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ABSTRAK 

Kopi excelsa (Coffea liberica var. dewevrei) mengandung kafein sebagai senyawa 

alkaloid utama yang berperan dalam karakteristik kopi. Penelitian ini bertujuan 

menetapkan kadar kafein dalam bubuk kopi excelsa menggunakan metode 

Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC). Sampel 

dianalisis menggunakan kolom C18 dengan fase gerak aquabidest:metanol 

(30:70, v/v), laju alir 1,2 mL/menit, dan deteksi pada panjang gelombang 272 nm. 

Kurva baku menghasilkan persamaan regresi y = 21038x + 30066 dengan 

koefisien korelasi r = 0,9994. Hasil penelitian menunjukkan kadar kafein dalam 

bubuk kopi excelsa berada pada rentang 0,491–0,510% b/b dengan rata-rata 

0,499% b/b dan nilai koefisien variasi (CV) sebesar 0,991%. Hasil tersebut 

menunjukkan bahwa metode RP-HPLC dapat digunakan untuk penetapan kadar 

kafein dalam bubuk kopi excelsa dengan presisi yang baik. 

 

Kata Kunci: kopi bubuk excelsa, kafein, RP-HPLC, penetapan kadar 
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ABSTRACT 

Excelsa coffee (Coffea liberica var. dewevrei) contains caffeine as its major 

alkaloid compound, which contributes to the characteristic properties of coffee. 

This study aimed to determine the caffeine content in Excelsa coffee powder 

using the Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) 

method. The samples were analyzed using a C18 column with a distilled 

aquabidest:methanol (30:70, v/v) mobile phase, a flow rate of 1.2 mL/min, and 

UV detection at a wavelength of 272 nm. The calibration curve showed a 

regression equation of y = 21038x + 30066 with a correlation coefficient of r = 

0.9994. The results showed that the caffeine content in Excelsa coffee powder 

ranged from 0.491–0.510% w/w, with an average value of 0.499% w/w and a 

coefficient of variation (CV) of 0.991%. These findings indicate that the RP-

HPLC method can be used for the quantitative determination of caffeine in 

excelsa coffee powder with good precision. 

 

Keywords: Excelsa ground coffee, caffeine, RP-HPLC, caffeine determination. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1   Latar Belakang 

  Kopi merupakan salah satu komoditas pertanian dan minuman yang 

paling digemari di dunia, termasuk di Indonesia. Selain menjadi bagian dari gaya 

hidup, kopi juga memiliki nilai ekonomi yang tinggi. Secara botani, genus Coffea 

terdiri dari beberapa spesies, di antaranya Coffea arabica (Arabika), Coffea 

canephora (Robusta), Coffea excelsa (Coffea liberica var. dewevrei) dan Coffea 

liberica (Liberika). Kopi arabika dan robusta mendominasi pasar dunia dengan 

persentase sekitar 90%, sedangkan kopi excelsa masih tergolong langka dan 

produksinya terbatas (Rosadi dkk., 2021).  

Kopi excelsa termasuk dalam kelompok liberika (Coffea liberica), tetapi 

memiliki ciri khas khusus yang membedakannya dari kopi arabika dan robusta. 

Keunggulan kopi excelsa meliputi ketahanan terhadap penyakit karat daun, 

kemampuan adaptasi pada berbagai kondisi iklim, serta daya simpan yang lama. 

Kekurangannya adalah hasil produksi yang relatif rendah dan rasa yang dominan 

asam (Sihombing dkk., 2022). Kopi excelsa banyak dibudidayakan di daerah 

Wonosalam, Jawa Timur, dengan karakter rasa unik, seperti kombinasi asam, 

manis, asin, sepat, dan gurih (Anam dkk., 2024). Pemilihan kopi excelsa dalam 

penelitian ini didasarkan pada keterbatasan data ilmiah mengenai kadar kafeinnya.  

Salah satu kandungan penting dalam kopi adalah kafein. Kafein 

merupakan senyawa alkaloid dari golongan metilxantin, secara kimia dikenal 

sebagai 1,3,7-trimethylxanthine dengan rumus molekul C₈H₁₀N₄O₂ (Sjamsiah & 

Islamiah., 2022). Kafein berupa serbuk putih dengan bentuk jarum mengkilap, 
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biasanya menggumpal, tanpa bau, rasanya pahit, larutannya bersifat netral 

terhadap kertas lakmus, dan bentuk hidratnya mengembang di udara (Kemenkes 

RI., 2020). Kafein memiliki efek farmakologis, seperti meningkatkan 

kewaspadaan, mengurangi rasa kantuk, memperbaiki suasana hati, serta 

meningkatkan kinerja fisik melalui peningkatan stamina dan kekuatan otot dengan 

dosis aman ≤ 400 mg per hari (Chusnah dkk., 2025). Konsumsi berlebihan dapat 

menimbulkan efek negatif, seperti ketergantungan, hipertensi, insomnia, 

gangguan kardiovaskular, penurunan fungsi kognitif, dan masalah pencernaan 

(Novitasari & Fitriyah., 2025).  

  Metode analisis kafein yang banyak digunakan adalah High Performance 

Liquid Chromatography, khususnya Reversed Phase-HPLC (RP-HPLC). HPLC 

merupakan metode kromatografi modern yang memisahkan komponen berdasarkan 

perbedaan afinitas terhadap fase diam dan fase gerak. Prinsip metode ini adalah 

pemisahan senyawa berdasarkan interaksi hidrofobik dengan kolom fase diam non-

polar, sehingga senyawa polar akan keluar lebih cepat, sedangkan senyawa non-polar 

tertahan lebih lama (Mayefis dkk., 2023; Bhati dkk., 2022). Keunggulan metode ini 

adalah sensitivitas, akurasi, presisi tinggi, dan kemampuan menganalisis sampel 

kompleks dalam waktu singkat tanpa merusak sampel (Parisa dkk., 2024).  

  Penetapan kadar kafein dalam kopi sangat penting untuk memastikan 

keamanan konsumsi. Standar Nasional Indonesia (SNI 8964:2021) menyebutkan 

bahwa kandungan kafein yang diperbolehkan dalam kopi bubuk berada pada 

kisaran 0,9–2,5% (Badan Standarisasi Nasional., 2021). Penelitian sebelumnya 

banyak menekankan analisis kafein pada kopi arabika dan robusta. Pada 

penelitian Nuryanti dkk. (2025) juga menunjukkan bahwa analisis kafein pada 
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kopi bubuk komersial menggunakan HPLC valid dan akurat. Namun, penelitian 

mengenai kopi excelsa masih terbatas, terutama dalam penetapan kadar kafein. 

Dengan demikian, penelitian ini ditujukan untuk mengisi kekosongan tersebut 

melalui penggunaan HPLC sebagai metode analisis, sekaligus membandingkan 

kadar kafein hasil analisis dengan standar SNI untuk memastikan keamanan 

konsumsi.  

1.2   Rumusan Masalah 

  Berapakah kadar kafein dalam kopi Excelsa yang dinyatakan sebagai 

%b/b terkandung menggunakan metode RP-HPLC? 

1.3   Ruang Lingkup Masalah 

1. Penelitian Nuryanti dkk. (2025) dengan judul “Penentuan Kadar Kafein 

Dalam Kopi Bubuk Kemasan Sachet Berbagai Merek Menggunakan 

Metode High Performance Liquid Chromatography” meneliti kadar 

kafein dalam kopi bubuk kemasan sachet dari berbagai merek 

menggunakan metode HPLC. Penelitian ini bertujuan untuk menilai 

kadar kafein yang terkandung dalam kopi dari beberapa merek yang 

berbeda. Seluruh sampel mengandung kafein dengan kadar yang 

bervariasi, namun tetap berada dalam batas aman. Penelitian ini 

menunjukkan bahwa metode HPLC efektif dan akurat untuk menilai 

kadar kafein dalam kopi siap saji, sehingga menjadi dasar pemilihan 

metode analisis pada penelitian kopi excelsa. 

