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Optimas Kinerja

OPTIMASI KINERJA ANALITIK PADA PENENTUAN KAFEIN
DENGAN METODE KROMATOGRAFI CAIRAN KINERJA TINGGI

THE OPTIMATION OF ANALYTICAL PERFORMANCE FOR
DETERMINATION OF CAFFEIN WITH HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY METHOD

Aman Sentosa Panggabean, Subur P. Pasaribu, Nisma Vinanda, Rita Hairani
PS. Kimia F.MIPA Universitas Mulawarman
Jin. Barong Tongkok No. 4 Kampus Gn. Kelua Samarinda
Telp. 0541-749152

Abstract
The research about optimation of analytical performance for determination of caffeine by using
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method has been done. The optima of
result determination to obtain, the HPLC system has been optimalized for the important
parameters are composition of mobile phase, flow rate and eluen pH. The result of research
shown that the optimum conditions to obtain from the research are composition of mobile phase
methanol: water (70: 30), flow rate 0.5 mL / minute and eluent pH are 5 has been achieved.
Based on the optimalized condition, the analytical performance of this method has been
performed for the determination of caffeine with HPLC method. The result of research shown
reproducibility of this method as coefficient of variation percentage (% CV) was 1.8665 %,
limit of detection was 33.1332 ppb. This result showed this method capable to application for

the routine analysis of caffeine in samples.

Keywords. Caffeine, HPLC, analytical performance

A. PENDAHULUAN

Seiring dengan meningkatnya pertumbuhan
industri makanan dan minuman di Indonesia, telah terjadi
peningkatan produksi minuman ringan yang beredar di
masyarakat. Pada minuman ringan sering ditambahkan
kafein, pengawet dan pemanis buatan yang kadarnya
perlu diperhatikan, karena apabila berlebihan dapat
membahayakan kesehatan (Hayun, 2004).

Penelitian tentang analisis kafein telah banyak
dilakukan. Penentuan kadar kafein dalam campuran
parasetamol, sdlisilamida dan kafein dapat dilakukan
dengan metode spektrofotometri UV (Wulandari dkk,
2010). Hasil pendlitian ini menunjukkan terjadinya
tumpang tindih (overlapping) spektra dari ketiga
senyawa tersebut. Hal ini disebabkan karena ketiga
senyawa itu dapat larut dalam pelarut yang sama yaitu
etanol serta memiliki serapan maksimum pada panjang
gelombang yang berdekatan. Dalam penelitian Y amauchi
dkk., (2007) kafein dapat dideteks pada panjang
gelombang 272 nm. Pada penelitian ini kadar kafein
ditentukan dalam teh, melalui teknik ekstraks pelarut
menggunakan pelarut timah asetat dan kloroform pada
proses ekstraksinya. Kelemahan metode ini selain pelarut
yang digunakan dapat merusak lingkungan juga
membutuhkan proses ekstraksi yang lama dan biaya yang
mahal. Kafein juga dapat ditentukan menggunakan
teknik analisisinjeks alir (Flow injection analysis, FIA),
menggunakan kolom Si-C;g dengan detektor fotometer-
UV, menghasilkan suatu kinerja analitik yang sangat
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baik dengan limit deteksi sampai satuan ug/L (Barrales et
al., 2002).

Metode lain untuk penentuan kafein yaitu
dengan kromatografi kertas, tetapi metode ini sudah
dianggap tidak modern dan tidak efisien sehingga
penggunaan metode ini sudah jarang digunakan untuk
analisis rutin (Kogan, 1953). Penentuan kafein secara
umum menggunakan metode kromatografi cairan kinerja
tinggi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) karena dianggap metode tersebut sangat efektif,
cepat dan akurat untuk analisis rutin.

Dalam penelitian ini akan dilakukan penentuan
kadar kafein dalam beberapa minuman kemasan yang
beredar di pasaran dengan metode HPLC. Untuk
memperoleh hasil yang akurat akan dipelgjari kondisi
optimum penentuan kafein yang meliputi analisis
kualitatif ~ (waktu retens), pengaruh komposis
pelarut/eluen, lgju alir eluen, pH eluen dan kinerja
analitik yang meliputi kebolehulangan, linearitas, batas
detekss dan pengarun matriks, yang semuanya
diharapkan dapat diaplikasikan untuk menentukan kafein
dalam sampel dengan selektifitas dan sensitifitas yang

tinggi.

