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ABSTRAK: Kopi (Coffea canephora) merupakan tanaman yang telah lama dibudidayakan di Indonesia dan menjadi
salah satu sumber antioksidan alami. Komponen bioaktif utama di dalam biji kopi yang memiliki sifat antioksidan
adalah senyawa fenol berupa asam klorogenat. Senyawa fenol akan bereaksi dengan radikal bebas dengan cara
memberikan donor satu elektron dari gugus -OH sehingga dapat membentuk radikal bebas yang relatif stabil.
Ketinggian tempat tumbuh kopi secara tidak langsung akan berpengaruh pada beberapa kondisi lingkungan yang
berdampak pada kadar kandungan fenolik. Kopi dengan berbagai ketinggian tempat tumbuh yang berasal dari daerah
lereng Gunung Argopura diperkirakan memiliki aktivitas antioksidan yang berbeda pula. Tujuan penelitian ini adalah
untuk menentukan aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol biji hijau C canephora yang diperoleh dari daerah Lereng
Gunung Argopura pada berbagai ketinggian tempat tumbuh. Metode ekstraksi yang digunakan yaitu maserasi dengan
pelarut etanol 96%. Penentuan aktivitas antioksidan dilaksanakan dengan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil).
Aktivitas antioksidan dinyatakan berdasarkan nilai ICso (Inhibitor Concentration 50%). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa aktivitas antioksidan tertinggi diperoleh dari ekstrak etanol biji hijau C canephora pada ketinggian + 900 mdpl
dengan nilai ICso sebesar 45,144 + 0,274 ppm. Semakin tinggi lingkungan tumbuh daerah penanaman, maka semakin
tinggi pula stress lingkungan dengan kandungan bioaktif antioksidan yang lebih tinggi.

Kata Kunci: Biji kopi hijau; Coffea canephora; antioksidan; ketinggian tempat tumbuh

ABSTRACT: Coffee (Coffea canephora) is a plant that has long been cultivated in Indonesia and is a source of natural
antioxidants. The main bioactive components in coffee beans that have antioxidant properties are phenol compounds in
the form of chlorogenic acid. Phenol compounds reduce free radicals by donating one electron from the -OH group so
that they can stabilize free radicals. The altitude where coffee grows will indirectly have an impact on several
environmental conditions that affect the levels of phenolic content. Coffee with various altitudes where it grows from
the slopes of Mount Argopura is estimated to have different antioxidant activities. This study aims to determine the
antioxidant activity of the ethanolic extract of C. canephora green seeds obtained from the slopes of Mount Argopura at
various altitudes where it grows. The extraction method used is maceration using 96% ethanol as solvent.
Determination of antioxidant activity was carried out using the DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).
Antioxidant activity is expressed based on the ICso value (50% Inhibitor Concentration). The results showed that the
highest antioxidant activity was obtained from the ethanolic extract of C. canephora green seeds at an altitude of = 900
m with an ICso value is 45,144 + 0,274 ppm. Coffee growth slows down as the height of the growing site increases the
environmental stress with higher antioxidant bioactive content.
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PENDAHULUAN dengan senyawa lain serta berusaha mengikat elektron

yang berada disekitarnya untuk menghasilkan stabilitas.

Radikal bebas adalah suatu molekul yang Radikal bebas tersebut dapat mengoksidasi asam nukleat,
mengandung satu atau lebih elektron yang tidak protein, lemak, bahkan DNA sel (Utami, 2020).

berpasangan. Elektron yang tidak berpasangan tersebut Tubuh manusia memiliki beberapa mekanisme untuk

bersifat sangat tidak stabil dan dapat bereaksi cepat melawan stress oksidatif dengan cara memproduksi



L W. Pebriarti, et al.

antioksidan (antioksidan endogen) (Kurutas, 2016).
Hepar secara alami mempunyai zat antioksidan endogen
sebagai sistem protektor yang berperan sebagai barier
utama terhadap kondisi stress oksidatif. Pasokan radikal
bebas yang masif akan membutuhkan pasokan zat
antioksidan eksogen (Hardiningtyas et al., 2014).