2. Penelitian Hisham dkk. (2025) dengan judul “Assessment of Caffeine 

Content in Tea and Coffee Within the Palestinian Market Using HPLC 

Method” mengkaji kadar kafein dalam kopi dan teh serta mengevaluasi 
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pengaruh roasting menggunakan metode HPLC. Kadar kafein kopi 

berkisar 0,49–0,54% sebelum roasting dan 0,45–0,75% setelah 

roasting.Penelitian ini menunjukkan bahwa proses pasca panen dan 

roasting dapat memengaruhi kandungan kafein, sehingga analisis kadar 

kafein pada kopi excelsa perlu mempertimbangkan tahap pengolahan biji 

kopi. 

3. Penelitian Fitri dan Pratiwi (2023) dengan judul “Analisis Kadar kafein 

dalam Sampel Kopi Instan dan Minuman Berenergi Menggunakan high 

Performance Liquid Chromatography (HPLC)” meneliti kadar kafein 

dalam sampel kopi instan dan minuman berenergi menggunakan HPLC, 

sekaligus membandingkan hasilnya dengan batas aman menurut SNI. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar kafein pada tiga sampel kopi 

berada di kisaran 3,07–3,24 mg/g, sedangkan pada dua sampel minuman 

berenergi berkisar antara 0,133–0,141 mg/mL, semua masih berada dalam 

batas aman. Penelitian ini menekankan pentingnya menilai kadar kafein 

dibandingkan standar yang berlaku, yang menjadi salah satu acuan dalam 

penelitian kopi excelsa. 

         Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, penetapan kadar kafein dalam 

bubuk kopi excelsa masih terbatas. Dalam penelitian ini, penulis menggunakan 

metode HPLC karena telah terbukti efektif dan dan selektif dalam mengukur 

kadar kafein. 

1.4   Tujuan Penelitian 

  Untuk menentukan kadar senyawa kafein pada kopi bubuk excelsa 

dengan metode RP-HPLC. 
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1.5   Manfaat Penelitian 

1.5.1 Manfaat Teoretis 

  Penelitian ini berguna untuk memperluas pengetahuan mengenai kadar 

kafein pada kopi bubuk excelsa serta memperkuat landasan teori bahwa metode 

RP-HPLC dapat diterapkan sebagai teknik analisis yang valid dalam menetapkan 

kadar kafein dalam sampel bubuk kopi excelsa. 

1.5.2   Manfaat Metodologis 

  Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai 

penggunaan serta efektivitas metode RP-HPLC untuk menganalisis kafein, 

sehingga dapat dijadikan acuan dalam pengembangan metode analisis pada 

penelitian selanjutnya. 

1.5.3    Manfaat Praktis 

   Penelitian ini memberikan informasi dan menyediakan data 

mengenai kadar kafein dalam bahan alam, sehingga dapat dimanfaatkan dalam 

kegiatan analisis kadar kafein. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1   Tinjauan Pustaka 

2.1.1   Kopi Excelsa 

  Kopi merupakan salah satu komoditas pertanian bernilai ekonomi tinggi 

dan menjadi minuman populer di berbagai belahan dunia. Minuman ini berasal dari 

biji tanaman Coffea, yang memiliki beragam spesies dengan karakteristik rasa, 

aroma, dan kandungan kimia berbeda. Dua varietas yang paling banyak 

dibudidayakan di Indonesia adalah arabika (Coffea arabica) dan robusta (Coffea 

canephora), sedangkan liberika (coffea liberica) dan excelsa (Coffea liberica var. 

dewevrei) diproduksi secara terbatas karena adaptasinya yang spesifik (Wibowo & 

Palupi, 2022). 

   Kopi secara taksonomi digolongkan sebagai Coffea liberica var. 

dewevrei (Rosadi dkk., 2021), sehingga masuk dalam kelompok liberika. 

Klasifikasi ini didasarkan pada morfologi tanaman dan sifat biji yang menyerupai 

liberika, meskipun rasanya berbeda. Excelsa dikenal memiliki rasa dengan aroma 

buah dan bunga yang kompleks, serta tumbuh baik di ketinggian menengah. 

Berbeda dengan liberika memiliki rasa manis dengan aroma yang khas mirip 

nangka, bijinya besar dan tumbuh di lahan yang gambut (Destirana dkk., 2025).  

Dari sisi morfologi, tanaman excelsa memiliki akar dalam yang 

mendukung penyerapan nutrisi, daun lebar dan tebal dengan warna perunggu 

keunguan, serta bunga putih berukuran besar dengan 6–7 helai mahkota. Buahnya 

tumbuh bergerombol dengan lapisan pulp dan parchment tebal, sedangkan tinggi 

pohon berkisar 3–4 meter (Fernandez dkk., 2022). Aspek agronomi menunjukkan 
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bahwa excelsa cocok ditanam pada ketinggian 0–750 mdpl di daerah tropis 

dengan curah hujan sedang hingga tinggi. Pada curah hujan yang tinggi, tanaman 

ini akan lebih banyak membentuk kayu daripada menghasilkan buah. Kopi 

excelsa memerlukan waktu 1-2 bulan, dengan curah hujan kurang dari 50 mm 

untuk berbunga. Tanaman ini berbuah hampir sepanjang tahun, berbuah hampir 

sepanjang tahun, mudah dibudidayakan, dan relatif tahan terhadap hama serta 

penyakit (Susandi, 2019; Achmad dkk., 2022).  

   Keunggulan morfologi dan adaptasi lingkungan tersebut tidak hanya 

meningkatkan potensi agronomi, tetapi juga memengaruhi kandungan kimia biji 

kopi, termasuk kafein dan senyawa bioaktif lain. Karakteristik spesies dan kondisi 

tumbuh yang unik membuat penelitian kadar kafein pada excelsa relevan, terutama 

karena sebagian besar studi sebelumnya fokus pada arabika dan robusta. 

2.1.2    Kafein 

   Kafein merupakan senyawa alkaloid yang banyak ditemukan pada kopi, 

teh, dan cokelat (Chusnah dkk., 2025). Secara kimia, kafein dikenal sebagai 1,3,7- 

trimetilxantin (C₈H₁₀N₄O₂) yang dapat hadir dalam bentuk anhidrat maupun hidrat. 

Kandungannya dalam bentuk anhidrat berkisar antara 98,5–101,0% (Kemenkes RI, 

2020). Secara fisik, kafein berbentuk serbuk putih dengan kristal jarum mengkilap, 

tidak berbau, memiliki rasa pahit, larutannya bersifat netral terhadap kertas lakmus, 

namun bentuk hidrat dapat mengembang saat terpapar udara. Kelarutannya rendah 

dalam air dan etanol, mudah larut dalam kloroform, dan sulit larut dalam eter 

(Kemenkes RI, 2020). 
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Gambar 1. Struktur Kimia Kafein (Kemenkes RI., 2020). 

 

   Berdasarkan dari struktur kimia kafein pada Gambar.1. kafein adalah 

molekul yang terdiri atas atom karbon (C) dan nitrogen (N), dengan kerangka 

yang terdiri atas dua cincin purin, yaitu gabungan dari satu cincin pirimidin (C5) 

dan satu cincin imidazol (C6), yang mempunyai dua atom nitrogen. Gugus fungsi 

yang terdapat pada struktur tersebut meliputi gugus amida, yaitu karbonil yang 

terikat pada karbon dan nitrogen; dan gugus amina, yaitu nitrogen yang berikatan 

dengan gugus hidrokarbon serta gugus alkena, yakni ikatan rangkap antara dua 

atom karbon. Kafein berfungsi sebagai akseptor ikatan hidrogen karena tiga dari 

empat atom nitrogennya termetilasi (Saraiva dkk., 2023). 

