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ABSTRAK 

Oleh : 

Mira Eka Putri Rahmasari 

11161095  

Kromatografi cair kinerja tinggi adalah teknik yang banyak digunakan untuk pemisahan 

kafein dan epikatekin. Secara umum, waktu pemisahan relatif panjang yaitu 40−105 

menit sehingga memerlukan optimasi sistem KCKT agar mendapatkan waktu pemisahan 

yang cepat dan bentuk kromatogram yang baik. Review artikel ini bertujuan untuk 

mengetahui kondisi optimasi sistem KCKT untuk analisis kafein dan epikatekin. 

Penelusuran jurnal menggunakan kata kunci epikatekin, kafein, dan KCKT dengan 

menggunakan search engine berupa PubMed dan Google Scholar. Hasil review yaitu 

fase gerak yang digunakan untuk pemisahan kafein dan epikatekin bersifat polar yaitu 

campuran air, metanol dan asetonitril sedangkan fase diam bersifat nonpolar yaitu C18 

dengan laju alir yaitu 0.4-1.4 mL/menit dalam kondisi asam. Keberhasilan pemisahan 

kafein dan epikatekin dengan KCKT dipengaruhi oleh kondisi operasional alat, laju alir, 

komposisi fase gerak dan pH fase gerak.  

Kata kunci: Epikatekin, Kafein, KCKT 
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ABSTRACT 

By : 

Mira Eka Putri Rahmasari 

11161095 

 

High performance liquid chromatography is a widely used technique for the separation 

of caffeine and epicatechin. In general, the separation time is relatively long, namely 

40−105 minutes so that it requires optimization of the HPLC system in order to obtain a 

fast separation time and a good chromatogram shape. This review article aims to 

determine the optimization conditions of the HPLC system for caffeine and epicatechin 

analysis. Journal searches use the keywords epicatechin, caffeine, and HPLC using 

search engines such as PubMed and Google Scholar. The result of the review is that the 

mobile phase used for separating caffeine and epicatechin is polar, such as a mixture of 

water, methanol and acetonitrile, while the stationary phase is nonpolar namely C18 

with a flow rate of 0.4-1.4 mL/minute in acidic conditions. The success of separating 

caffeine and epicatechin with HPLC is influenced by the operational conditions of the 

equipment, flow rate, mobile phase composition and pH of the mobile phase. 

 

Keywords: Epicatechin, Caffeine, HPLC
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BAB I. PENDAHULUAN 

I.1 Latar belakang 

Sejak dulu kafein ini diperoleh dari ekstrak tumbuh-tumbuhan berupa teh, kopi, dan 

cokelat (kakao). Seringkali orang mengkonsumsi kafein karena efeknya sebagai stimulan  

terhadap daya pikir dan konsentrasi. Selain kafein, tanaman tersebut memiliki senyawa 

lain yaitu epikatekin. Epikatekin telah dilaporkan memiliki berbagai sifat biologis yang 

berdampak positif pada kesehatan, sebagai antihipertensi, antiobesitas dan antioksidan 

(Carrillo dkk., 2017). 

Kafein merupakan senyawa purin alkaloid yang terdiri dari cincin pirimidin dan cincin 

imidazol. Struktur kimia kafein adalah 1,3,7-trimetilxantin dan termasuk dalam molekul 

xantin. Gugus metilnya berikatan dengan ketiga hidrogen dan nitrogen pada cincin 

xanthin. Kafein larut dalam pelarut non polar namun dalam penelitian biasanya 

digunakan campuran pelarut polar seperti air dan etanol (Reddy dkk., 2019).       

Epikatekin diklasifikasikan sebagai monomer flavan-3-ol yang terdiri dari cincin 

aromatik A, cincin aromatik B dan cincin C (tengah) berupa heterosiklik yang 

mengandung oksigen. Epikatekin larut dalam pelarut polar seperti air dan metanol. 

Epikatekin dapat dengan mudah dikonversi menjadi bentuk non-epi setelah adanya 

perubahan pH  dan suhu. Epikatekin lebih stabil dalam suasana asam pH<4 dan tidak 

stabil pada suasana basa pH 4-8. Epikatekin memiliki ikatan rangkap terkonjugasi 

(kromofor) dan auksokrom sehingga dapat diidentifikasi pada panjang gelombang 210-

280 nm dengan spektroskopi UV (Agrawal dkk., 2020). 

Kromatografi cair kinerja tinggi adalah teknik yang banyak digunakan untuk analisis 

kafein dan epikatekin dalam berbagai macam sampel. Kromatografi memungkinkan 

pemisahan dan kuantifikasi secara simultan dengan akurasi dan sensitivitas yang tinggi. 

