digunakan dalam mengatasi infeksi bakteri Streptococcus pyogenes. Makrolid generasi baru 

dapat dipakai jika alergi penicillin sebagai alternatif [1]. Terapi yang dapat digunakan pada 

infeksi Pseudomonas aeruginosa adalah penicillin, gentamicin, meropenem, imipenem, atau 

doripenem, aztreonam, polymixin E, dan ciprofloxacin [2]. Selanjutnya antibiotik golongan β-

laktam yaitu karbapenem yang merupakan turunan semi-sintetis yang diproduksi oleh 

Streptomycess pp. atau Pseudomonas aeruginosa. Konsentrasi plasma yang tinggi 

didistribusikan secara luas dan dicapai secara cepat. Glikopeptida dapat membunuh bakteri 
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dikenal dengan telavancin dan vancomisin dengan mencegah sintesis dinding sel. Glikopeptida 

mengikat peptida rantai samping dari subunit peptidoglikan prekursor ke D-alanyl-D-alanine. 

Aminoglikosida merupakan  molekul positif yang cukup besar, walaupun sepertiga ukuran 

vankomisin. Ukurannya dapat melewati membran luar bakteri oleh karena itu mempunyai 

aktivitas yang sangat baik terhadap bakteri gram negatif aerobik. Aminoglikosida dapat 

mengikat membran luar yang bermuatan negatif hingga terbentuk lubang serta penetrasi 

membran sitoplasma bakteri ke ribosom karena sifatnya yang bermuatan negatif. Antibiotik 

yang terdiri dari inti siklik besar biasa disebut cincin lakton makrosiklik atau makrolid. 

Makrolid menghalangi keluarnya peptida yang baru disintesi disebabkan ikatan ke subunit 50S 

yang erat dari ribosom bakteri [3]. Kuinolon merupakan antibiotik sintetik yang memiliki 

spektrum luas digunakan dalam pengobatan ternak dan budidaya perairan. Selain itu, kuinolon 

juga tidak diproduksi oleh mikroorganisme serta kelompok agen kemoterapi. Terakhir yaitu 

antibiotic tetrasiklin merupakan antibiotik spektrum luas, sejenis polisiklik naftalena 

karboksamida digunakan untuk pengobatan infeksi yang disebabkan oleh mikroorganisme 

gram positif dan gram negatif. Termasuk turunan semisintetik yang diisolasi dari Streptomyces 

aureofaciens yaitu klortetrasiklin [4] 
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Seiring perjalanan waktu, terdapat banyak antibiotik yang mengalami resistensi yang 

diikuti dengan evolusi bakteri [5].  Penggunaan antibiotik berlebihan merupakan salah satu 

faktor yang mendukung resistensi  antibiotik. Resistensi antibiotik adalah suatu bentuk 

resistensi bakteri terhadap antibiotik yang didasari oleh mutasi bakteri karena pemberantasan 

bakteri yang tidak sempurna. Resistensi antibiotik menjadi  perhatian dunia karena bisa 

memicu kemanjuran pengobatan yang berkurang,  angka kematian meningkat , serta 

meningkatkan biaya perawatan kesehatan [6]. 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) atau High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) merupakan instrumen yang digunakan untuk teknik 

analisis  kualitatif, kuantitatif, pemisahan/isolasi, dan pemurnian. HPLC menggunakan dua 

fase kerja: fase gerak  dan fase diam. Fase gerak adalah cairan atau pelarut yang mengangkut 

komponen campuran ke detektor, dan fase diam adalah fase padat di dalam kolom, berupa 

partikel dengan pori-pori kecil dan luas permukaan tinggi [7].  

Prinsip kerja HPLC yaitu dengan memisahkan analit berdasarkan polaritasnya. Setiap 

komponen senyawa yang muncul dideteksi oleh detektor dan dicatat dalam bentuk 

kromatogram. Jumlah puncak menyatakan jumlah komponen, dan luas puncak menyatakan 

konsentrasi komponen dalam senyawa [8].  