Sebagai senyawa aktif utama pada kopi, kafein bekerja dengan 

merangsang sistem saraf pusat. Setelah dikonsumsi, kafein cepat masuk ke darah 

dan mencapai konsentrasi puncak dalam plasma sekitar 15–20 menit. 

Mekanismenya berkaitan dengan antagonisme terhadap adenosin, 

neurotransmitter inhibitor yang menurunkan aktivitas saraf. Dengan menghambat 

reseptor adenosin, kafein meningkatkan kewaspadaan, mengurangi rasa kantuk, 

dan memberikan efek stimulan (Nurhidayanti dkk., 2024). Bagi individu yang 

terbiasa mengonsumsi kopi, jumlah konsumsi harian dapat mencapai sekitar 3-4 

cangkir kopi per hari (Rahmawati dkk., 2021). Dalam dosis rendah (≤ 400 mg/hari), 
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kafein juga dapat meningkatkan gairah, suasana hati, dan kinerja fisik. Namun, 

konsumsi berlebihan dapat menyebabkan ketergantungan serta efek samping 

seperti gangguan irama jantung, kecemasan, tremor, penurunan daya ingat, 

insomnia, dan gangguan pencernaan (Elfariyanti dkk., 2020). 

Selain efek fisiologis, kafein juga berperan sebagai parameter mutu kopi. 

Kandungan kafein dapat menjadi indikator kualitas dan karakter produk, karena 

kadar senyawa ini dipengaruhi oleh spesies, kondisi agronomi, dan proses 

pengolahan biji kopi. Penetapan kadar kafein penting untuk kontrol mutu dan 

kepatuhan terhadap standar konsumsi aman. Menurut Standar Nasional Indonesia 

SNI 8964:2021, batas kadar bubuk kopi adalah 0,9-2,5% (Badan Standarisasi 

Nasional., 2021).  

2.1.3    High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

   HPLC merupakan teknik pemisahan yang banyak digunakan dalam 

analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa kimia karena memiliki sensitivitas, 

selektivitas, dan ketelitian yang tinggi. Metode ini bekerja dengan mengalirkan 

fase gerak bertekanan tinggi melalui kolom yang berisi fase diam, sehingga 

komponen dalam sampel dapat terpisah berdasarkan perbedaan interaksi dengan 

kedua fase tersebut. Selain itu, HPLC mampu menganalisis senyawa dengan 

waktu yang relatif singkat serta memberikan hasil yang akurat dan presisi 

(Anggraini & Desmaniar, 2020). 

   Secara umum, pemisahan pada HPLC terjadi karena perbedaan afinitas 

senyawa terhadap fase diam dan fase gerak. Senyawa yang berinteraksi lebih kuat 

dengan fase diam akan tertahan lebih lama di dalam kolom, sedangkan senyawa 

dengan afinitas lebih rendah akan terelusi lebih cepat. Keunggulan HPLC meliputi 
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akurasi dan presisi yang tinggi, sensitivitas yang baik, serta kemampuan 

menganalisis campuran kompleks dalam waktu relatif singkat, sehingga metode ini 

banyak digunakan dalam analisis senyawa organik dan bioaktif (Parisa dkk., 2024).  

Salah satu mode HPLC yang paling banyak digunakan adalah Reverse 

Phase-High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC). Pada RP-HPLC, 

fase diam bersifat nonpolar (hidrofobik), umumnya menggunakan silika terikat 

rantai alkil panjang seperti C18, sedangkan fase geraknya bersifat lebih polar, 

biasanya campuran air dengan pelarut organik seperti metanol atau asetonitril 

(Lestary dkk., 2023). 

  Prinsip kerja RP-HPLC didasarkan pada interaksi hidrofobik antara 

molekul analit dengan fase diam. Senyawa dengan tingkat kepolaran lebih rendah 

akan berinteraksi lebih kuat dengan fase diam sehingga mengalami waktu retensi 

yang lebih lama, sedangkan senyawa yang lebih polar akan terelusi lebih cepat 

bersama fase gerak. Mekanisme pemisahan ini dipengaruhi oleh tingkat kepolaran 

senyawa, komposisi fase gerak, dan karakteristik fase diam (Kazakevich & 

Lobrutto, 2007; Tasiam dkk., 2025). 

RP-HPLC sangat sesuai digunakan untuk analisis kafein karena kafein 

merupakan senyawa semi-polar yang dapat berinteraksi secara optimal dengan fase 

diam non-polar dan fase gerak polar. Metode ini mampu memberikan pemisahan 

yang baik, waktu retensi yang stabil, serta hasil analisis yang akurat dan presisi. 

Oleh karena itu, RP-HPLC sering digunakan dalam analisis kopi untuk penetapan 

kadar kafein, baik pada kopi Arabika, Robusta, maupun jenis kopi lain (Sukma & 

Fajri, 2019). 

  Dibandingkan metode analisis lain, RP-HPLC memiliki keunggulan 
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berupa selektivitas tinggi, sensitivitas baik pada konsentrasi rendah, serta 

kemampuan reprodusibilitas yang tinggi. Keunggulan tersebut menjadikan RP-

HPLC sebagai metode yang andal dan banyak direkomendasikan untuk analisis 

kafein sebagai parameter mutu kopi, termasuk pada kopi excelsa yang masih 

terbatas data kadarnya. 

2.1.4   Penetapan Kadar 

  Penetapan kadar merupakan proses analisis kuantitatif yang bertujuan 

untuk menentukan jumlah atau konsentrasi suatu senyawa tertentu dalam sampel. 

Dalam analisis kafein, penetapan kadar dilakukan untuk mengetahui kandungan 

kafein secara akurat sehingga dapat digunakan sebagai dasar evaluasi mutu dan 

keamanan produk kopi (Umar dkk., 2021). 

  Tujuan penetapan kadar kafein adalah menentukan kandungan kafein 

secara kuantitatif dalam suatu produk sehingga diperoleh informasi mengenai 

jumlah kafein yang terkandung di dalamnya. Ketidaksesuaian kadar kafein dapat 

memengaruhi karakter produk serta berpotensi menimbulkan efek yang tidak 

diinginkan bagi konsumen apabila dikonsumsi secara berlebihan (Dewangga, 

2023). Oleh karena itu, penetapan kadar menjadi bagian penting dalam 

pengendalian mutu produk pangan dan minuman. 

  Penetapan kadar kafein juga memiliki keterkaitan langsung dengan 

standar mutu. Hasil analisis yang diperoleh dibandingkan dengan persyaratan 

Standar Nasional Indonesia (SNI) untuk memastikan bahwa kandungan kafein 

dalam kopi bubuk masih berada dalam batas yang diperbolehkan. Pengujian ini 

dilakukan untuk menjamin mutu, efektivitas, serta keamanan produk yang beredar, 

sehingga konsumen memperoleh sediaan dengan kandungan yang sesuai dengan 
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ketentuan yang berlaku (Putra dkk., 2023). 

2.2   Landasan Teori 

  Kopi merupakan komoditas pertanian bernilai ekonomi tinggi yang 

perannya tidak hanya sebagai minuman konsumsi, tetapi juga sebagai produk 

dengan karakter mutu yang ditentukan oleh spesies tanaman dan kandungan 

senyawa aktifnya. Salah satu jenis kopi yang penelitian mengenai penetapan kadar 

kafeinnya masih terbatas adalah kopi excelsa, yang secara taksonomi 

diklasifikasikan sebagai Coffea liberica var. dewevrei. Varietas ini memiliki 

karakter sensorik yang berbeda dari kopi komersial utama, ditandai dengan 

kombinasi rasa asam, manis, asin, sepat, dan gurih. Selain keunikan cita rasa, kopi 

excelsa memiliki keunggulan agronomis berupa ketahanan terhadap penyakit 

karat daun, kemampuan tumbuh pada lahan gambut, pertumbuhan vegetatif yang 

cepat, serta umur simpan biji yang relatif panjang. Karakteristik tersebut 

menunjukkan potensi kopi excelsa sebagai produk bernilai tambah, namun juga 

mengindikasikan adanya perbedaan komposisi kimia dibandingkan varietas kopi 

lainnya. 