Namun, pemisahan senyawa dalam matrik kompleks seperti teh, kopi dan cokelat 

memerlukan optimasi sistem KCKT karena banyaknya senyawa yang akan dipisahkan. 

Parameter seperti komposisi fase gerak, laju alir, dan pH fase gerak dapat dioptimalkan 

untuk mendapatkan kondisi terbaik untuk analisis (Sabir dkk., 2016). 

Secara umum, waktu analisis kafein dan epikatekin relatif panjang yaitu 40−105 mnt, 

dan KCKT dapat digunakan untuk memisahkan 5 sampai 10 senyawa secara bersamaan. 

Dari sudut pandang kuantitatif, pemisahan KCKT dengan cepat belum diselidiki secara 

luas, dan hanya beberapa jurnal yang melaporkan pemisahan secara simultan dari kafein 
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dan epikatekin diwaktu yang relatif singkat sekitar 25 menit (Araya dkk., 2014). 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka tulisan ini bertujuan untuk mengetahui 

optimasi sistem KCKT untuk analisis kafein dan epikatekin sehingga diperoleh bentuk 

kromatogram yang baik dan pemisahan dengan waktu yang singkat berdasarkan jurnal 

publikasi nasional maupun internasional. 

1.2. Rumusan masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka rumusan masalah yaitu apakah kondisi 

optimasi sistem KCKT untuk analisis kafein dan epikatekin dapat memperoleh bentuk 

kromatogram yang baik dan pemisahan dengan waktu yang singkat? 

1.3. Tujuan dan manfaat penelitian 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka tulisan ini bertujuan untuk mengetahui 

optimasi sistem KCKT untuk analisis kafein dan epikatekin sehingga diperoleh bentuk 

kromatogram yang baik dan pemisahan dengan waktu yang singkat.  

1.4. Hipotesis penelitian 

Diduga kondisi optimasi sistem KCKT dapat memberikan bentuk kromatogram yang 

baik dan pemisahan dengan waktu yang singkat untuk analisis kafein dan epikatekin. 

1.5. Tempat dan waktu Penelitian 

Tempat penyusunan laporan tugas akhir dilaksanakan di Universitas Bhakti Kencana 

Bandung, yang dimulai pada bulan Mei sampai Agustus 2020.  
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

II.1 Kafein 

Kafein adalah salah satu jenis alkaloid dalam 60 spesies tanaman, yang banyak terdapat 

dalam biji kopi, daun teh, dan biji coklat. Kafein merupakan senyawa purin alkaloid. 

Struktur kimia kafein adalah 1,3,7-trimetilxantin dan termasuk dalam molekul xantin. 

Gugus metilnya berikatan dengan ketiga hidrogen dan nitrogen pada cincin xanthin. 

Struktur kimia dari kafein mempunyai kemiripan 3 senyawa alkaloid lainnya yaitu 

xantin, teofillin, dan teobromin (Reddy dkk., 2019). 

 

Gambar II.1 Struktur Kafein 

Kafein atau 1,3,7-trimethylxanthine, memiliki rumus molekul C8H10N4O2 dengan berat 

molekul 149,19 g/mol. Pemerian serbuk atau hablur berbentuk jarum mengkilat biasanya 

menggumpal, putih, tidak berbau, rasa pahit. Agak sukar larut dalam air dalam etanol 

(95%) P, mudah larut dalam kloroform P, dan sukar larut dalam eter.   

Kafein memiliki efek farmakologis yang bermanfaat secara klinis, seperti menstimulasi 

susunan syaraf pusat, relaksasi otot polos terutama otot polos bronkus dan stimulasi otot 

jantung. Efek berlebihan (over dosis) mengkonsumsi kafein dapat menyebabkan gugup, 

gelisah, tremor, insomnia, hipertensi, mual dan kejang (Maramis dkk., 2013). 

Berdasarkan FDA (Food Drug Administration) yang diacu dalam Maramis dkk (2013), 

dosis kafein yang diizinkan 100-200 mg/hari, sedangkan menurut SNI 01-7152-2006 

batas maksimum kafein dalam makanan dan minuman adalah 150 mg/hari dan 50 

mg/sajian.  

