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Article Info Abstract: Caffeine is a central nervous system stimulant that is commonly found in packaged 
beverages. While moderate consumption provides cognitive and physical benefits, excessive 
intake may cause adverse health effects, including anxiety disorders, insomnia, 
cardiovascular diseases, and renal dysfunction. Consequently, accurate and validated 
analytical methods are essential for determining caffeine levels in commercial beverages. 
This review evaluates analytical instruments and techniques for caffeine quantification, 
drawing on national and international studies published between 2015 and 2025. The 
methods examined include UV-Visible Spectrophotometry, High-Performance Liquid 
Chromatography (HPLC), Gas Chromatography–Mass Spectrometry (GC–MS), Ultra-
Performance Liquid Chromatography (UPLC), and High-Performance Thin-Layer 
Chromatography (HPTLC). Validation was assessed using parameters such as limit of 
detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision, accuracy, and linearity. The 
findings indicate that all methods meet acceptable validation criteria. Among them, UPLC 
demonstrated the highest sensitivity, while HPTLC provided advantages in speed and 
operational efficiency. Therefore, the choice of method for caffeine determination should be 
guided by analytical objectives, laboratory resources, and required sensitivity. 
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Pendahuluan 
 

Kafein (1,3,7 trimetilxantin) adalah salah satu 
agen stimulant ringan system saraf pusat (SSP) yang 
paling banyak digunakan di seluruh dunia karena cepat 
diserap ke dalam sirkulasi sistemik. Kafein telah 
digunakan secara luas dalam produk minuman 
kemasan yang beredar di pasaran. Minuman kemasan 
yang mengandung kafein seringkali dipromosikan 
sebagai minuman yang kaya manfaat bagi kesehatan 
diantaranya untuk meningkatkan performa dan 
meningkatkan kewaspadaan mental. Namun, konsumsi 

kafein yang tinggi juga dapat menyebabkan gangguan 
kecemasan, penyakit jantung, karsinogenesis, gangguan 
ginjal, serta insomnia (Ahmad et al., 2022). 

Pemerintah Indonesia dalam regulasinya 
menyatakan bahwa kadar kafein yang terkandung 
dalam minuman tidak boleh lebih dari 150 mg/hari 
(BPOM R1, 2020). Hal ini perlu menjadi perhatian 
khusus sehingga perlu dilakukan penetapan kadar 
kafein yang terkandung dalam minuman kemasan yang 
beredar di pasaran untuk meminimalisir efek samping 
dari penggunaan kafein yang tinggi. Penetapan kadar 
kafein dapat dilakukan dengan berbagai macam 
instrumen diantaranya yaitu spektrofotometri UV-VIS, 
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HPLC, GC-MS, Ultra-Fast Liquid Chromatography, Ultra-
Performance Liquid Chromatography (UPLC), dan High 
Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC). 
Instrumen-instrumen tersebut dapat digunakan untuk 
penetapan kadar kafein dengan melakukan validasi 
metode pada masing-masing instumen (Al-Bratty et al., 

2020).  
Validasi metode analisis adalah proses untuk 

memastikan kebenaran dari metode uji yang digunakan 
berdasarkan parameter-parameter tertentu seperti LOD, 
LOQ, presisi, akurasi dan linearitas. Metode analisis 
dikatakan valid apabila memenuhi persyaratan dari 
setiap parameter tersebut (Wulansari & Lubada, 2020). 

Sehingga jurnal ini disusun dengan tujuan untuk 
mengidentifikasi serta mengevaluasi berbagai jenis 
instrumen dan metode analisis yang dapat diterapkan 
secara efektif dalam penentuan kadar kafein yang 
terkandung dalam produk minuman kemasan.  
 

Metode 
 
Penelusuran Literatur 

Metode yang digunakan dalam penyusunan 
review artikel ini adalah studi literature dengan minimal 

10 sumber yang mengacu pada sumber primer berupa 

jurnal nasional dan internasional yang diterbitkan 
dalam kurun waktu 10 tahun terakhir (2015-2025). Data 
diperoleh melalui pencarian pada basis data online yang 
terpercaya seperti PubMed. Adapun kriteria inklusi 

untuk pustaka yang dikaji mencakup: 1) penelitian yang 
membahas metode analisis penetapan kadar kafein 
dalam minuman kemasan; 2) artikel yang menyajikan 
validasi metode analisis. Sementara itu, kriteria eksklusi 
meliputi: 1) studi yang dilakukan atau dipublikasikan 
sebelum tahun 2015; 2) artikel yang tidak 
mencantumkan validasi metode analisis; dan 3) artikel 
yang tidak tersedia dalam bentuk teks lengkap (full text). 
 