Tindakan penilaian terhadap parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium 

untuk membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya 

disebut sebagai validasi metode analisis. Ada beberapa parameter analisis yang harus 

dipertimbangkan dalam validasi metode analisis diuraikan dan didefinisikan sebagaimana cara 

penentuannya. Adapun parameter parameter tersebut antara lain berupa kecermatan (akurasi), 

keseksamaan (presisi), selektivitas, linearitas dan rentang, batas deteksi (LOD) dan batas 

kuantitas (LOQ), ketangguhan metode, kekuatan metode [9].  

Tujuan dari penelitian adalah melakukan penetapan kadar dan validasi metode dengan 

HPLC sebagai metode awal untuk identifikasi dan penetapan kadar secara kuantitatif dalam 

antibiotik. 

 

KAJIAN TEORITIS 

Sebagian besar metode analisis obat didasarkan pada teknik kromatografi, salah 

satunya yaitu HPLC. HPLC merupakan teknik kromatografi cair yang kerap kali digunakan 

untuk pemisahan komponen campuran. Saat ini, terdapat instrumen kembangan dari HPLC, 

yaitu UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) yang memiliki analisis 

efisiensi yang tinggi. UHPLC menggunakan partikel yang lebih kecil dari HPLC [31]. 
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 Analisis ini diperlukan untuk menentukan fase gerak, fase diam, fase gerak, serta 

detektor yang sesuai. Dalam kajian ini juga terdapat analisis perbedaan HPLC dan UHPLC 

mengenai kecepatan analisis, resolusi, dan sensitivitas. Hasil kajian ini diharapkan dapat 

menjadi pedoman untuk memilih metode analisis yang paling tepat sesuai dengan kebutuhan 

dalam analisis deteksi antibiotik. 

 

METODE PENELITIAN 

Penyusunan artikel review ini dilakukan dengan mencari artikel dan dan jurnal yang 

berkaitan dengan analisis antibiotik menggunakan HPLC. Sumber literatur dalam artikel ini 

dicari melalui database PubMed NCBI, Google Scholar, dan ScienceDirect dengan 

menggunakan kata kunci “analisis antibiotik”. Jurnal penelitian yang digunakan dalam tinjauan 

literatur ini diterbitkan antara tahun 2013 hingga 2023. Kajian literatur ini menggunakan 31 

artikel dari jurnal nasional dan internasional yang telah dipublikasikan. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Tabel 1. Data Analisis HPLC pada Antibiotik 

Zat yang 

dianalisis 

Kondisi pemisahan Kondisi deteksi Data Validasi 

Beta lactam 

[10] 

 Penicillin 

 

 

 

 

 

Sefalosporin 

 

 

 

 

 

 

 

Karbapenem 

 

 

 

C18-Fase gerak: air, 

metanol, dan 

asetonitril 

 

 

 

C18-Fase gerak : air, 

metanol, dan 

asetonitril 

 

 

 

 

 

C18-MeOH 

 

 

 

UV dengan panjang 

gelombang 500 nm 

 

 

 

 

UV dengan panjang 

gelombang 195 nm 

 

 

 

 

 

 

UV dengan panjang 

gelombang 300 nm 

 

 

 

RSD (%) 75%; CV (%) <20% dan 

LOQ dan LOD beberapa puluh 

ng/L, dengan demikian, jumlah 

jejak antibiotik dapat dideteksi 

menggunakan teknik analisis ini. 