Suatu senyawa memiliki aktivitas antioksidan bila
senyawa tersebut mampu memberikan donor elektron
sehingga dapat menunda atau mencegah terjadinya
reaksi oksidasi radikal bebas (Dhurhania and Novianto,
2019). Sumber antioksidan banyak dilaporkan berasal
dari tanaman. Kopi adalah salah satu sumber antioksidan
alami (Vignoli et al., 2014).

Kopi Robusta (C. canephora) sangat cepat
berkembang dan memiliki sifat yang lebih unggul, oleh
karena itu C. canephora lebih banyak dibudidayakan
oleh petani kopi di Indonesia. Senyawa fenol pada biji
mentah C. canephora diyakini sebagai senyawa
metabolit penyumbang aktivitas antioksidan terbesar.
Senyawa fenol tersebut berupa asam klorogenat yang
terdapat sekitar 90% dari total fenol (Mursu et al., 2005;
Mangiwa and Maryuni, 2019). Farah et al (2012) juga
menyatakan bahwa asam klorogenat berpotensi dalam
aktivitas biofarmakologi dan berkaitan erat dengan
aktivitas antioksidan senyawa fenolik yang dapat
memberikan efek positif terhadap berbagai penyakit
degeneratif kronis. Asam klorogenat mempunyai
aktifitas antioksidan yang lebih tinggi jika dibandingkan
dengan senyawa kafein yang juga mempunyai aktivitas
antioksidan, sebab asam klorogenat mengandung lebih
banyak gugus hidroksil yang akan mempengaruhi
aktivitas antioksidan (Sukohar ez al., 2011).

Senyawa metabolit merupakan senyawa-senyawa
hasil metabolisme sekunder, yang terdapat secara tidak
merata dalam makhluk hidup dan dijumpai dalam jumlah
yang sedikit. Ketinggian memiliki pengaruh yang
signifikan terhadap pertumbuhan dan metabolisme
tanaman dalam pembentukan metabolit sekunder.
Ketinggian tempat tumbuh yang berbeda menyebabkan
perbedaan terhadap kelembapan, intensitas cahaya
matahari, suhu dan ketersediaan unsur hara (Supriadi et
al., 2016; Utami, 2020). Penelitian yang dilakukan oleh
Heeger et al (2016) pada sampel kopi yang tumbuh di
wilayah Kongo, Salvador, dan Honduras menunjukkan
perbedaan kadar metabolit sekunder sebagai pengaruh
dari perbedaan lokasi tempat tumbuh tanaman.

Kopi dengan berbagai ketinggian tempat tumbuh
yang berasal dari daerah lereng Gunung Argopura
diperkirakan memiliki aktivitas antioksidan yang
berbeda pula. Penelitian ini dilaksanakan untuk
menentukan aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol biji
hijau C canephora yang diperoleh dari daerah Lereng
Gunung Argopura pada berbagai ketinggian tempat
tumbuh berdasarkan nilai ICso.

METODE PENELITIAN

Penelitian  ini  merupakan jenis  penelitian
eksperimental laboratorium. Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Terpadu Fakultas Ilmu Kesehatan
Universitas dr. Soebandi yang meliputi pembuatan
simplisia biji hijau C canephora, pembuatan ekstrak
etanol biji hijau C canephora, dan uji aktivitas
antioksidan. Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Penentuan
aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan
metode DPPH (I, 1-Diphenyl-2-picrylhyrazyl). Suatu
senyawa dinilai memiliki aktivitas antioksidan bila
senyawa tersebut mampu mendonorkan atom hidrogen
yang dimilikinya untuk Dberikatan dengan DPPH
membentuk DPPH tereduksi yang ditandai dengan
pudarnya warna ungu dan berubah menjadi kuning.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu pulper,
huller, nampan, penumbuk biji kopi, timbangan analitik,
alat tulis, kamera digital, maserator, rotary evaporator,
oven, timer, botol dan vial coklat, pipet volume, ball
pipet, labu ukur, beaker glass, mikropipet, blue tip, kuvet,
Spektrofotometri UV-VIS, dan software SPSS.

Bahan yang digunakan meliputi masker, sarung
tangan, etanol 96%, methanol p.a, alumunium foil,
DPPH, standar kuersetin, tissue dan kertas saring.
Sampel dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol biji
hijau C canephora yang dipanen petik merah dan
diperoleh dari daerah Lereng Gunung Argopura pada
ketinggian 700, 800, dan 900 mdpl.