B. METODOLOGI PENELITIAN
2.1. Alat dan Bahan
2.1.1. Alat

Seperangkat instrument High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) Agilen 1100 Series
kolom Shim-Pack VP-ODS (i.d. 4,6 x 250 mm) dan
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detektor UV, pompa vakum, pH-meter, labu ukur, pipet
volume, beaker glass dan kertas saring whatman No.42.
2.1.2. Bahan

Standar kafein  (CgH1gN4O,),
metanol dan aquabides.
2.2. Optimasi Parameter Pengukuran HPLC
2.2.1. Penentuan Fasa Gerak M etanol:Air
Sebanyak 5 pl larutan standar kafein diinjeksikan ke
dalam injektor HPLC. Komposis fasa gerak yang
digunakan adalah metanol : air dengan perbandingan
100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, dan 50:50.
2.2.2. Penentuan Laju Alir
Pada tahap ini digunakan komposisi fasa gerak yang
optimum. Sebanyak 5 pL larutan standar kafein
diinjeksikan kedalam injektor HPLC, dengan berbagai
lgju alir berbedayaitu 0,5; 0,8; 1; 1,25 dan 1,5 mL/menit.
2.2.3. Penentuan pH
Sebanyak 5 pl larutan standar kafein diinjeksikan ke
dalam injektor. Fasa gerak yang digunakan diatur pada
berbagal varias pH 3-8 dengan menggunakan buffer
phosfat pada komposis dan lgju alir optimum yang
diperoleh pada penelitian sebelumnya.
2.3. Optimasi Kinerja Analitik
2.3.1. LinearitasKurvaKalibras
Kurva kalibrass dibuat dengan memvariasikan
konsentrasi larutan standar kafein 0,5; 0,8; 1; 2; 5; 8 dan
10 ppm, kemudian masing-masing diinjeksikan sebanyak
5 pl ke dalam kolom pada kondisi optimum. Deteksi
menggunakan detektor UV pada panjang gelombang 270
nm (Yamauchi, 2007 menyebutkan bahwa penentuan
kafein pada A=272 nm). Direkam kromatogram dan
dibuat kurva kalibrasi dari luas puncak, lalu dihitung
persamaan regresi dan koefisien korelasi.
2.3.2. Kebolehulangan
Sebanyak 5 pL larutan standar kafein 0,5 ppm
diinjeksikan kedalam kolom menggunakan fasa gerak
dan kecepatan alir yang optimum, diulang sebanyak 7
kali, kemudian dicatat |uas puncaknya.
2.3.3. Limit Deteksi
Limit deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel
yang dapat dideteks yang masih memberikan respon
signal yang signifikan dibandingkan dengan signal
blanko (Panggabean et al., 2010).

buffer fosfat,

C. PEMBAHASAN
3.1. Optimasi HPLC
Kondis  kromatografi  divariasikan  untuk
mendapatkan hasil analisis yang optimum. Kondisi
kromatografi yang divariasikan adalah perbandingan fasa
gerak metanol : air, laju alir eluen, dan pH eluen pada
panjang gelombang 270 nm yang dilakukan secara
bertahap. Penentuan hasil optimasi berdasarkan luas
puncak kromatogram, karena luas puncak merupakan
parameter yang lebih akurat untuk pengukuran kuantitatif
(Ditjen POM, 1995).
3.1.1. Optimasi Komposisi Fasa Gerak Metanal : air
Penelitian ini menggunakan kromatografi cairan
fasa terbalik (reversed phase), yaitu fasa gerak yang
digunakan lebih polar bila dibandingkan dengan fasa
diam yang bersifat nonpolar. Untuk penentuan kafein
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digunakan fasa gerak metanol dan air (IEW) karena
kafein larut dalam metanol dan air. Fasa gerak selain
berfungss membawa komponen-komponen campuran
menuju detektor, fasa gerak dapat berinteraksi dengan
solut-solut (Hendayana, 2006).
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Gambar 1. Pengaruh komposisi fasa gerak

Pada Gambar 1. dapat dilihat bahwa pada
komposisi fasa gerak (metanol:air) 70:30 menghasilkan
luas area paling besar di bandingkan perbandingan
komposisi yang lain karena pada komposisi tersebut
kafein keluar melalui fasa diam secara maksimal.
Mekanisme tersebut menggunakan kolom ODS
(oktadesilsilan). Pada penambahan metanol akan
menurunkan kepolaran fasa gerak sehingga proses elusi
terjadi lebih cepat, oleh karena itu waktu retensi menjadi
singkat (Martina, 2010). ODS merupakan fasa diam yang
paliing banyak digunakan karena mampu memisahkan
senyawa-senyawa dengan kepolaran yang rendah, sedang
maupun tinggi (Rohman, 2009).