II.2 Epikatekin 

Epikatekin banyak ditemukan dalam berbagai jenis sayuran, buah-buahan dan bahan 

nabati lainnya. Epikatekin adalah senyawa polifenol yang termasuk dalam kelompok 

flavonoid. Epikatekin diklasifikasikan sebagai monomer flavan-3-ol yang terdiri dari 

cincin aromatik A, cincin aromatik B dan cincin C (tengah) berupa heterosiklik yang 
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mengandung oksigen dan banyak gugus hidroksil. Stabilitas epikatekin dipengaruhi oleh 

pH dan suhu. Epikatekin lebih stabil dalam suasana asam pH<4 dan tidak stabil pada 

suasana basa pH 4-8. Epikatekin tidak stabil dalam suhu tinggi, sehingga dalam 

pengolahannya epikatekin akan mengalami proses epimerisasi maka kadar epikatekin 

akan berkurang. Untuk mempertahankan kandungan polifenol (epikatekin) pada proses 

pengolahan maka dapat dilakukan penyesuaian suhu (Agrawal dkk., 2020). 

 

Gambar II.2 Struktur Epikatekin  

Katekin dengan rumus C15H14O6, tidak berwarna, memiliki berat molekul 290 g/mol 

dengan titik leleh 242oC dan dalam keadaan murni sedikit tidak larut dalam air dingin 

tetapi sangat mudah larut dalam air panas, larut dalam metanol dan etanol, hampir tidak 

larut dalam kloroform, selain itu katekin berbentuk kristal halus menyerupai jarum. 

Epikatekin lebih stabil dalam suasana asam pH<4 dan tidak stabil pada suasana basa pH 

4-8 (Agrawal dkk., 2020).   

II.3 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi 

Kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) adalah kromatografi yang dapat digunakan 

untuk memisahkan senyawa campuran dan dapat digunakan pada senyawa biokimia 

maupun menganalisis senyawa kimia untuk identifikasi, kuantifikasi, dan purifikasi 

senyawa individu yang didapat dari senyawa campuran yang dianalisis tersebut (Sabir 

dkk., 2016). KCKT memiliki keuntungan dibandingkan Gas Chromatography (GC) 

adalah dimana penggunaan KCKT tidak harus untuk analit yang bersifat mudah 

menguap, sehingga makromolekul juga dapat dianalisis oleh KCKT (Yadav dkk., 2016).  

KCKT digunakan untuk pemisahan komponen-komponen dari senyawa campuran 

tergantung dari retensi masing-masing komponen pada kolom. Sedikit banyaknya 

komponen yang tertahan pada kolom tergantung pada partisi senyawa tersebut terhadap 

fase diam dan fase geraknya. Selama senyawa memiliki perbedaan mobilitas, maka 

senyawa akan keluar dari kolom dengan waktu yang berbeda, sehingga memiliki waktu 

retensi yang berbeda. Waktu retensi adalah waktu antara penyuntikkan dan deteksi. 
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Waktu retensi dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti, interaksi senyawa dengan fase 

diam, molekul yang dianalisis, dan juga solven yang digunakan (Gupta, Jain, Gill, & 

Gupta, 2012). 

II.4 Instrumen KCKT 

Menurut Gandjar dan Rohman (2007), instrumen KCKT pada dasarnya terdiri atas 

delapan komponen pokok yaitu wadah fase gerak, sistem penghantaran fase gerak atau 

pompa, alat untuk memasukkan samapel, kolom, detektor, wadah penampung buangan 

fase gerak, tabung penghubung dan suatu komputer atau integritor atau perekam.  

 

Gambar II.3 Diagram Alir KCKT  

Wadah fase gerak harus bersih  inert. Wadah pelarut kosong atau labu laboratorium dapat 

digunakan sebagai wadah fase gerak. Wadah ini dapat menampung satu sampai dua liter 

pelarut. Fase gerak sebelum digunakanharus dilakukan penghilangan gas yang ada dalam 

fase gerak, sebab dengan adanya gas akan berkumpul dengan komponen lain terutama di 

pompa dan detektor sehingga dapat mengacaukan analisis.  

Pompa merupakan alat yang digunakan untuk menggerakkan fase gerak dan sampel yang 

diinjeksikan menuju kolom. Pompa biasanya terbuat dari bahan yang inert seperti gelas, 

baja tahan karat, dan teflon. Pompa yang digunakan sebaiknya mampu memberikan 

tekanan sampai 5000 psi dan mampu mengalirkan fase gerak dengan kecepatan alir 20 

mL/menit.    