Langkah Penelitian

Sampel biji C canephora dikumpulkan, disortasi dan
dijemur masing-masing berdasarkan ketinggian tempat
tumbuh. Biji dikeringkan hingga kadar air sekitar 11%
untuk memudahkan proses penghancuran biji mentah C
canephora.

Simplisia pada masing-masing ketinggian
selanjutnya ditimbang sebanyak 250 gram dan
dimasukkan ke dalam maserator kemudian dibasahi
dengan pelarut sampai terbasahi semua. Selanjutnya
dituangi pelarut hingga volume pelarut yang digunakan
sebanyak 1000 mL. Maserat kemudian dipekatkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C.
Ekstrak divapkan menggunakan oven pada suhu 40°C
hingga bobot ekstrak konstan. Ekstrak kental disimpan
dalam vial berwarna gelap.

Panjang gelombang dan waktu inkubasi kuersetin
optimum ditentukan sebelum melaksanakan uji aktivitas
antioksidan untuk mengetahui kondisi optimum yang
menghasilkan kepekaan sampel dalam larutan uji secara
maksimal. Larutan ekstrak sebanyak 250 pL dengan 5
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macam konsentrasi (20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm,
dan 100 ppm) ditambahkan ke dalam larutan DPPH
dalam methanol pa (40 ppm) sebanyak S500uL.
Campuran tersebut diinkubasi di ruang gelap pada suhu
kamar selama waktu inkubasi optimum. Pengujian
aktivitas antioksidan dilakukan sebanyak tiga kali
replikasi  pada  masing-masing  sampel  untuk
meminimalisir terjadinya kesalahan dalam penentuan
aktivitas antioksidan.

Pengolahan Data

Pengukuran absorbansi dilakukan menggunakan
instrumen Spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 516 nm. Besar persentase hambatan (inhibisi)

selanjutnya dihitung dengan menggunakan rumus
berikut:
% Inhibisi = — 100%
Konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk

menangkap 50% radikal DPPH dinyatakan sebagai nilai
konsentrasi hambatan 50% (ICso). Nilai ICso diperoleh
dengan cara mengganti y dengan angka 50 pada
persamaan regresi linier y=bx+a dari data % inhibisi
yang dihasilkan.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Optimasi Panjang Gelombang Maksimum

Optimasi panjang gelombang menggunakan larutan
DPPH 40 ppm dalam methanol p.a pada rentang panjang
gelombang 400 — 600 nm. Panjang gelombang yang
dihasilkan adalah 516 nm sebagaimana yang terlihat
pada Gambar 1.
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Panjang gelombang tersebut juga digunakan pada
penelitian Utami (2020) dalam menentukan aktivitas
antioksidan ekstrak etanol biji C canephora yang telah
disangrai medium. Penggunaan panjang gelombang
maksimum bertujuan untuk memberikan serapan
maksimum dan menghasilkan kepekaan dan keakuratan
yang lebih tinggi (Utami, 2020).

Peredaman Larutan Standar

Pengukuran absorbansi terhadap campuran DPPH
dengan larutan standar menghasilkan nilai % peredaman
sebagaimana yang tercantum pada Tabel 1. Data
konsentrasi larutan standar dan absorbansi digunakan
untuk menentukan persamaan regresi linier yang
diperlukan untuk menghitung nilai ICso. Nilai rata-rata
ICso yang diperoleh yaitu sebesar 4,4228 + 0,05758 ppm.

Tabel 1. Perhitungan % Peredaman dan ICso

Konsentrasi % Persamaan regresi IC50
Peredaman

Replikasi 1:
1 7,48
2 25,06 | y=11,6395x — | 4,4229
1 45,64 1,4806
6 66,83
8 92,02

Replikasi 2:
1 5,74
2 24,94 y=12,0910x — | 4,3652
4 46,38 2,7799
6 70,08
8 92,89

Replikasi 3:
1 7,73
2 2431 y=11,8367x — | 4,4803
4 40,52 3,0321
6 68,33
8 92,52

Absorbansi Kontrol : 0,802

Rata-rata IC50 14,4228

SD 1 0,05758

RSD 1 1,3%
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Gambar 1. Hasil Optimasi Panjang Gelombang