  Salah satu senyawa kimia utama yang menentukan karakter dan mutu kopi 

adalah kafein. Kafein merupakan alkaloid golongan metilxantin yang secara kimia 

dikenal sebagai 1,3,7-trimetilxantin (C₈H₁₀N₄O₂). Struktur heterosiklik kafein yang 

bersifat semi-polar memungkinkan senyawa ini berinteraksi dengan fase polar dan 

non-polar, sehingga memengaruhi kelarutan serta perilakunya dalam sistem 

analisis. Secara fisiologis, kafein berperan sebagai stimulan sistem saraf pusat yang 

meningkatkan kewaspadaan dan konsentrasi, namun konsumsi berlebihan dapat 

menimbulkan efek samping seperti gangguan tidur, peningkatan tekanan darah, dan 
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gangguan kardiovaskular. Oleh karena itu, kandungan kafein tidak hanya 

menentukan efek fungsional kopi, tetapi juga menjadi parameter penting dalam 

aspek keamanan konsumsi. 

  Dalam konteks pengendalian mutu, kadar kafein digunakan sebagai 

indikator kualitas produk kopi. Standar Nasional Indonesia SNI 8964:2021 

menetapkan bahwa kandungan kafein dalam kopi bubuk berada pada kisaran 0,9–

2,5%. Ketentuan ini menjadi acuan untuk memastikan bahwa produk kopi yang 

beredar memenuhi persyaratan mutu dan aman dikonsumsi. Mengingat perbedaan 

spesies, karakter agronomi, dan profil sensorik kopi excelsa, diperlukan penetapan 

kadar kafein secara akurat untuk menilai kesesuaiannya dengan standar tersebut. 

Analisis kadar kafein dalam penelitian ini dilakukan menggunakan metode 

RP-HPLC. Pemilihan metode ini didasarkan pada kemampuan instrumen dalam 

memisahkan senyawa semi-polar secara selektif menggunakan fase diam non-

polar dan fase gerak polar. Metode ini dikenal memiliki sensitivitas tinggi, akurasi 

dan presisi yang baik, serta mampu menghasilkan resolusi puncak yang jelas 

dalam waktu analisis relatif singkat. Keunggulan tersebut menjadikannya sebagai 

metode yang andal dan banyak digunakan dalam analisis kafein pada kopi, 

sehingga tepat diaplikasikan untuk penetapan kadar kafein pada kopi Excelsa yang 

masih terbatas data kimianya. 

2.3   Keterangan Empiris 

  Metode RP-HPLC dapat menetapkan kadar kafein yang terdapat dalam 

bubuk kopi excelsa. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1   Rancangan Penelitian 

Penelitian penetapan kadar kafein pada kopi bubuk excelsa (Coffea 

liberica var. dewevrei)  menggunakan metode Reverse Phase-High Performance 

Liquid Chromatography (RP-HPLC) merupakan penelitian non-eksperimental 

deskriptif. Penelitian ini tidak memberikan perlakuan khusus terhadap sampel uji, 

tetapi hanya mengamati dan melaporkan hasil yang diperoleh. Penelitian 

dilaksanakan di Laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Sanata Dharma 

Yogyakarta untuk proses preparasi sampel, sedangkan analisis kadar dilaksanakan 

di Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT) Universitas Ahmad 

Dahlan (UAD) Yogyakarta. 

3.2  Variabel dan Definisi Operasional 

3.2.1     Variabel Bebas 

 Variabel bebas yang digunakan adalah sistem HPLC yang telah 

dioptimasi dan tervalidasi. 

3.2.2     Variabel Terikat 

 Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar kafein dalam bubuk kopi 

excelsa yang ditentukan dari nilai AUC pada kromatogram hasil analisis RP-

HPLC. 

3.2.3     Variabel Pengacau Terkendali 

 Variabel pengacau terkendali dalam penelitian ini adalah asal sampel 

dan suhu saat penyeduhan kopi.  
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3.2.4     Variabel Pengacau Tidak Terkendali 

  Variabel pengacau tidak terkendali dalam penelitian ini adalah suhu 

roasting biji kopi, kemurnian pelarut, dan kemurnian baku kafein. 

3.2.5      Definisi Operasional 

3.2.5.1 Sampel bubuk kopi berjenis kopi excelsa yang didapatkan dari Toko 

kopi biji & bubuk asli premium beans indonesia di Sleman, Yogyakarta. 

3.2.5.2   Penetapan kadar dilakukan dengan metode RP-HPLC dengan fase diam 

silika oktadesil (C18) dan fase gerak berupa campuran aquabidest: 

metanol (30:70 v/v). 

3.2.5.3  Detektor yang digunakan adalah detektor UV dengan panjang 

gelombang 272 nm yang didapatkan dari hasil optimasi. 

3.2.5.4  Kadar kafein ditetapkan berdasarkan luas area puncak kromatogram 

sampel yang kemudian dihitung menggunakan persamaan regresi dari 

kurva kalibrasi standar kafein. 

3.2.5.5  Kadar kafein dinyatakan dalam persen berat terhadap berat sampel 

(%b/b). 

3.3   Bahan Penelitian 

  Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah kopi bubuk excelsa yang 

didapatkan pada Toko kopi biji & bubuk asli premium beans indonesia di Sleman, 

Yogyakarta, baku kafein (kemurnian ≧ 98.5%) dari Nacalai Tesque, metanol 

HPLC grade (E. Merck), metanol (p.a. grade), kloroform (p.a grade), natrium 

hidroksida (p.a grade), seng asetat (Zn(CH₃COO)₂), kalium ferosianida, 

aquabidest. 
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3.4    Alat atau Instrumen 

   Peralatan menggunakan peralatan berupa seperangkat instrumen HPLC 

(Shimadzu DGU-20A5R Cat. No. 228-65555-58, Serial No. L22736257286, 

Kolom YMC-Triart C18 (150 mm × 3,0 mm I.D; 5 µm), vial HPLC, seperangkat 

komputer (Dell), neraca analitik (Ohaus Pioneer PA214, maks. 210 g; min 0,0001 

mg), neraca semi mikro (Scaltec SBC 22; maks. 60/210 g; min 0,001 g; d = 

0,01/0,1 mg; e = 1 mg), mikropipet (Socorex Acura 825), tip, membran nilon 0,22 

μm, detektor UV 275 nm, heating mantle (Mtops MS-E104; kapasitas 1000 mL; 

380 Watt; 220 V; suhu maksimal 450⁰C), centrifuge (Eppendorf 5340 R), vortex 

(Ohaus tipe VXMNAL), Tabung sentrifugasi 15 mL, ultrasonic bath (Bransonic 

CPX2800H-E), dan alat-alat gelas (Pyrex dan Iwaki). 

3.5   Tata Cara Penelitian 

3.5.1   Pembuatan Fase Gerak 

  Penelitian ini menggunakan fase gerak mengikuti komposisi hasil 

optimasi sebelumnya, yaitu aquabidest : Metanol (30:70 v/v) (Wijaya., 2026). 

3.5.2   Pembuatan Larutan Induk Kafein 

  Pembuatan larutan induk kafein dibuat dengan menimbang secara saksama 

baku kafein sebanyak 25 mg. Kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu 

takar 25 mL hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan induk kafein dengan 

konsentrasi 1000 ppm. 