Sampel-sampel cair dari larutan disuntikan secara langsung ke dalam fase gerak yang 

mengalir dibawah tekanan menuju kolom menggunakan alat penyuntik yang terbuat dari 

tembaga tahan karat dan katup teflon yang dilengkapi dengan keluk sampel internal atau 

eksternal. Pada saat pengisian sampel, sampel digelontorkan melewati keluk sampel dan 

kelebihannya akan dikeluarkan ke pembuangan. Pada saat penyuntikan, katup diputar 

sehingga fase gerak melewati keluk sampel dan menggelontor sampel ke dalam kolom. 
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Presisi penyuntikan ini mudah digunakan untuk otomisasi dan sering digunakan untuk 

autosampler pada KCKT.  

Kolom merupakan tempat terjadinya proses pemisahan karena didalamnya terdapat fase 

diam. Pada kolom KCKT terdapat kolom pelindung yang berfungsi untuk meningkatkan 

masa penggunaan kolom dengan mencegah ikatan kuat secara irreversibel antara partikel, 

kontaminan dari pelarut, dan komponen pada sampel dengan fase diam. Kolom 

pelindung secara umum mempunyai kemasan yang sama dengan kolom utama, namun 

terdiri dari partikel yang lebih keras, lebih besar (20-40 μm), dan bukan bahan berpori. 

Kolom pelindung dapat menahan zat terlarut yang dapat menyumbat kolom utama.   

Banyak detektor yang digunakan dan diterapkan untuk metode KCKT. Masing masing 

detektor memiliki kelebihan dan kekurangan. Idealnya detektor harus mempunyai 

sensitivitas dan selektivitas yang tinggi. Detektor pada KCKT dikelompokan menjadi 2 

golongan: yaitu detektor universal mendeteksi zat secara umum baik tidak bersifat 

spesifik, dan tidak bersifat selektif seperti detektor indeks bias dan detektor 

spektrofotometri massa: dan golongan detektor yang spesifik yang hanya akan 

mendeteksi analit spesifik dan selektif, seperti detektor UV Vis, detektor fluorosensi, dan 

elektrokimia.   

II.5 Validasi Metode Analisis   

Validasi metode merupakan proses untuk memastikan bahwa prosedur yang ada 

memenuhi standar reliabilitas, akurasi, dan presisi sesuai tujuan yang diharapkan. 

Validasi metode bertujuan untuk memastikan dan mengkonfirmasi bahwa metode 

analisis yang akan digunakan valid dan terpercaya (Harmita, 2004) . Parameter validasi 

metode analisis yaitu: 

1. Linearitas 

Linearitas adalah kemampuan metode analisis yang akan memberikan respon yang 

secara langsung atau dengan bantuan transformasi matematika yang baik, proporsional 

terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Secara sistematis linearitas ditunjukan dengan 

persamaan garis sebagai berikut: 

𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑎 
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Keterangan:  

b = slope 

a = intersep atau perpotongan sumbu y 

Dari data yang diperoleh, nilai koefisien korelasi (r) yang baik atau yang memenuhi 

persyaratan yaitu yang mendekati 1 atau r = 1   

2. Presisi 

Presisi atau ketelitian adalah tingkat kesesuaian antara hasil analisis individual jika 

prosedur dilakuakan berulang kali terhadap sampel ganda atau beberapa sampel yang 

homogen. Presisi diukur sebagai simpangan baku atau simpangan baku relatif (RSD) atau 

koevisien variasi (KV). 

𝑆𝐷 = √
∑(𝑋−�̅�)2

𝑛−1
    %𝑅𝑆𝐷 =  

𝑆𝐷

�̅�
 𝑥 100% 

Keterangan: 

RSD = Standar Deviasi Relatif/ simpangan baku relatif  

SD = Standar Deviasi/ simpangan baku   

X = Kadar hasil pengukuran 

x = Rata-rata kadar hasil pengukuran 

n = Jumlah pengujian 

3. Akurasi  

Akurasi atau ketepatan menunjukan derajat kedekatan hasil dari analisis dengan analit 

yang sebenarnya. Akurasi dinyatakan sebagai persen perolehan kembali (recovery). 

Akurasi dapat ditentukan dengan dua cara yaitu metode simulasi dan metode adisi . 