Ratarata waktu interaks molekul pada
permukaan fasa diam tergantung pada energi interaksi
(Bella, 2010). Fasa gerak atau eluen biasanya terdiri atas
campuran pelarut yang dapat bercampur yang secara
keseluruhan berperan dalam daya elusi. Daya elus
ditentukan oleh polaritas keseluruhan pelarut, polaritas
fasa diam dan sifat komponen-komponen sampel. Untuk
fasa terbalik (fasa diam kurang polar daripada fasa
gerak), kemampuan elusi menurun dengan meningkatnya
polaritas pelarut (Rohman, 2009).

3.1.2. Optimasi Laju Alir Eluen

Laju alir dari fasa gerak (eluen) yang digunakan
dalam tahapan kromatografi sangat berperan penting
terhadap kinerja analitik yang dihasilkan.

L

0B 10
laju alir

Gambar 2. Pengaruh laju alir eluen

Pada Gambar 2. dapat dilihat bahwa pada laju
air eluen 0,5 mL/menit menunjukkan hasil yang
optimum karena memiliki puncak dengan luas area yang
paling besar. Waktu retensi yang diperoleh tidak terlalu

a1 05
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lama yaitu berkisar 6 menit. Dari grafik tersebut dapat
dilihat bahwa semakin cepat lgju alir maka luas area yang
dihasilkan semakin kecil serta waktu retens yang
diperolen semakin cepat. Kecepatan lgju alir tersebut
membuat interaksi fasa gerak dan fasa diam menjadi
singkat sehingga analit tidak keluar dari kolom secara
optimal dari fasa diam akibat tekanan pompa yang
mendorong fasa gerak mengalir lebih cepat. Ha ini
mengakibatkan luas area puncak kromatogram lebih
kecil padalagju air lebih besar.

3.1.3. Optimasi pH Eluen

Optimasi pH €euen ditentukan dengan
menggunakan komposisi fasa gerak dan lgu alir
optimum yang diperoleh sebelumnya. Pelarut organik
seperti metanol dicampur dengan larutan buffer dalam air
pada fasa gerak agar hasil yang diperoleh selektif dan
kelarutan cuplikan tidak merusak kolom. Fasa gerak
yang digunakan diatur pada variasi pH 3 - 8. Jika pH <
3, ikatan silika dapat terputus (terhidrolisis), dan jika pH
> 8, dlika akan larut, karena silika dapat larut dalam
suasana basa (Panggabean et al., 2009).

270 h
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Gambar 3. Pengaruh pH eluen

Pada Gambar 3. dapat dilihat bahwa pH eluen
memberikan perbedaan yang signifikan terhadap luas
area standar kafein. Pada pH 5 menghasilkan luas area
yang paling optimum di bandingkan lainnya.

3.2. Kinerja Analitik
3.2.1. Penentuan Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi ditentukan berdasarkan luas area
puncak pada konsentrasi standar kafein, kemudian
masing-masing disuntikkan sebanyak 5 pl, diperoleh
hubungan linearitas dengan koefisen korelasi (r) =
0,9999 dan persamaan garis regras Y = 27,001x -
0,2518.

300
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Gambar 4. KurvaKalibras
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3.2.2. Kebolehulangan

Kebolehulangan ditunjukkan dengan % KV
(koefisien varians). Hasil pengukuran ditunjukkan pada
Gambar 5. Dari hasil penelitian yang diperoleh, % KV
untuk penentuan kafein 0,5 ppm adalah 1,8665 %.
Koefisien variansi (KV) tersebut menunjukan ketelitian
dari suatu metode uji.
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Gambar 5. Kebolehulangan

3.2.3. Batas Deteksi (Limit of Detection)

Dari hasil penelitian, diperoleh batas deteksi
untuk penentuan kafein dengan menggunakan metode
HPLC adalah 33,1332 ppb. Hasil ini sangat baik,
menunjukkan metode HPLC layak digunakan untuk
analisisrutin.

D. KESIMPULAN
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat
diambil kesimpulan :

4.1. Metode HPLC dapat digunakan sebagai analisis
rutin penentuan kafein dalam sampel.

4.2. Beberapa optimasi yang dilakukan pada sistem
HPLC dapat meningkatkan kinerja analitik
pengukuran, ditunjukkan dari beberapa parameter
penting yang semuanya menunjukkan keefektifan
dan kesensitifan metode yang digunakan.
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