 

RSD (%) 80% ;. CV (%)  20%  

LOQ dan LOD yang dilaporkan 

adalah puluhan ng/mL; karenanya, 

menunjukkan hasil yang dapat 

diterima untuk jumlah kecil dalam 

sampel biologis atau antibiotik 

yang diresepkan 

 

RSD (%) >90% ;CV (%)< 15% 

LOD dan LOQ <10μL ; oleh 

karena itu, ini merupakan metode 

analisis yang memadai untuk 

menentukan jejak sefalosporin 
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Glikopeptida 

[11] 

C18-fase gerak polar 

yang mengandung 

air dan pelarut 

organik polar, seperti 

asetonitril, metanol 

atau campuran 

keduanya 

sebagian besar dengan 

MS atau deteksi 

fluoresensi, dilengkapi 

dengan detektor 

susunan dioda, pada 

panjang gelombang di 

bawah 400 nm, 

detektor hamburan 

cahaya evaporatif atau 

spektrometri massa 

dalam mode ESI 

RSD(%) berada pada kisaran 70–

110%; CV <15%; LOD dan LOQ 

menunjukkan mikrogram/mL; 

karenanya, menjelaskan metode 

yang memadai untuk menentukan 

glikopeptida dalam sampel 

biologis dan produk makanan. 

Aminoglikosida 

[12] 

 

C18-fase gerak 

campuran 

asetonitril,air, dan 

asam asetat 

UV dengan panjang 

gelombang  

CV <15%; Recovery (%) 72% 

pada angka determinasi 7 

Makrolida  

[13] 

C18-Asetonitril 

sebagai pengganti 

MeOH 

UV dengan panjang 

gelombang di bawah 

285 nm 

RSD<20%, CV<10%. LOD dan 

LOQ yang dilaporkan berada 

dalam kisaran mikrog/mL atau 

ng/mL; karenanya, metode analisis 

optimal dalam literatur dijelaskan 

untuk sampel biologis. 

Kuinolon  

[14], [15] 

C18-asetonitril atau 

metanol 

UV dengan panjang 

gelombang 400 nm 

RSD <20%, dengan asumsi bahwa 

metode tersebut telah divalidasi 

untuk menentukan kuinolon, serta 

pemulihan literatur telah 

selesai>60%. Selain itu, LOD dan 

LOQ menunjukkan urutan ng/mL, 

yang menjelaskan metode analisis 

optimal untuk menganalisis dan 

memisahkan antibiotik jenis ini 

Tetrasiklin  

[16] 

C18-asetonitril, 

MeOH dan asam 

format  

UV-Vis dengan 

panjang gelombang 

,400 nm 

RSD<20% dan CV >65% dengan 

asumsi bahwa metode tersebut 

merupakan metode analisis yang 

tepat untuk diandalkan dalam 

menentukan tetrasiklin. LOD dan 

LOQ umumnya dalam urutan ng/L; 

oleh karena itu, ini berarti 

penentuan puncak kromatografi 

analit kita sudah benar. 

1. Beta Lactam 

a) Penicilin 

Metode yang digunakan adalah dengan Ulta-performance LC (UHPLC) yang 

membutuhkan waktu 3-5 menit [17]. Diperlukan penggunaan kolom C18 karena interaksi 

dengan matriks hidrofobik berdasarkan polaritas molekul, menggunakan fase gerak 

organik terutama yang mengandung asetonitril atau metanol. Di beberapa sumber 

digunakan kolom HILIC atau C8. Penggunaan kolom ini digunakan saat dibutuhkan 

waktu retensi yang pendek, kolom HILIC memiliki retensi yang kuat dan isomer yang 

selektif, serta menunjukkan sifat pertukaran ion yang rendah [18]. Struktur kimia 

penicillin tidak memiliki gugus kromofor atau luminofor yang kuat, maka dari itu metode 

LC biasanya melibatkan MS [19], [20]. Absorbansi panjang gelombang lebih rendah atau 

mendekati 250 nm. Detektor sebagian besar dilengkapi dengan detector array dioda untuk 

memilih panjang gelombang terbaik untuk analisis [21]. Dapat dilakukan evaluasi persen 

recovery yang dapat diterima jika lebih dari 75%, sedangkan ketepatan metode dapat 

diterima jika koefisien variasi < 20% [10]. 