3.5.3   Pembuatan Larutan Intermediet 

  Larutan intermediet kafein 100 ppm dibuat dengan memipet sebanyak 1 

mL larutan baku kafein 1000 ppm ke dalam labu takar 10 mL. Selanjutnya, 
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ditambahkan metanol hingga mencapai tanda batas, kemudian dikocok hingga 

homogen sehingga diperoleh larutan intermediet kafein dengan konsentrasi 100 

ppm. 

3.5.4   Pembuatan Larutan Seri Baku Kafein 

  Larutan seri baku kafein dilakukan dengan memipet larutan intermediet 

masing-masing 0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; 1,0 mL; 1,2 mL; 1,4 mL; 1,6 mL. 

Setelah itu, tiap larutan dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL, lalu ditambahkan 

metanol hingga tanda batas. Labu takar kemudian digojog sehingga konsentrasi 

larutan seri baku kafein menjadi 4 ppm; 6 ppm; 8 ppm; 12 ppm; 14 ppm; 16 ppm. 

Selanjutnya, larutan disonikasi selama 15 menit dan kemudian disaring 

menggunakan filter membran nylon dengan ukuran pori 0,45 μm. 

3.5.5  Penetapan Kurva Kalibrasi 

 Penetapan kurva kalibrasi pada penelitian ini dilakukan dengan 

menginjeksikan 10 μL larutan seri baku kafein ke dalam sistem HPLC, dengan 

panjang gelombang 272 nm dan laju alir 1,2 mL/menit berdasarkan hasil optimasi 

(Wijaya., 2026). Kemudian, kromatogram dianalisis untuk memperoleh puncak 

dan luas area di bawah kurva (AUC). 

3.5.6  Preparasi Sampel 

 Preparasi sampel pada penelitian ini adalah sampel kopi bubuk excelsa 

(Coffea excelsa) yang didapatkan pada Toko kopi biji & bubuk asli premium 

beans indonesia di Sleman, Yogyakarta. Selanjutnya, bubuk kopi diambil 

sebanyak 2 gram dan dilarutkan dengan 150 mL air panas. Kemudian, larutan kopi 

dipisahkan dari ampasnya dengan menggunakan kertas saring. Larutan kopi 
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diambil sebanyak 1 mL, dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi, lalu 

ditambahkan seng asetat 1,37 M dan kalium ferosianida 0,35 M masing-masing 

500 μL, lalu dihomogenkan dengan vortex. Sampel kemudian disentrifugasi 

dengan kecepatan 5000 rpm selama 5 menit hingga filtrat terpisah. 

Ditambahkan 40 μL NaOH 10 N pada supernatan hasil sentrifugasi, kemudian 

diekstraksi cair-cair sebanyak tiga kali dengan 1 mL kloroform, lalu diuapkan 

dengan heating mantle dilemari asam dengan suhu 90⁰ C hingga terbentuk kristal 

kafein. Kristal kafein yang diperoleh dilarutkan dalam 1 mL pelarut metanol 

kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 5 mL dan ditambahkan metanol 

hingga tanda batas, kemudian disaring menggunakan syringe filter berukuran 

pori 0,45 μm. Larutan hasil penyaringan selanjutnya didegaskan dengan 

ultrasonikator selama 10 menit sebelum dianalisis (Rahmawati dkk., 2021). 

3.5.7   Penetapan Kadar Kafein 

  Larutan sampel yang telah disiapkan diinjeksikan ke dalam sistem HPLC 

dengan kondisi analisis, yaitu panjang gelombang 272 nm dan laju alir 1,2 

mL/menit sesuai hasil optimasi (Wijaya., 2026). Analisis dilakukan sebanyak 6 

kali replikasi dengan masing-masing replikasi dilakukan 2 kali pengujian. 

Konsentrasi kafein ditentukan dengan memasukkan nilai luas area puncak (AUC) 

sampel (y) ke dalam persamaan regresi linier y = bx + a dari kurva kalibrasi 

standar (Nuryanti dkk., 2025). 

3.6         Analisis Hasil 

  Penetapan kadar kafein dilakukan dengan menghitung konsentrasi 

menggunakan luas area puncak dari larutan baku kafein. Data tersebut dibuat 

persamaan regresi linier y = bx + a yang menunjukkan hubungan antara 
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konsentrasi dan luas area. Kemudian, dimasukkan luas area sampel ke dalam 

persamaan regresi masing-masing standar untuk memperoleh kadar kafein dalam 

satuan %b/b.  

Rumus Penetapan Kadar : 

%Kadar = 
𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 (

μg

mL
)𝑥 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑚𝐿)𝑥 𝐹𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)
 

(1) 

 
  (Mulyani dkk., 2022) 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Penelitian ini mencakup penetapan kadar kafein dalam bubuk kopi excelsa 

dari Wonosalam yang diperoleh dari Toko Premium Beans Indonesia, 

Yogyakarta, dan diukur dengan menggunakan metode RP-HPLC. Metode ini 

dipilih karena memiliki sensitivitas, selektivitas, dan akurasi yang tinggi yang 

baik, sehingga mampu memisahkan kafein dari senyawa lain dalam sampel dan 

memberikan data analisis kuantitatif yang andal. Pengujian dilakukan dengan 

metode HPLC  fase terbalik yang menggunakan  kolom oktadesil (C18), dengan 

fase gerak campuran aquabidest : metanol dalam rasio 30:70 (v/v), laju alir 1,2 

mL/menit, serta panjang gelombang deteksi 272 nm. Semua kondisi operasional 

ini mengikuti hasil optimasi dan validasi metode yang telah dilakukan oleh 

peneliti sebelumnya Wijaya (2026) dan Pakiding (2026), sehingga metode yang 

diterapkan sudah memenuhi kriteria validasi dan dapat digunakan untuk 

penetapan kadar.  

4.1.   Pembuatan Kurva Baku Kafein 

  Pembuatan kurva baku kafein dilakukan dengan menggunakan larutan 

baku yang memiliki variasi konsentrasi. Kurva kalibrasi dibuat dengan 

memplotkan hubungan antara konsentrasi larutan baku kafein sebagai sumbu x 

dan respons dari instrumen berupa luas area puncak (Area Under Curve) yang 

menjadi sumbu y. Hubungan tersebut kemudian dianalisis dengan regresi linier 

untuk mendapatkan persamaan garis yang selanjutnya digunakan untuk 

menentukan kadar kafein pada sampel kopi yang dianalisis. Persamaan regresi 

yang diperoleh memperlihatkan hubungan antara konsentrasi kafein dan respons 
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dari detektor, sehingga bisa digunakan untuk menentukan kadar konsentrasi kafein 

pada sampel berdasarkan nilai AUC yang didapat.  

  Kurva kalibrasi yang baik ditunjukkan oleh adanya hubungan yang linear 

antara konsentrasi larutan baku kafein dengan AUC. Semakin tinggi tingkat 

linieritas  yang diperoleh maka semakin baik kemampuan metode dalam 

memberikan respons yang sebanding dengan perubahan konsentrasi analit. 

Linieritas kurva kalibrasi dinilai berdasarkan nilai koefisien korelasi (R). Suatu 

metode analisis dinyatakan memiliki linearitas yang baik apabila nilai koefisien 

korelasinya (R) mencapai ≥ 0,99 (AOAC., 2023). Oleh karena itu, nilai R yang 

mendekati 1 menunjukkan bahwa respons instrumen berbanding lurus dengan 

peningkatan konsentrasi kafein, sehingga persamaan regresi yang diperoleh dapat 

digunakan untuk penetapan kadar kafein dalam sampel secara andal. 