%𝑅𝑒𝑐 =
𝐶ℎ

𝐶𝑠
 𝑥 100% 

Keterangan: 

% Rec = % perolehan kembali  

Ch = Kadar analit yang diperoleh 
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Cs = Kadar analit teoritis 

4. Batas Deteksi (Limit of Detection atau LOD) 

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat dideteksi yang masih 

memberikan respon signifikan dibandingkan dengan blanko. LOD dapat dipengaruhi 

oleh perubahan kecil dalam sistem analisis (misalnya, suhu, kemurnian reagen, efek 

matriks). LOD dapat dihitung dari garis dan standar deviasi kurva standar yang diperoleh 

yaitu dengan menggunakan rumus: 

𝐵𝐷 =  
3 𝑥 𝑆𝐷

𝑏
 

Keterangan:  

SD = Standar deviasi kurva standar (Sy/x) 

b = Slope       

5. Batas Kuantitasi (Limit of Quantfication atau LOQ) 

Batas kuantitasi adalah konsentrasi terendah analit yang dapat ditentukan dengan akurasi 

yang bisa diterima. Batas kuantitasi dapat dihitung secara statistik melalui garis regresi 

linear dari kurva kalibrasi dengan rumus: 

𝐵𝐷 =  
10 𝑥 𝑆𝐷

𝑏
 

Keterangan: 

SD = Standar deviasi kurva standar (Sy/x) 

b = Slope    

6. Uji kesesuaian sistem 

Uji kesesuaian sistem dalam KCKT bertujuan untuk memverifikasi resolusi dan presisi 

(memastikan bahwa metode dapat memberikan hasil dengan akurasi dan presisi yang 

dapat di terima. Persyaratan uji kesesuaian sistem menurut United States Pharmacopeia 

untuk kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dikatakan sesuai jika : 
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Tabel II.1 Uji Kesesuaian Sistem KCKT 

PARAMETER BATAS 

Kapasitas kolom (k’) 

Waktu Retensi (RT) 

Resolusi (Rs) 

Faktor Pengekoran (Tf) 

Angka Lempeng Teoritis (N) 

1≤ k’≤ 10  

≥ 1 

≥ 2 

≤ 1,5 

> 2000 
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BAB III. METODOLOGI PENELITIAN 

 

Pada review artikel ini sebagian besar menggunakan jurnal-jurnal penelitian mengenai 

optimasi sistem KCKT untuk analisis kafein dan epikatekin dari berbagai sumber 

nasional maupun internasional. Pencarian data jurnal melalui search engine berupa 

PubMed dan Google Scholar dengan kata kunci epikatekin, kafein, dan KCKT. Jurnal 

utama yang dipakai dalam penulisan review ini sebanyak 14 jurnal internasional. Kriteria 

dalam pencarian jurnal yaitu dari jurnal terbitan 6 (enam) tahun terakhir mengenai 

optimasi sistem KCKT untuk analisis kafein dan epikatekin. 
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BAB IV. PROSEDUR  PENELITIAN 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.1 Bagan Alir Metode Penelitian 

 

Penelusuran pustaka melalui 

search engine seperti PubMed 

dan  Google Scholar 

 

Penelusuran pustaka secara 

manual melalui buku ajar 

 

Penelusuran informasi 

berdasarkan judul  

 

Penelusuran informasi 

berdasarkan abstrak  

 

Penelusuran informasi 

berdasarkan kriteria inklusi   
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BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN  

V.1 Hasil  

 Gambar Kromatogram   

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar V.1 Kromatogram standar kafein (merah) dan epikatekin (biru) (Araya dkk., 

2014) 

 

Gambar V.2 Kromatogram standar kafein (merah) dan epikatekin (biru) (Bae dkk., 

2015) 
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Gambar V.3 Kromatogram standar kafein (merah) dan epikatekin (biru) (He dkk., 

2015) 

 

Gambar V.4 Kromatogram (a) standar (b) ekstrak sampel dari kafein (merah) dan 

epikatekin (biru) (Fernando dkk., 2016) 

 Sistem Kromatografi Pemisahan Kafein dan Epikatekin 

Tabel V.1 Sistem Kromatografi Pemisahan Kafein dan Epikatekin 

Sampel Kolom Fase gerak Detektor  
Laju 

alir  

Waktu Retensi 

Pustaka 
Kafein 

Epi 

katekin 

Teh C18 (4.6 

×50 mm, 

1.8 µm) 

A: asam 

format : air 

0.2%  dan  B: 

asam format : 

230 nm 

UV  

 

1 6.534 

 

7.353 Araya 

dkk., 2014 
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asetonitril 

0.1% 

(Gradien) 

Cokelat C18 (25 

cm × 4.6 

mm, 5 

µm) 

A: air: asam 

asetat 0.1% 

dan B: metanol 

(Gradien) 

280 nm 

DAD 

1 4.30 4.45 Carrillo 

dkk., 2014 

Teh RP18 

(100 x 

4.6 mm) 

Air:asetonitril: 

metanol 

(83:6:11) 