b) Sefalosporin 
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Pada pemisahan sefalosporin digunakan kromatografi terbalik (reverse chromatography) 

dengan fase diam C8 [20] atau C18. Dalam kisaran pH 3-8, retensi kromatografi akan 

sangat bergantung pada kapasitas disosiasi gugus karboksilat yang sebagian terionisasi 

[22]. Absorbansi UV dapat digunakan untuk kuantifikasi sefalosporin. Sebagian besar 

pelarut yang digunakan pada HPLC memiliki rentang di UV-Visibel. Hal tersebut 

membuat kompatibel dengan detektor UV bahkan pada panjang gelombang yang pendek. 

c) Karbapenem 

Karbapenem memiliki struktur yang mirip dengan penicillin. Yang membedakan 

keduanya adalah cincin dengan atom karbon di posisi 1 yang biasanya dimiliki oleh 

penicillin dan sefalosporin. Pada identifikasi karbapenem digunakan kromatografi cair 

fase terbalik dengan kolom C18 dan fase gerak metanol. Selain itu, deteksi UV dilakukan 

pada 300 nm. Karbapenem tidak memiliki gugus kromofor dan luminofor.  

d) Glikopeptida 

Selektivitas yang sangat baik dapat diperoleh untuk senyawa hidrofilik polar seperti 

glikopeptida menggunakan HILIC. Adanya kandungan pelarut organik yang tinggi 

dalam fase gerak menyebabkan penguapan yang cepat selama electrospray ionization 

(ESI) [11]. Kolom yang digunakan adalaah C18 dengan fase gerak polar yang 

mengandung air dan pelarut organik polar, seperti asetonitril [23], metanol [24], ataupun 

campuran keduanya [25]. Prosedur analisis menunjukkan bahwa CV berada di bawah 

15%. Menurut perbandingan RSD (%) dan presisi pada literatur, metode ini dapat 

diandalkan untuk menganalisis glikopeptida. 

e) Aminoglikosida 

Antibiotik aminoglikosida bersifat sangat polar dan berbentuk polionik dalam air. Maka 

dari itu, aminoglikosida tidak dapat digunakan kolom C18 sebagai fase diam karena sifat 

hidrofilik. Untuk memisahkan senyawa hidrofilik digunakan ion-pair chromatography 

(IPC) atau Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC) [26]. Metode 

analisis utama yang digunakan pada analisis aminoglikosida adalah kolom C18 dengan 

suhu 20-30℃ dengan detektor ESI serta pada panjang gelombang dibawah 400 nm [27]. 

Pada analisis diperoleh nilai RSD <15% dan CV <20% yang mana telah dinyatakan tepat 

dan akurat. 

f) Makrolida 

Teknik yang sering digunakan untuk penilaian kemurnian makrolida adalah kromatografi 

cair dengan deteksi UV dan panjang gelombang dibawah 285 nm serta kolom C18 [13], 

[15]. Bentuk puncak sangat meningkat ketika asetonitril digunakan sebagai pengganti 

metanol. Pada bagian pemisahan ini dihasilkan running time dibawah 10 menit [15]. 

Analisis metode yang digunakan telah memadahi untuk penentuan senyawa ini. 

Diperoleh RSD <20%, CV <10%. 

g) Kuinolon 

Teknik yang paling umum digunakan untuk menentukan kuinolon adalah kromatografi 

cair dengan deteksi UV karena gugus kromofor yang dimilikinya [28]. Panjang 

gelombang yang dipilih umumnya dibawah 400 nm. Kondisi kromatografi untuk resolusi 

kuinolon adalah hidro organik-RP-HPLC yang menggunakan kolom C18 atau C8. Fase 

gerak yang digunakan mengandung asetonitril atau metanol. Diperoleh RSD <20%  

dengan pemulihan >60%. Dapat disimpulkan metode analitik yang digunakan telah 

optimal untuk menganalisis kuinolon. 
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h) Tetrasiklin 

Digunakan C18 sebagai kolom dengan detektor UV-Vis yang panjang gelombangnya 

tidak lebih dari 400 nm. Fase gerak yang umum digunakan ialah asetonitril, MeOH, dan 

asam format dengan laju alir 1 mL/menit. Dengan hasil CV >65% dan RSD <20%, dapat 

diasumsikan bahwa metode analisis telah tepat [29]. 