Hasil dan Pembahasan 
  

Analisis kafein dalam minuman kemasan dapat 
dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif. Uji 
kuantitatif digunakan untuk menentukan jumlah 
senyawa kafein yang terdapat dalam minuman kemasan 
(Rohman dan Sudjaji, 2018).  Berdasarkan data hasil 
yang telah dikumpulkan pada Tabel 1, terdapat 
beberapa parameter metode analisis yang digunakan 
dalam penentuan kadar kafein yaitu LOD (Limit of 
detection), LOQ (Limit of Quantification), presisi, akurasi 

dan linearitas.  
 

Tabel 1. Hasil Review 

 

 
Instrumen 

 
Sampel 

Validasi metode  
Penulis LOD/LOQ 

( µg/mL) 
Presisi (%) Akurasi (%) Linearitas 

Spektrofotometri UV-Vis Kopi 
kekinian 

0,0483/0,161
1 

Intra-day: 5,96 
Inter-day: 1,61 

90,17-104,38 0,9912 Lestari et al., 
2023 

Kopi robusta 25,9344/78,5
893 

1,5937 106,7 0,9927 Rupa et al., 
2023 

HPLC Teh Hijau 0,24/0,73 0,35 104,48 ± 1,94 0,9994 Annuryanti 
et al., 2018 

Coffea beans 9/28 0,192 90,723-
102,853 

0,9985 Saputri et al., 

2018 
Nepalese tea 
and coffea 

0,7/0,2 Intra-day: 1,14 
Inter-day: 1,46 

97,6-98,8 0,9928 Shrestha et 
al., 2016 

Coffea arabica 2,26/7,94 0,021 - 0,068 98,78-101,28 0,999 Naveen et al., 

2018 
Black tea, 
mate tea, 
coffee and 
green tea 

0,023/0,065 Intra-day: 2,74 
Inter-day: 4,33 

97.15 0.9985 Abbood & 
Aldiab, 2017 

GC-MS Energy and 
cola drink 

0,53/1,76 0,56-0,78 99,3-101,2 0,999 Al-Bratty et 
al., 2020 

Ultra-Performance Liquid 
Chromatography (UPLC) 

Energy drink 0,00732/0,02
224 

Intra-day: 0,32-
1,5 

Inter-day: 0,70-
1,20 

97.80-103.28 0.9994 Ahmad et al., 
2022 

High Performance Thin 
Layer Chromatography 

(HPTLC) 

Energy drink 16,87/50,61 0,65-0,77 98,5-101,6 0,9973 Foudah et al. 

2022 
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Limit of detection (LOD) merupakan konsentrasi 

terendah suatu analit yang belum tentu dapat 
dikuantifikasi. Syarat keberterimaan yaitu S/N (Signal-
to-Noise) ≥  3 dimana semakin rendah LOD semakin 
sensitif metodenya. Sedangkan Limit of quantification 

(LOQ) merupakan konsentrasi terendah dari suatu 
analit yang dapat dikuantifikasi secara presisi dan 
akurasi (Kruse et al., 2024). Kriteria keberterimaan dari 
LOQ adalah %CV (Coeffisien of Correlation) dan %RE 
(Relative Error) pada 5 kali replikasi harus kurang dari 

20% (González, 2020). Hasil validasi metode yang 
ditampilkan pada Tabel 1 menunjukkan bahwa semua 
instrumen menghasilkan LOD dan LOQ yang berada 
dalam rentang persyaratan. Nilai LOD dan LOQ 
terendah diperoleh pada instrumen UPLC sebesar 
0,00732  µg/mL dan 0,02224 µg/mL yang menunjukkan 
bahwa UPLC memiliki sensitivitas paling tinggi 
dibandingkan instrumen yang lain. 

Akurasi merupakan tingkat kedekatan hasil 
pengujian dengan nilai sebenarnya yang dinyatakan 
dengan % recovery dengan kriteria keberterimaan yaitu 
sebesar 90%-107% (Mariana et al., 2018). Hasil validasi 

metode yang ditampilkan pada Tabel 1 menunjukkan 
bahwa semua instrumen menghasilkan nilai akurasi 
yang baik. Namun, nilai akurasi yang ideal dan stabil 
(98%-102%) diperoleh dari instrumen HPLC (Naveen, 
2018) dan UPLC (Ahmad, 2022). Sehingga kedua metode 
tersebut memiliki tingkat ketepatan tinggi. 

Presisi (Repeatability) merupakan parameter 

untuk melihat keseragaman hasil pengukuran dan 
melihat tingkat konsistensi data (Fatmawati et al., 2023). 