(Isokratik) 

 280 nm   

UV  

 

1.4 8 

 

11 Rahim 

dkk., 2014  

Teh C18 (150 

x4.6 mm, 

3 µm) 

A: asam asetat 

: asetonitril 1% 

B: asam asetat 

:air 1%  

(Gradien) 

270 nm   

PDA  

0.4 13 17 Bae dkk., 

2015 

Teh C18  (4.6 

x 50 mm, 

5 µm) 

A: metanol : 

TFA 0.1% 

(5:95; pH 

2.28) dan B: 

metanol 

(Gradien) 

278 nm 

UV  

 

1 21.056 

 

23.148 He dkk., 

2015 

Teh Poly 

amide 

Aquabides: 

asetonitril: 

metanol: asam 

asetat glasial 

(79.5:18:2:0.5) 

(Isokratik) 

280 nm 

UV Vis  

1 7.160 8.500 Susanti 

dkk., 2015 

Teh C18 (250 

x4.6 mm, 

5 µm,) 

A: asam 

format :  air 

0.1%  dan B: 

asam format: 

asetonitril 

0.1% Gradien) 

210 nm 

DAD  

1 20 22 Yi dkk., 

2015 

 

Teh Betasil 

phenyl 

(150 x 

2.1 mm) 

Asetonitril 8%, 

asam asetat 

glasial 1%  dan 

air suling 91 % 

(Isokratik) 

280 nm 

UV  

0.5 5.905 12.225 Fernando 

dkk., 2016 
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Teh C18 (250 

x 4 mm, 

5 µm) 

A: 0.2% asam 

pospat:tetrahid

rofuran (9:1) 

dan B: 

asetonitril 

:tetrahidrofura

n (99:1) 

(Gradien) 

280 nm 

PDA  

 

1 10 36 Jeon dkk., 

2017 

Biji 

kola 

C18 (250 

x4.6 mm, 

5 µm) 

A: air: metanol 

(95:5) + Buffer 

TFA 0.1%  dan 

B: asetonitril 

100% + buffer 

TFA 0.1% 

(Gradien) 

274 nm 

PDA  

 

0.8 47.592 

 

53.837 Nyamien 

dkk., 2017 

Teh C6 (250 

x4.6 mm, 

5 µm) 

Air: asetonitril: 

asam pospat: 

metanol: etil 

aseat (77.5:18: 

2.0:0.5:2.0) 

(Isokratik) 

278 nm 

PDA  

1.0 4.516 5.192 Kingori 

dkk., 2018 

Cokelat RP (250 

x4.6 mm, 

4.6 µm) 

Asam asetat 

0.1% dan 

metanol 100%  

(pH: 3.22) 

(Gradien) 

274 nm 

UV Vis  

0.74 14 

 

13 Nascimen 

to dkk., 

2020 

Guaran C18 (250 

x4.6 mm, 

5 µm) 

Asetonitril : air 

(12:88) + asam 

format 0.1% 

(Isokratik)  

210 nm 

UV  

1 9.16 

 

13.45 Yonekura 

dkk., 2019 

Cokelat C18 (250 

×4.6mm) 

A: asam asetat 

2%  dan B: 

asetonitril: air: 

asam asetat 

(40:9:1) 

(Gradien) 

280 nm 

UV  

1.2 12.0 

 

15.8 Quelal 

dkk., 2020 
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V.2 Pembahasan 

Penelitian tentang optimasi pemisahan kafein dan epikatekin menggunakan instrumen 

KCKT telah banyak dilakukan. Optimasi dalam sistem KCKT disyaratkan untuk 

menemukan kondisi optimal guna menghasilkan pemisahan yang baik pada percobaan 

yang dilakukan. Adapun tujuan optimasi sistem antara lain untuk menghemat biaya 

penelitian dan mendapatkan hasil pemisahan yang baik dengan waktu yang singkat, 

dengan cara melakukan variasi pada komposisi fase gerak, kecepaan elusi/laju alir, dan 

fase diam. Hasil dan kondisi pemisahan dari penelitian mengenai pemisahan kafein dan 

epiatekin menggunakan KCKT yang diambil dari beberapa jurnal penelitian terdapat 

pada tabel V.1. 

Penelitian yang dilakukan oleh Araya dkk., pada tahun 2014 tentang pemisahan kafein 

dan epikatekin dengan laju alir 1.0 mL/min dengan fase gerak asam format:air 0.2% dan 

asam format:asetonitril 0.1% menunjukkan waktu retensi kafein dan epikatekin yaitu 

6.534 dan 7.353 menit. Bentuk puncak kromatogram dalam kondisi tersebut optimum 

untuk memisahkan kafein dan epikatekin dengan puncak yang lancip dan simetris. 