Pada umumnya metode analisis HPLC yang digunakan sebagai penentuan antibiotik 

menggunakan kolom RP-C18 untuk memisahkan analit, kecuali pada glikopeptida yang 

umumnya menggunakan kolom HILIC. HILIC menggunakan fase diam hidrofilik dengan 

silika sederhana atau yang terkait dengan diol (anionik), aminoferol (kationik), dan amida atau 

zwitterion (netral), dengan tipe fase terbalik eluen seperti asetonitril dan air. Amonium asetat 

dapat ditambahkan ke  fase gerak untuk menyesuaikan pH dan kekuatan ionic fase gerak [11]. 

Saat fase gerak dengan tinggi proporsi air mengalir melalui kolom HILIC, akan menghasilkan 

lapisan tipis di sekitar fase diam hidrofilik. Proporsi non polar pelarut dalam fase gerak secara 

bertahap meningkat dan analit terlepas secara berurutan dari lapisan air, tergantung pada 

hidrofilisitasnya. 

Tujuan penggunaan HPLC adalah memisahkan molekul dalam waktu minimum. Metode 

umum yang tersedia untuk mempersingkat proses analitik adalah memperpendek panjang 

kolom, meningkatkan kecepatan aliran, mengurangi ukuran partikel, dan meningkatkan suhu. 

Perkembangan modern menghasilkan Sistem kromatografi cair kinerja ultra tinggi (UHPLC) 

yang dirancang khusus untuk tekanan lebih tinggi selama analisis kromatografi dengan kolom 

pendek dan ukuran partikel kecil. Karena prinsip kromatografi dan mekanisme deteksi pada 

UHPLC dan HPLC sama, transfer metode dan validasi ulang cukup mudah dan terutama 

menghemat waktu, karena waktu proses pada UHPLC adalah 15 menit [30]. 

Tabel 2. Perbedaan HPLC dan UHPLC [31] 

Jenis Ukuran 

partikel 

Pompa Dimensi 

kolom 

Tekanan 

balik 

Laju alir Parameter 

pendeteksian 

HPLC 3-5 µL  400 bars Diameter 4,6 

mm dan 

panjang 250 

mm 

30 MPa 1-2 

ml/menit 

 Puncak sempit 

dihasilkan dengan 

UHPLC, 

memerlukan 

detektor yang 

dapat 

mengimbangi dan 

menyediakan 

jumlah titik data 

per puncak yang 

diperlukan untuk 

pendeteksian. 

Namun, sebagian 

besar detektor 

modern mampu 

mendeteksi 

kecepatan hingga 

250 Hz, yang 

UHPLC <2,0 µL 1000 

bars 

Diameter 

2,1 mm dan 

panjang 100 

mm 

90 MPa 0,2-0,7 

ml/menit 
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cukup 

untuk HPLC dan 

UHPLC 

Dalam melakukan analisis rutin HPLC, penting untuk tidak hanya mempertimbangkan 

kecepatan, sensitivitas, dan resolusi tetapi juga biaya analisis dan pemeliharaan kolom. Dalam 

fase gerak yang sesuai, diperlukan pencucian sistem secara hati-hati dan laju aliran yang 

memadai. Awalnya, proses analitis memakan waktu sekitar 40 menit dengan tekanan balik 

sekitar 400 bar. Itu merupakan waktu yang cukup lama untuk serangkaian analisis rutin di 

laboratorium farmasi dan forensik. Oleh karena itu, perkembangan modern dalam kromatografi 

cair (LC) diterapkan untuk menghemat waktu dan konsumsi pelarut. Karena fungsi UHPLC 

sesuai dengan prinsip kromatografi dan mekanisme pemisahan HPLC, transfer metode dan 

validasi ulang menjadi cukup mudah dan terutama menghemat waktu. Sejak tahun 2004, Ultra 