Syarat nilai presisi yang baik menurut FDA (2019) yaitu 
<2%. Berdasarkan hasil validasi, hampir semua 
instrumen menunjukkan %RSD <2%, sehingga 
memenuhi persyaratan nilai presisi. Instrumen dengan 
nilai presisi paling baik sebesar 0,021-0,068% yaitu 
HPLC (Naveen, 2018)  

Linearitas yaitu kemampuan metode 
menghasilkan respon yang proporsional terhadap 
konsentrasi suatu zat. Menurut (Kemenkes RI, 2020), 
suatu metode dikatakan linier jika nilai r² ≥ 0,98. 
Berdasarkan tabel, semua metode analisis memiliki 
linearitas yang baik sehingga valid diguakan. Instrumen 
HPLC (Annuryanti, 2018) dan UPLC (Ahmad, 2022) 
menunjukkan nilai linearitas terbaik yaitu r² = 0,9994. 

Adapun instrumen yang dapat digunakan 
sebagai metode analisis kadar kafein yaitu: 
1. Spektrofotometri UV-Vis 
 Penetapan kadar kafein dapat dilakukan 
menggunakan spektrofotometri UV-Vis karena kafein 
mempunyai gugus kromofor dan ausokrom yang dapat 
menyerap sinar ultraviolet (Abriyani et.al., 2022). 
Menurut Egan dalam (Fajriana & Fajriati, 2018), panjang 
gelombang maksimum kafein berada pada rentang 272-
276 nm. Dari hasil penelitian yang dilakukan oleh 

(Lestari et al., 2023) dan (Rupa et al., 2023) didapatkan 

serapan tertinggi pada panjang gelombang 272,7 nm dan 
277 nm dimana terdapat panjang gelombang yang 
melebihi batas maksimum yaitu 277 nm. Hal ini dapat 
disebabkan karena kondisi eksperimental seperti 
pelarut, konsentrasi, pH dan spesifikasi alat yang 
digunakan sehingga mengakibatkan pergeseran 
panjang gelombang (Muhammed et al., 2021). Selain itu, 

nilai absorbansi yang didapatkan yaitu 0,9984 dan 0,902 
yang artinya metode menghasilkan data yang linier. % 
recovery yang didapatkan sebesar 90,17-104,38% dan 

106,7% yang memenuhi syarat akurasi. Nilai presisi 
dalam penelitian (Lestari et al., 2023) dinyatakan dalam 

KV (Koefisien Korelasi) dan didapatkan hasil yaitu 
intra-day (5,96%) dan inter-day (1,61%) dengan nilai KV 
Horwitz sebesar 11,314% sehingga nilai presisi 
memenuhi syarat. Hal ini sesuai dengan pernyataan 
Riyanto (2014) presisi dikatakan memenuhi syarat 
apabila nilai KV lebih kecil dari nilai KV Horwitz. Begitu 
juga pada (Rupa et al., 2023) didapatkan % RSD sebesar 

1,5937% yang memenuhi syarat nilai presisi sesuai 
dengan FDA (2019) yaitu <2%. Berdasarkan data 
validasi metode di atas, spektrofotometri UV-Vis 
tergolong valid dan dapat digunakan sebagai metode 
analisis kadar kafein. 
 
2. HPLC 
 HPLC digunakan sebagai instrumen dalam 
analisis kadar kafein karena dapat memisahkan 
senyawa kompleks baik polar maupun non polar 
berdasarkan afinitasnya terhadap fase diam. Senyawa 
kafein merupakan senyawa polar sehingga kolom atau 
fase diam yang digunakan adalah non polar biasanya 
kolom C18 (Susanti & Dachriyanus, 2017). Selain itu, 
detektor photodiode-array (PDA) dan detektor UV yang 

terdapat pada HPLC dapat menghasilkan spektrum UV 
pada setiap puncaknya karena gugus kromofor yang 
terdapat pada kafein dapat mengabsorbsi sinar di 
daerah UV-Vis (Suhartati, 2017). Berdasarkan hasil 
review pada Tabel 1, nilai LOD dan LOQ berturt-turut 
dari keempat penelitian yaitu berkisar antara 0,2–9 
µg/mL dan 0,7–28 µg/mL. Nilai presisi semua 
penelitian menunjukkan nilai <2% sehingga data yang 
dihasilkan seragam dan konsisten. Rentang % recovery 

dari semua penelitian yaitu 90,723–104,48% yang 
memenuhi syarat akurasi serta nilai koefisien korelasi 
(r²) yang dihasilkan berkisar antara 0,990–0,9989 yang 
menunjukkan respon yang proporsional dari instrumen 
(Riyanto, 2014). Dari hasil validasi metode tersebut, 
HPLC terbukti dinyatakan valid dan dapat digunakan 
sebagai salah satu metode analisis kadar kafein. 
 
3. GC-MS 
 Prinsip analisis menggunakan GC-MS yaitu 
pemisahan senyawa berdasarkan volatilitas yang 
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dipengaruhi oleh suhu injeksi (Aprilia et al., 2023). 