  Kurva kalibrasi untuk kafein dibuat dengan menggunakan larutan seri 

baku yang dibuat dari pengenceran larutan baku induk melalui pembuatan larutan 

baku intermediet. Dari larutan baku intermediet ini, kemudian dibuat tujuh seri 

konsentrasi, yaitu 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 ppm, diinjeksikan ke dalam sistem HPLC 

dan dideteksi dengan detektor UV pada panjang gelombang 272 nm. Setiap 

konsentrasi dilakukan analisis sebanyak tiga kali untuk mendapatkan hasil 

pengukuran yang konsisten. Nilai luas area puncak (Area Under Curve) yang 

diperoleh kemudian diplotkan terhadap konsentrasi sehingga dihasilkan 

persamaan regresi linier yaitu y = bx + a yang selanjutnya dalam menentukan 

kadar kafein pada sampel. Hasil pengukuran kurva kalibrasi dari tiga replikasi 

disajikan pada Tabel  I. 
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Tabel I. Data Linieritas Seri Konsentrasi Baku Kafein 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3* 

Konsentrasi 

(μg/mL) 

Luas Area 

Puncak 

Konsentrasi 

(μg/mL) 

Luas Area 

Puncak 

Konsentrasi 

(μg/mL) 

Luas Area 

Puncak 

4 81049 4 67316 4 116287 

6 136358 6 115200 6 154050 

8 179948 8 162058 8 200715 

10 214028 10 204176 10 237721 

12 272256 12 251133 12 283406 

14 299448 14 292777 14 320372 

16 364681 16 354606 16 370545 

a     = 5566 a     = 26480 a    = 30066 

b    = 26668 b    = 23323 b    = 21038 

R²  = 0,9937 R²  = 0,9978 R²  = 0,9989 

r    = 0,9968 r    = 0,9989 r    = 0,9994 

Keterangan: *) = Replikasi terpilih 

  Berdasarkan hasil pengukuran tiga kali replikasi yang terdapat dalam 

Tabel 1, replikasi ketiga dipilih karena memiliki nilai koefisien korelasi (r) dan 

koefisien determinasi (R²) yang menunjukkan hubungan paling linier antara 

konsentrasi larutan baku seri baku dan respons instrumen.  

 

Gambar 2. Grafik Kurva Baku Kafein Replikasi 3 

Pada replikasi ketiga, didapatkan persamaan regresi linier y = 21038x + 

30066, dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,9994 dan koefisien determinasi (R²) 

sebesar 0,9989. Nilai tersebut telah memenuhi syarat linieritas yang telah 

ditentukan, yakni R² ≥ 0,997 (Chan dkk., 2004) dan r ≥ 0,99 (AOAC., 2013). 

y = 21038x + 30066
R² = 0,9989
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4.2.   Preparasi Sampel 

  Pada penelitian ini, sampel yang digunakan berupa seduhan kopi bubuk 

excelsa yang dibeli dari Toko Premium Beans Indonesia, Yogyakarta. Bubuk kopi 

ditimbang secara saksama kurang lebih sejumlah 2 gram. Bubuk kopi kemudian 

diseduh menggunakan 150 mL air panas dengan suhu 90-96°C, suhu ini dipilih 

karena peningkatan suhu air hingga di atas 90°C menyebabkan kandungan kafein 

yang terekstraksi ke dalam seduhan kopi menjadi lebih tinggi (Olechno., 2021). 

Setelah itu,  kopi disaring dengan kertas saring agar larutan kopi terpisah ampas 

kopi dengan bantuan corong kaca.  

Setelah dilakukan penyaringan, ampas kopi telah terpisah, namun filtrat 

yang diperoleh masih berwarna cokelat. Warna tersebut bukan disebabkan oleh 

kafein, melainkan terutama oleh melanoidin, yaitu polimer bermassa molekul 

tinggi yang terbentuk pada tahap akhir reaksi Maillard antara gula pereduksi dan 

asam amino selama proses penyangraian. Melanoidin merupakan pigmen utama 

yang memberikan warna cokelat khas pada seduhan kopi serta dapat berasosiasi 

dengan protein, polisakarida, dan senyawa fenolik sehingga membentuk sistem 

koloid yang tetap berada dalam filtrat (Hanares & Pastoriza., 2015). 

  Sebanyak 1 mL filtrat kopi kemudian dipindahkan ke dalam tabung 

sentrifugasi dan ditambahkan secara berturut-turut 500 μL larutan seng asetat 1,37 

M dan 500 μL larutan kalium ferosianida 0,35 M. Penambahan kedua reagen 

tersebut menghasilkan endapan seng ferosianida yang berfungsi sebagai clarifying 

agent. Endapan yang terbentuk mampu mengadsorpsi dan mengkoagulasi 

senyawa pengganggu bermassa molekul tinggi, seperti melanoidin, senyawa 

polifenol, serta polisakarida seperti galaktomanan dan arabinogalaktan, sehingga 
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senyawa-senyawa tersebut ikut terendapkan (Moreira dkknol., 2012; Nunes & 

Coimbra, 2007).Setelah itu, sampel dihomogenkan menggunakan vortex agar 

proses pencampuran berlangsung merata, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 

5000 rpm selama 5 menit untuk memisahkan partikel koloid yang mengendap dari 

supernatan 

Setelah proses sentrifugasi, endapan seng ferosianida bersama senyawa-

senyawa penyebab warna dan kekeruhan akan berada di dasar tabung, sedangkan 

supernatan menjadi lebih jernih. Dengan demikian, perubahan warna larutan dari 

coklat menjadi bening karena pigmen melanoidin dan komponen matriks lainnya 

telah terikat pada endapan seng ferosianida dan terpisah dari fase cair. Kafein 

tetap berada di dalam supernatan karena tidak berikatan dengan endapan tersebut, 

sehingga larutan yang diperoleh lebih sesuai untuk dianalisis menggunakan 

HPLC. Penghilangan komponen matriks ini penting untuk mengurangi gangguan 

pada kromatogram, meningkatkan selektivitas analisis, serta membantu menjaga 

performa kolom HPLC dari kontaminasi senyawa bermolekul besar (Nollet dan 

Toldrá, 2015). Reaksi pembentukan koloid yang terjadi saat seng asetat dicampur 

dengan kalium ferosianida dapat dilihat pada gambar ini: 

2 Zn2+ + [Fe(CN)6]
4- → Zn2[Fe(CN)6]↓ 

Gambar 3. Reaksi Pembentukan Koloid  

(Sutomo dkk., 2024) 
 

   Setelah diperoleh supernatan, selanjutnya ditambahkan larutan NaOH 10 

N. Penambahan NaOH bertujuan menciptakan suasana basa sehingga senyawa-

senyawa asam dalam ekstrak kopi, seperti asam klorogenat dan senyawa fenolik 

lainnya mengalami deprotonasi menjadi bentuk anion yang lebih polar sehingga 

tetap berada pada fase air dan tidak terekstraksi ke dalam pelarut organik 
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(Vandeponseele dkk., 2021). Kondisi basa juga mengurangi interaksi kafein 

dengan komponen matriks tersebut sehingga kafein berada dalam bentuk molekul 

netral (unionized). Dalam bentuk ini, kafein memiliki afinitas yang lebih besar 

terhadap pelarut organik, yaitu kloroform, sehingga proses ekstraksi cair-cair 

berlangsung lebih efektif dan menghasilkan pemisahan kafein yang lebih optimal 

(Chrismaaji, 2018). 