Bentuk kromatogram standar dan ekstrak sampel dari kafein dan epikatekin ditunjukan 

pada gambar V.1. 

Selanjutnya penelitian yang dilakukan oleh Bae dkk., pada tahun 2015 tentang pemisahan 

kafein dan epikatekin menggunakan KCKT dengan laju alir 0.4 mL/menit dengan fase 

gerak asam asetat:asetonitril 1% dan asam asetat:air 1%, menunjukkan waktu retensi 

kafein dan epikatekin yaitu 13 dan 17 menit. Kondisi tersebut menghasilkan bentuk 

puncak yang simetris untuk kedua senyawa. Bentuk kromatogram standar dari kafein dan 

epikatekin ditunjukan pada gambar V.2.      

Selanjutnya penelitian yang dilakukan oleh He dkk., tahun 2015 melakukan pemisahan 

kafein dan epikatekin menggunakan KCKT dengan laju alir 1.0 mL/menit dengan fase 

gerak metanol:TFA 0.1% 5:95 dengan pH 2.28 dan metanol, menunjukkan waktu retensi 

kafein dan epikatekin yaitu 21.056 dan 23.148 menit. Kondisi tersebut menghasilkan 

bentuk puncak yang lancip dan simetris untuk kedua senyawa. Bentuk kromatogram 

standar dari kafein dan epikatekin ditunjukan pada gambar V.3.      

Selanjutnya penelitian yang dilakukan oleh  Fernando dkk., pada tahun 2015 melakukan 

pemisahan kafein dan epikatekin menggunakan KCKT dengan laju alir 1.0 mL/menit 

dengan fase gerak asetonitril 8%, asam asetat glasial 1%, dan air suling 91% 
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menunjukkan waktu retensi kafein dan epikatekin yaitu 5.905 dan 12.225 menit. Kondisi 

tersebut menghasilkan bentuk puncak kafein dan epikatekin dari ekstrak sampel kurang 

simetris. Bentuk kromatogram standar dan ekstrak sampel dari kafein dan epikatekin 

ditunjukan pada gambar V.4.      

Teknik kromatografi yang digunakan dalam pemisahan kafein dan epikatekin pada tabel 

V.1 yaitu kromatografi partisi. Prinsip kromatografi partisi didasarkan pada partisi linarut 

antara dua pelarut yang tidak bercampur yang ada pada fase diam dan fase gerak. Fase 

diam (polar atau nonpolar) disalutkan pada penyangga dan dikemas kedalam kolom. Jika 

linarut ditambahkan kedalam sistem yang terdiri atas dua pelarut yang tidak bercampur 

dan keseluruhan sistem dibiarkan setimbang. 

Beberapa kondisi pemisahan kafein dan epikatekin menunjukkan bahwa faktor 

penggunaan laju alir, fase gerak dan fase diam akan mempengaruhi bentuk kromatogram 

dan waktu retensi dari kafein dan epikatekin. Laju alir merupakan faktor yang dapat 

menentukan keberhasilan pemisahan menggunakan KCKT. Laju alir yang baik yakni 

apabila dapat memisahkan suatu senyawa dengan waktu yang cepat tanpa adanya 

pemanjangan puncak. Laju alir menjadi faktor yang penting karena akan mempengaruhi 

pemisahan dari kedua senyawa. 

Sistem elusi yang dipakai adalah isokratik dan gradien. Sistem isokratik adalah sistem 

elusi yang dilakukan dengan satu macam atau lebih fase gerak dengan perbandingan tetap 

(komposisi fase gerak tetap selama elusi. Sedangkan sistem sistem gradien dilakukan 

dengan campuran fase gerak yang perbandingannya berubah-ubah dalam waktu tertentu 

(komposisi fase gerak berubah-ubah selama elusi). Elusi gradien seringkali digunakan 

untuk meningkatkan resolusi campuran yang kompleks (Kaushal dkk., 2010). Resolusi 

merupakan parameter yang menggambarkan rentang pemisahan dua puncak yang saling 

berdekatan. Nilai resolusi harus mendekati atau lebih 1.5 karena akan memberikan 

pemisahan puncak yang baik.  