Peredaman Larutan Sampel dan Nilai ICso

Uji aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa larutan
ekstrak pada ketingggian = 900 mdpl pada konsentrasi
yang sama memberikan % penghambatan paling besar
sebagaimana yang terlihat pada Gambar 2. Persamaan
regresi linier yang dihasilkan selanjutnya digunakan
untuk menghitung nilai ICso sehingga diperoleh hasil
sebagaimana yang tertera pada Tabel 2.
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Gambar 2. Peredaman larutan ekstrak pada berbagai
ketinggian tempat tumbuh

Tabel 2. Nilai ICso ekstrak etanol biji hijau C. canephora
pada berbagai ketinggian tempat tumbuh

Ekstrak ICso (ppm)
Ekstrak 700 mdpl 54,782 + 0,169
Ekstrak 800 mdpl 49,456 + 0,454
Ekstrak 900 mdpl 45,144 £ 0,274

Aktivitas antioksidan paling tinggi dihasilkan oleh
esktrak etanol biji hijau C. canephora pada ketinggian +
900 mdpl dengan nilai ICso sebesar 45,144 + 0,274 ppm.
Hasil ini serupa dengan penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Utami (2020) pada biji C. canephora
sangrai medium bahwa aktivitas antioksidan dihasilkan
oleh ekstrak yang diperoleh dari tempat tumbuh yang
paling tinggi.

Semakin tinggi lingkungan tempat tumbuhnya, biji
kopi akan memiliki senyawa kimia dengan kandungan
yang lebih tinggi (De Castro & Marraccini, 2006;
Howard, 2011; Sridevi & Giridhar, 2013). Studi yang
dilakukan oleh Wigati (2017) juga menunjukkan bahwa
kandungan fenol terbesar terdapat pada biji kopi yang
tumbuh di daerah yang paling tinggi.

Ketinggian dari masing-masing tempat pengambilan
sampel yang berbeda secara tidak langsung membawa
dampak terhadap kondisi lingkungan seperti suhu,
kelembapan dan intensitas cahaya matahari (Liu et al.,
2016). Semakin tinggi lingkungan tumbuh daerah
penanaman, maka suhu lingkungan akan semakin rendah,
kelembaban yang semakin tinggi, intensitas cahaya
matahari semakin kecil, dan lama penyinaran yang
semakin singkat. Kondisi tersebut menggambarkan
bahwa semakin tinggi lingkungan tumbuh, maka
semakin tinggi pula stress lingkungan yang diterima oleh
suatu tanaman. Hal tersebut akan mempengaruhi
karakter morfologi, pertumbuhan, maupun senyawa aktif
yang terkandung pada suatu tanaman. Ketika tanaman
mengalami stress, maka metabolit sekunder akan
diproduksi secara meningkat sebagai upaya tanaman
untuk melawan stress lingkungan tersebut (Commes &

Allen, 2007, Karamoy, 2009). Raharjo dan Darwati
(2000) juga menginformasikan bahwa faktor lingkungan
seperti cekaman defisit air pada daerah elevasi yang
tinggi dapat meningkatkan metabolit sekunder pada
tanaman obat. Informasi tersebut diperkuat oleh studi
yang dilakukan oleh Yang er a/ (2018) yang
menunjukkan bahwa cekaman defisit air akan
meningkatkan kadar asam klorogenat pada tanaman.
Sebaliknya, semakin rendah ketinggian tempat, maka
temperatur lingkungan akan semakin tinggi. Kondisi
tersebut berdampak pada naiknya temperatur dalam sel
tanaman, kecepatan pergerakan (meningkatnya vibrasi,
rotasi, dan reaksi translasi dari molekul-molekul)
sehingga menyebabkan tabrakan antar molekul semakin
sering terjadi dan laju reaksi berlangsung semakin cepat
(Fatchurrozak, 2013).

KESIMPULAN

Aktivitas antioksidan paling tinggi dihasilkan oleh
esktrak etanol biji hijau C. canephora pada ketinggian
tempat tumbuh + 900 mdpl dengan nilai ICso sebesar
45,144 + 0,274 ppm. Perbedaan ketinggian tempat
tumbuh  dapat menyebabkan perbedaan jumlah
kandungan metabolit sekunder dalam biji hijau C.
canephora.
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