 

Gambar 4. Reaksi Pelepasan Kafein Ke Bentuk Basa 

(Rahmawati dkk., 2021) 

 

  Filtrat yang sudah dibasakan kemudian diekstraksi menggunakan pelarut 

kloroform, yang sebelumnya berupa garam larut air, telah diubah menjadi bentuk 

bebas melalui reaksi pembasaan sehingga lebih mudah larut dalam pelarut organik 

seperti kloroform. Kloroform memiliki titik didih rendah, yaitu sekitar 61–62°C, 

sehingga mudah menguap dengan cepat tanpa menyebabkan degradasi molekul 

kafein saat proses pemanasan (Sutomo dkk., 2024). Hal ini memastikan bahwa 

kafein hasil ekstraksi tetap stabil selama proses penguapan karena titik 

dekomposisi kafein, yaitu sekitar 178°C, jauh lebih tinggi dibandingkan titik didih 

kloroform (Sutomo dkk., 2024). Penggunaan kloroform dinilai tepat untuk 

ekstraksi kafein karena kafein terekstrak lebih optimal dalam pelarut ini 

dibandingkan pelarut lain seperti karbon tetraklorida, dietil eter, maupun n-

heksana. Pada saat proses ekstraksi, kloroform membentuk dua fase yang berbeda, 

yaitu fase kloroform berada pada bagian bawah yang melarutkan kafein, 
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sedangkan komponen lain  yang bersifat hidrofilik fase air berada pada bagian atas 

(Ramdan dkk., 2021).  

  Seluruh ekstrak kloroform dicampurkan bersama lalu diupakan pada suhu 

90°C untuk menghilangkan sisa pelarut yang masih ada. Suhu tersebut dipilih agar 

kloroform dapat menguap dengan sempurna tanpa merusak struktur kafein. 

Setelah proses penguapan selesai, dilakukan kristalisasi kafein, dimana kristal 

yang terbentuk dari kopi memiliki bentuk seperti jarum dengan warna kuning 

kecoklatan. Karakteristik ini menunjukkan bahwa kafein telah berhasil diisolasi. 

Sehingga, proses pembentukan kristal menghasilkan kafein yang memiliki 

kemurnian memadai untuk dianalisis secara kuantitatif (Sutomo dkk., 2024). 

4.3.   Identifikasi Kafein Berdasarkan Waktu Retensi 

  Waktu retensi adalah parameter dalam analisis HPLC yang menunjukkan 

seberapa lama suatu senyawa bergerak melalui kolom kromatografi mulai dari saat 

diinjeksikan hingga terdeteksi oleh detektor (Sanuddin dkk., 2021). Nilai waktu 

retensi dipengaruhi oleh interaksi antara analit, fase diam, dan fase gerak, 

sehingga setiap senyawa akan memiliki karakteristik waktu retensi yang berbeda 

dalam kondisi analisis yang sama. Oleh karena itu, waktu retensi dapat digunakan 

sebagai salah satu parameter untuk mengetahui keberadaan kafein dalam sampel 

kopi tersebut. Hasil perbandingan dapat dilihat pada Tabel II.  
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Tabel II. Identifikasi Waktu Retensi dan Tailing Factor 

Sampel Replikasi tR Baku 

(menit) 

tR Sampel 

(menit) 

Selisih tR 

(menit) 

Tailing 

Factor 

Sampel 

Tailing 

Factor 

Baku 

1 1  

 

 

 

 

 

2.843 

2.869 0.026 2.222  

 

 

 

 

 

1.555 

2 2.866 0.023 2.240 

2 1 2.872 0.029 2.361 

2 2.872 0.029 2.286 

3 1 2.865 0.022 2.216 

2 2.869 0.026 2.189 

4 1 2.871 0.028 2.303 

2 2.871 0.028 2.336 

5 1 2.869 0.026 2.265 

2 2.870 0.027 2.226 

6 1 2.869 0.026 2.332 

2 2.869 0.026 2.286 

  

              Berdasarkan hasil yang tertera waktu retensi larutan baku kafein adalah 

2,843 menit, sedangkan waktu retensi sampel berada pada rentang 2,865–2,872 

menit. Selisih waktu retensi antara larutan baku dan sampel berkisar 0,022–0,029 

menit. Perbedaan tersebut menunjukkan bahwa waktu retensi sampel sangat 

mendekati waktu retensi larutan baku, sehingga puncak yang muncul pada 

kromatogram sampel dapat diidentifikasi sebagai puncak kafein. Selain itu, selisih 

waktu retensi tersebut masih berada di bawah batas toleransi, yaitu tidak lebih dari 

±0,1 menit atau 2% dari waktu retensi analit (Boswell dkk., 2015). 

Nilai tailing factor pada sampel yang berkisar antara 2,189–2,361 

menunjukkan bahwa puncak kromatogram mengalami peak tailing, yaitu kondisi 

ketika puncak tidak lagi simetris dan cenderung memanjang ke arah belakang. 

Nilai tersebut lebih tinggi dibandingkan tailing factor larutan baku sebesar 1,555, 

yang mengindikasikan bahwa bentuk puncak pada sampel dipengaruhi oleh 

keberadaan komponen matriks kopi. Menurut Farmakope Indonesia Edisi VI 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



28 

 

 

 

(2020), nilai tailing factor yang memenuhi persyaratan HPLC adalah ≤ 2. Nilai 

tailing factor yang mendekati 1 menunjukkan bentuk puncak yang semakin 

simetris, sedangkan nilai yang melebihi 2 mengindikasikan terjadinya peak tailing 

sehingga kualitas pemisahan menjadi kurang optimal. 

Peak tailing pada kromatografi fase balik (RP-HPLC) dapat disebabkan 

oleh interaksi sekunder antara analit dengan gugus silanol residu (residual silanol) 

pada permukaan fase diam berbasis silika. Interaksi silanofilik tersebut 

menyebabkan sebagian molekul analit tertahan lebih lama dibandingkan molekul 

lainnya sehingga analit keluar dari kolom secara tidak bersamaan dan 

menghasilkan puncak kromatogram yang memanjang (tailing) (Zhou dkk., 2024). 

 Perbedaan nilai tersebut juga disebabkan oleh efek matriks (matrix 

effect), karena ekstrak kopi tidak hanya mengandung kafein, tetapi juga berbagai 

komponen lain seperti melanoidin, senyawa fenolik, protein, polisakarida, serta 

senyawa hasil penyangraian yang masih mungkin tersisa meskipun telah 

dilakukan proses klarifikasi menggunakan seng asetat dan kalium ferosianida. 

Keberadaan komponen-komponen tersebut dapat berinteraksi dengan fase diam 

kolom sehingga memengaruhi proses perpindahan massa analit dan menyebabkan 

bentuk puncak menjadi kurang simetris (peak tailing) (McCalley, 2023). 

Meskipun demikian, kedekatan waktu retensi antara larutan baku dan sampel 

menunjukkan bahwa identitas puncak kafein tidak terpengaruh, sehingga puncak 

tersebut tetap dapat digunakan sebagai dasar dalam penetapan kadar kafein. 

4.4. Penetapan Kadar 

 Penetapan kadar dilakukan secara kuantitatif dengan melihat luas puncak 

(Area Under Curve) yang muncul dari kromatogram sampel. Nilai luas area 
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sampel kemudian dimasukkan ke dalam persamaan regresi linear yang didapat 

dari kurva kalibrasi yaitu menggunakan persamaan y = 21038x +30066  untuk 

mengetahui konsentrasi kafein dalam larutan sampel. Konsentrasi yang sudah 

didapat kemudian digunakan untuk menentukan jumlah kafein dalam sampel kopi.  

Analisis kadar kafein dilakukan dengan enam kali replikasi sebagai bagian 

dari evaluasi presisi metode. Replikasi bertujuan untuk menilai konsistensi hasil 

pengukuran melalui variasi data yang diperoleh dari setiap pengulangan. Panduan 

validasi USP (2023), menetapkan bahwa pengujian presisi pada parameter 

repeatability memerlukan minimal enam kali replikasi. Kadar kafein dalam 

sampel kopi bubuk excelsa kemudian dihitung berdasarkan persamaan kurva 

kalibrasi yang telah diperoleh, dan hasilnya disajikan pada Tabel III. 