High Performance LC (UHPLC) telah berulang kali menunjukkan keunggulan signifikan 

dibandingkan metode berbasis HPLC. Dalam UHPLC, sistem bertekanan sangat tinggi 

memungkinkan penggunaan kolom dengan partikel kecil dan diameter kecil, yang berdampak 

positif pada efisiensi dan waktu analisis. Hasil penyelidikan kami menunjukkan bahwa waktu 

pengoperasian pada UHPLC jauh lebih singkat dibandingkan HPLC rutin (15 menit vs 40 

menit). Meskipun instrumen UHPLC lebih mahal dibandingkan HPLC, karena laju analisis 

yang lebih cepat, konsumsi pelarut yang lebih rendah (sekitar setengahnya), dan waktu 

pengoperasian yang lebih singkat, biaya analisis dalam UHPLC lebih rendah dibandingkan 

HPLC. UHPLC/MS lebih sensitif dibandingkan yang lain namun biayanya jauh lebih tinggi 

dibandingkan 2 teknik lainnya. Dalam metode HPLC rutin, peningkatan kecepatan operasi dan 

efisiensi dapat diperoleh dengan mengurangi ukuran pengepakan fase diam [30]. UHPLC 

(Ultra High Performance Liquid Chromatography) umumnya dianggap lebih baik daripada 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography). UHPLC memiliki kecepatan analisis yang 

lebih tinggi, resolusi yang lebih baik, dan sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan 

HPLC. Namun, pemilihan antara keduanya tergantung pada kebutuhan analisis spesifik. 

 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan Antibiotik dapat dianalisis menggunakan metode High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) atau Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Adapun antibiotik 

yang dianalisis meliputi golongan beta-laktam (meliputi Penicillin, Sefalosporin, 

Karbapenem), Glikopeptida, Aminoglikosida, Makrolida, Kuinolon, dan Tetrasiklin. 

umumnya metode analisis yang digunakan sebagai penentuan antibiotik menggunakan kolom 

RP-C18 seperti tetrasiklin, sefalosporin, beta-lactam, kuinolon. Sedangkan untuk 
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aminoglikosida dan glikopeptida digunakan Ion-Pair Chromatography (IPC) atau Hydrophilic 

Interaction Liquid Chromatography (HILIC). Parameter yang digunakan dalam validasi data 

metode meliputi presisi, akurasi, koefisien variasi, batas deteksi (LOD), dan batas kuantitas 

(LOQ). 

Perkembangan modern dalam kromatografi cair diterapkan untuk menghemat waktu dan 

konsumsi pelarut, contohnya UHPLC. Ultra High Performance Liquid Chromatography 

(UHPLC) memiliki keunggulan dibandingkan dengan High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC). UHPLC dirancang khusus untuk tekanan lebih tinggi selama 

analisis kromatografi dengan kolom pendek dan ukuran partikel kecil. Meskipun prinsip 

kromatografi dan mekanisme deteksi pada UHPLC dan HPLC sama, UHPLC memberikan 

kecepatan analitis yang lebih cepat, resolusi yang lebih tinggi, dan sensitivitas yang lebih tinggi 

dibandingkan HPLC. Selain itu, transfer metode dan validasi ulang pada UHPLC lebih mudah 

dan menghemat waktu. Oleh karena itu, dalam konteks kecepatan, resolusi, dan sensitivitas, 

UHPLC dianggap lebih unggul daripada HPLC.  
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