Kafein memiliki titik didih 178˚C dan bersifat volatile 
sehingga dapat dianalisis menggunakan GC-MS 
(Margareta & Wonorahardjo, 2024). GC-MS memiliki 
dua bagian yaitu kromatografi gas dan spektrometri 
massa. Kromatografi gas berfungsi untuk memisahkan 
zat berdasarkan kecepatan geraknya sedangkan 
spektrometri massa berfungsi untuk identifikasi zat 
berdasarkan berat molekulnya (Wonorahardjo, 2013). 
Berdasarkan hasil review pada penelitian yang 
dilakukan oleh (Al-Bratty et.al., 2020), didapatkan nilai 

LOD sebesar 0,53  µg/mL dan LOQ sebesar 1,76  µg/mL. 
Metode ini juga terbukti presisi dan akurat dengan nilai 
rentang % RSD 0,56-0,78% dan nilai % recovery 99,3-

101,2%. Selain itu, metode ini juga terbukti linier dengan 
nilai linearitas r² ≥ 0,98 yaitu 0,999 (Al-Bratty et.al., 2020). 
Dari hasil tersebut, metode GC-MS terbukti valid dan 
dapat digunakan sebagai metode analisis kadar kafein. 
 
4. Ultra-Performance Liquid Chromatography (UPLC) 

 Prinsip kerja UPLC pada dasarnya sama dengan 
HPLC yaitu pemisahan berdasarkan adsorpsi, partisi, 
eksklusi dan pertukaran ion. Namun, pada UPLC 
ukuran fase diam kurang dari 2 µm (Sheliya & Shah, 
2013). Prinsip UPLC mengacu pada terori Van Deemter 
yang menunjukkan bahwa partikel yang lebih kecil 
memiliki rentang laju alir yang lebih luas dibandingkan 
partikel dengan ukuran besar (Chawla & Ranjan, 2016). 
Berdasarkan hasil review pada penelitian yang 
dilakukan oleh Ahmad et al., (2022), didapatkan hasil 
validasi metode analisis yang memenuhi syarat dengan 
nilai LOD dan LOQ berturut-turut sebesar 0,00732 
µg/mL dan 0,02224 µg/mL yang menunjukkan nilai 
sensitifitas terendah dari semua metode analisis. 
Menurut pernyataan (González, 2020).) semakin rendah 
nilai LOD dan LOQ maka sensitifitas metode analisis 
semakin tinggi. Berdasarkan hal tersebut metode UPLC 
memiliki sensitifitas tertinggi untuk analisis kadar 
kafein. Sensitifitas yang tinggi ini dipengaruhi oleh 
ukuran partikel pada fase diam yang sanagt kecil (<2 
µm) dan tekanan operasional yang jauh lebih tinggi dari 
HPLC (Sheliya & Shah, 2013). 
 
5. High Performance Thin Layer Chromatography 

(HPTLC) 
 HPTLC merupakan pengembangan dari 
metode TLC. HPTLC menggunakan fase diam berupa 
lempeng pra-coating (≤5 µm) dan dapat digunakan 
untuk analisis kuantitatif menggunakan densitometry 
atau scanner. Prinsip kerja HPTLC didasarkan pada fase 

diam dan fase geraknya dimana senyawa polar seperti 
kafein akan lebih dulu terelusi dibandingkan senyawa 
non polar (Jiang et al., 2022). Berdasarkan hasil review 
pada penelitian (Foudah et al. (2022), validasi metode 

analisis yang didapatkan memenuhi syarat dengan nilai 

LOD dan LOQ yaitu 16,87 ± 0,45  µg/mL dan 50,61 ± 
µg/mL. Nilai presisi sebesar 0,65 – 0,77%. % recovery 

yang menunjukkan nilai akurasi yaitu 98,5-101,6% serta 
linearitas sebesar 0,9973. Berdasarkan hasil validasi 
metode tersebut dapat dikatakan bahwa metode HPTLC 
valid dan dapat digunakan seagai analisis kadar kafein. 
 

Kesimpulan 
 
 Berdasarkan parameter validasi metode analisis 
yang mencakup LOD, LOQ, presisi, akurasi dan 
linearitas, didapatkan bahwa semua metode terbukti 
valid serta dapat digunakan untuk analisis kadar kafein. 
Pemilihan metode terbaik bergantung pada tujuan 
analisis, ketersediaan alat, dan tingkat sensitivitas yang 
dibutuhkan. Namun, jika diperlukan analisis paling 
sensitif dan akurat, UPLC menjadi metode yang paling 
unggul. Sedangkan untuk analisis cepat dan efisien, 
HPTLC menjadi alternatif yang sangat baik. 
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