Tabel III. Hasil Perhitungan Kadar Kafein Dalam Sampel Kopi 

@2 gram kopi bubuk 

Replikasi 

Sampel 

Pengambilan Konsentrasi 

(µg/mL) 

Jumlah kafein 

dalam 1 kali 

penyajian 

(mg) 

Kadar %b/b 

I 1 13,396 5,022 0,502 

2 13,298 4,986 0,499 

II 1 13,601 4,915 0,491 

2 13,428 4,977 0,498 

III 1 13,268 4,974 0,497 

2 13,111 4,912 0,491 

IV 1 13,482 5,055 0,506 

2 13,378 5,099 0,510 

V 1 13,168 5,037 0,504 

2 13,103 5,021 0,502 

VI 1 13,387 5,018 0,502 

2 13,277 4,936 0,494 

x̄ 4,989 0,499 

SD 0,049 0,005 

CV (%) 0,990 0,991 

 

 Hasil penetapan kadar menunjukkan bahwa kadar kafein dalam kopi 

bubuk excelsa memiliki rata-rata sebesar 0,499% b/b, dengan rentang kadar 
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0,491–0,510% b/b. Nilai tersebut menunjukkan bahwa kadar kafein pada seluruh 

replikasi relatif seragam, yang juga didukung oleh nilai koefisien variasi (CV) 

sebesar 0,991%, sehingga menunjukkan bahwa metode analisis yang digunakan 

memiliki presisi yang baik. Nilai tersebut lebih rendah dibandingkan kisaran kadar 

kafein yang tercantum dalam SNI 8964:2021, yaitu 0,9–2,5%.  

Pada penelitian Salsabila dkk. (2024) menunjukkan bahwa kadar kafein 

pada kopi excelsa dipengaruhi oleh tingkat kematangan buah akibat perubahan 

fisiologis dan metabolisme selama proses pematangan. Perbedaan kadar kafein 

antara penelitian tersebut dan penelitian ini diduga juga dipengaruhi oleh faktor 

lain, seperti asal geografis, kondisi lingkungan, varietas, budidaya, metode 

pascapanen, serta preparasi dan metode analisis yang digunakan. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1   Kesimpulan 

  Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kadar kafein 

pada rentang 0,491–0,510% b/b dengan kadar rata-rata sebesar 0,499% b/b. Hasil 

pengujian menunjukkan nilai koefisien variasi (CV) sebesar 0,991%, yang 

mengindikasikan bahwa metode RP-HPLC memiliki presisi yang baik dalam 

penetapan kadar kafein pada sampel kopi bubuk excelsa. 

5.2   Saran 

   Penelitian selanjutnya disarankan melakukan analisis kadar kafein pada 

sampel kopi bubuk excelsa dari berbagai produsen atau daerah asal sehingga dapat 

memberikan gambaran variasi kadar kafein yang lebih luas. Penelitian selanjutnya 

disarankan melakukan analisis kadar kafein pada sampel kopi bubuk excelsa dari 

berbagai produsen atau daerah asal sehingga dapat memberikan gambaran variasi 

kadar kafein yang lebih representatif.
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Certificate of Analysis Baku Kafein   
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Lampiran 2. Certificate of Analysis Kolom 18 
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Lampiran 3. Perhitungan Larutan Induk dan Seri Kafein 

a. Perhitungan Larutan Induk Kafein 1000 μg/mL            

Konsentrasi larutan induk kafein = 
25 𝑚𝑔

1000 𝑚𝑔/𝐿
 = 0,025 L = 25 mL 

b. Perhitungan Larutan Intermediet 100 μg/mL        

Di pipet 1,0 mL larutan baku 1000 ppm ke dalam labu takar 10 mL, kemudian 

tambahkan metanol hingga tanda batas. 

Konsnetrasi larutan intermediet kafein = C1 x V1  =  C2 x V2 

      = 1000 x 1 = 100 x 10 

      = 100 μg/mL        

c. Perhitungan Larutan Seri Baku Kafein         

Jumlah Intermediet 

yang diambil (μL) 

Metanol ad Konentrasi yang 

didapat (μg/mL ) 

0,4 10 4 

0,6 10 6 

0,8 10 8 

1,0 10 10 

1,2 10 12 

1,4 10 14 

1,6 10 16 
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Lampiran 4. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 4 ppm 

 

Lampiran 5. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 6 ppm 
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Lampiran 3. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 8 ppm 

 

 

Lampiran 4. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 10 ppm 
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Lampiran 5. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 12 ppm 

 

 

Lampiran 6. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 14 ppm 
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Lampiran 7. Kromatogram Baku Kafein Replikasi III Konsentrasi 16 ppm 

        

 

Lampiran 8. Kromatogram Standar Kafein  
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Lampiran 12. Kromatogram Sampel Replikasi 1 Pengambilan 1 

 

 

Lampiran 13. Kromatogram Sampel Replikasi 1 Pengambilan 2 
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Lampiran 14. Kromatogram Sampel Replikasi 2 Pengambilan 1 

 

 

Lampiran 15. Kromatogram Sampel Replikasi 2 Pengambilan 2 
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Lampiran 16. Kromatogram Sampel Replikasi 3 Pengambilan 1 

 

 

Lampiran 17. Kromatogram Sampel Replikasi 3 Pengambilan 2 
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Lampiran 18. Kromatogram Sampel Replikasi 4 Pengambilan 1 

 

 

Lampiran 19. Kromatogram Sampel Replikasi 4 Pengambilan 2 
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Lampiran 20. Kromatogram Sampel Replikasi 5 Pengambilan 1 

 

 

Lampiran 21. Kromatogram Sampel Replikasi 5 Pengambilan 2 
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Lampiran 22. Kromatogram Sampel Replikasi 6 Pengambilan 1 

 

 

Lampiran 23. Kromatogram Sampel Replikasi 6 Pengambilan 2 
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Lampiran 24. Perhitungan Penetapan Kadar Kafein Pada Enam Sampel 

%Kadar = 
𝐾𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 (

μg

mL
)𝑥 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑚𝐿)𝑥 𝐹𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)
 

 

Persamaan regresi y = 21038x + 30066 

Replikasi 1 pengambilan1 

Maka x = 
311899−30066

21038
 = 13,396 µg/mL 

Kadar %b/b = 
13,396 µg/mL 𝑥 150 𝑚𝐿 𝑥 5 

2,0008 𝑔𝑟𝑎𝑚
  

         = 
10,047 

2,0008 𝑔𝑟𝑎𝑚
 

        = 5021,4914 µg/g = 5,022 mg/g 

% kafein = 
5,022 𝑚𝑔 

1000 𝑚𝑔
 x 100% = 0,502% 

Replikasi 

Sampel 

Pengambilan AUC (y) Konsentrasi 

(x) (µg/mL) 

Berat 

Sampel 

(g) 

Kadar kafein pada 

kopi bubuk dalam 2 

gram 

mg % b/b 

I 1 311899 13,396 2,0008 5,022 0,502 

2 309833 13,298 4,986 0,499 

II 1 316225 13,601 2,0007 4,915 0,491 

2 312582 13,428 4,977 0,498 

III 1 309209 13,268 2,0008 4,974 0,497 

2 305894 13,111 4,912 0,491 

IV 1 313719 13,482 2,0007 5,055 0,506 

2 311534 13,378 5,099 0,510 

V 1 307094 13,168 2,0008 5,037 0,504 

2 305718 13,103 5,021 0,502 

VI 1 311708 13,387 2,0008 5,018 0,502 

2 309396 13,277 4,936 0,494 
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