Tipe kromatografi yang digunakan untuk pemisahan kafein dan epikatekin adalah fase 

terbalik. Fase terbalik memiliki kolom yang sama dengan metode lainnya, tetapi silika 

dalam kolom dimodifikasi untuk membuatnya lebih nonpolar daripada fase gerak dengan 

cara menambahkan rantai hidrokarbon panjang ke permukaan silika biasanya dengan 8 

atau 18 atom karbon (Susanti dkk., 2015). Fase terbalik digunakan karena kafein dan 
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epikatekin larut dalam pelarut polar sehingga akan mudah proses pengelusian kedua 

senyawa tersebut melewati kolom.    

Fase gerak yang banyak digunakan dalam pemisahan kafein dan epikatekin yaitu 

campuran air, metanol dan asetonitril. Penggunaan campuran tersebut dapat 

memudahkan kafein dan epikatekin terpisah selama melewati kolom, karena daya tarik 

antara rantai hidrokarbon pada kolom dengan kedua senyawa akan rendah sehingga 

molekul yang lebih polar akan terelusi lebih dahulu terbawa oleh fase gerak. Sebaliknya 

senyawa non polar akan cenderung terikat dengan kolom sehingga membutuhkan waktu 

pemisahan yang lebih lama. Selain fase gerak yang bersifat polar, biasanya ditambahkan 

dengan larutan buffer (asam). Penambahan buffer dalam fase gerak bertujuan untuk 

penyangga pH eluen dan dapat mencegah proses ionisasi epikatekin karena epikatekin 

stabil dalam kondisi asam, apabila epikatekin mengalami ionisasi maka ikatan dengan 

fase diam menjadi lemah dibadingkan jika dalam bentuk tak terionisasi (Agrawal dkk., 

2020). Buffer yang biasa digunakan dalam pemisahan kafein dan epikatekin adalah asam 

format, asam asetat glasial, asam fosfat dan asam trifluoroasetat. Penggunaan buffer asam 

dapat mencegah terjadinya pelepasan gugus hidroksi dari kolom silika C18 yang terjadi 

pada suasana basa (pH>7) sehingga kolom dapat digunakan dalam jangka waktu yang 

panjang (Sabir dkk., 2016). 

Detektor yang banyak digunakan untuk analisis kafein dan epikatekin yaitu ultraviolet 

(UV) dan photodiode-array (PDA). Detektor ultraviolet merupakan salah satu jenis 

detektor yang mendeteksi analit secara spesifik sesuai panjang gelombang yang 

digunakan. Detektor ultaviolet dapat digunakan dalam sistem KCKT untuk senyawa 

yang memiliki panjang gelombang 200-400 nm. Dilihat dari struktur kafein dan 

epikatekin mempunyai gugus kromofor dan auksokrom, maka senyawa ini dapat 

menyerap radiasi pada panjang gelombang daerah ultaviolet. Sedangkan detektor 

photodiode-array (PDA) bekerja pada panjang gelombang yang sangat lebar pada daerah  

UV-Vis sehingga dapat memberikan kumpulan kromatogram secara simultan pada 

panjang gelombang yang berbeda dalam sekali proses dan diperoleh spektrum UV tiap 

puncak yang terpisah. 
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BAB VI. SIMPULAN DAN SARAN  

V.1 Simpulan 

Berdasarkan review artikel yang dilakukan, dapat disimpulkan bahwa keberhasilan 

terhadap pemisahan kafein dan epikatekin dipengaruhi oleh kondisi optimum sistem 

KCKT. Salah satu variabel yang mempengaruhi kondisi tersebut yaitu fase gerak karena 

komposisi fase gerak berpengaruh terhadap kinerja kromatografi. Fase gerak yang 

digunakan untuk pemisahan kafein dan epikatekin bersifat polar seperti campuran air, 

metanol dan asetonitril. Selain fase gerak, beberapa variabel penting lainnya, yaitu kolom 

(fase diam), laju alir dan pH fase gerak. Kolom yang digunakan untuk pemisahan kedua 

senyawa tersebut yaitu lebih bersifat nonpolar dibanding fase gerak (fase terbalik) yaitu 

C18, dengan kecepatan elusi/laju alir yaitu 0.4-1.4 mL/menit dalam kondisi asam.  

V.2 Saran 

Berdasarkan review artikel yang dilakukan, beberapa jurnal ilmiah menggunakan larutan 

asam maupun buffer untuk pemisahan kafein dan epikatekin. Penggunaan larutan ini 

dapat merusak kolom sehingga akan memperpendek masa penggunaan kolom sehingga 

perlu dilakukan optimasi kembali untuk pemisahan kafein dan epikatekin tanpa 

menggunakan larutan asam maupun buffer.   
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