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Abstrak

Biji kopi hijau arabika (Coffea arabica L.) mengandung senyawa metabolit sekunder flavonoid,
alkaloid, tanin dan terpenoid. Kandungan flavonoid pada biji kopi hijau arabika diduga memiliki
aktifitas sebagai antioksidan dan antidiabetes. Peningkatan aktifitas senyawa aktif dapat ditingkatkan
melalui proses purifikasi. Purifikasi biji kopi hijau arabika dilakukan menggunakan pelarut etil asetat
melalui pemisahan cair-cair. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktifitas antioksidan ekstrak
terpurifikasi etil asetat biji kopi hijau arabika serta menganalisis aktivitas penurunan glukosa secara in
vitro. Pengujian aktivitas antioksidan ditentukan menggunakan metode ABTS (2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-asam sulfonat), sedangkan pengujian antidiabetes menggunakan metode Nelson
Somogyi dengan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Hasil identifikasi
kualitatif menunjukkan adanya senyawa aktif flavonoid pada ekstrak biji kopi hijau arabika (EBKHA)
terpurifikasi etil asetat. Kadar flavonoid total pada EBKHA terpurifikasi etil asetat sebesar 49,47 mg
QE/g. Aktifitas antioksidan pada EBKHA terpurifikasi etil asetat diperoleh nilai 1Csy 69,95 ppm
dengan kategori kuat, sedangkan aktivitas penurunan kadar glukosa secara optimal pada konsentrasi
60 ppm dengan penurunan kadar glukosa sebesar 67,50%. Kandungan flavonoid pada EBKHA
terpurifikasi etil asetat memiliki kemampuan antioksidan kuat serta berpotensi sebagai kandidat
antidiabetes.
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Abstract

Arabica green coffee beans (Coffea arabica L.) contain secondary metabolites of flavonoids,
alkaloids, tannins and terpenoids. The content of flavonoids in arabica green coffee beans was thought
to have antioxidant and antidiabetic activity. Increased active activities of metabolites compounds can
be increased by purification process. Purification of Arabica green coffee beans was carried out by
using ethyl acetate solvent through liquid-liquid separation. This study aims to determine the
antioxidant activity of purified ethyl acetate extracts of arabica green coffee beans and analyze
glucose reduction activities in vitro. Testing for antioxidant activity was determined using the ABTS
method (2.2 azinobis (3-ethylbenzothiazolin) -6-sulfonic acid), while the antidiabetic testing used the
Nelson Somogyi method with absorbance reading using UV-Vis spectrophotometry. Qualitative
identification results indicate the presence of active flavonoid compounds in Arabica green coffee
bean extract (EBKHA) purified by ethyl acetate. Total flavonoid levels in EBKHA purified by ethyl
acetate were 49.47 mg QE/g. Antioxidant activity on EBKHA purified by ethyl acetate obtained 1Csg
value 69.95 ppm with a strong category, while the activity of reducing glucose levels optimally at a
concentration of 60 ppm with a decrease in glucose levels of 67.50%. The flavonoid content in
EBKHA purified by ethyl acetate has strong antioxidant ability and has the potential as an antidiabetic
candidate.
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PENDAHULUAN

Antioksidan merupakan suatu senyawa
yang dapat menetralkan dan melawan radikal
bebas dengan menghambat terjadinya oksidan
pada sel tubuh sehingga mengurangi terjadinya
oksidasi dan kerusakan sel. Kopi hijau arabika
(Coffea arabica L.) merupakan salah satu
tumbuhan yang memiliki potensi sebagai
antioksidan alami. Biji kopi mengandung
senyawa aktif asam klorogenat, kafein, alkaloid,
flavonoid, terpenoid, dan polifenol (Pramono
dan Puspitasarai, 2015; Wahyuono et al., 2017).
Selain kandungan senyawa tersebut, pada biji
kopi hijau arabika (Coffea arabica L.) terdapat
air, asam, sukrosa, gula pereduksi, lemak,
karbohidrat, lilin, lipid, minyak dan yang lain
yang dapat mengganggu aktivitas dari kopi hijau
arabika.

Diabetes Melitus (DM) merupakan
penyakit kronis yang terjadi ketika pankreas
tidak memproduksi insulin yang cukup atau
ketika tubuh tidak dapat secara efektif
menggunakan insulin yang dihasilkan. Penyakit
DM Tipe Il merupakan jenis penyakit DM yang
paling sering terjadi di kalangan masyarakat dan
menjadi masalah kesehatan yang utama didunia.
Indonesia menempati urutan ke 4 dengan
prevalensi penderita DM di dunia setelah India,
Cina dan Amerika Serikat (Pratiwi et al., 2014).
Peningkatan aktivitas senyawa aktif bahan alam
dapat dilakukan melalui purifikasi. Purifikasi
merupakan  metode  untuk  mendapatkan
komponen bahan alam murni bebas dari
komponen kimia lain yang tidak dibutuhkan.
Purifikasi ekstrak diharapkan akan
meningkatkan khasiat senyawa aktif dalam
ekstrak (Srijanto et al., 2012).

Berdasarkan  uraian  tersebut  akan
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
skrining awal aktifitas antioksidan dan aktifitas
penurunan kadar glukosa pada ekstrak biji kopi
hijau arabika (Coffea arabica L.) terpurifikasi
etil asetat. Penggunaan pelarut etil asetat
diharapkan dapat menarik senyawa aktif pada
ekstrak biji kopi hijau secara lebih optimal.
Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode
ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-
asamsulfonat),  sedangkan  uji  aktifitas
antidiabetes  dilakukan  secara in  vitro
menggunakan  metode  Nelson  Somogyi.
Penelitian  diharapkan dapat memberikan
informasi dan pengetahuan mengenai
pemanfatan bahan alam sebagai alternatif terapi
farmakologis.
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METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Seperangkat alat ekstraksi dengan metode
maserasi, blender, oven, batang pengaduk,
kertas saring, corong kaca, erlenmeyer, gelas
ukur, beker gelas, cawan penguap, neraca
analitik OHAUS, rotary evaporator RE 100-
Pro, waterbath memmert dan corong pisah. Alat
untuk uji in vitro meliputi labu takar, tabung
reaksi, mikropipet BioHit 1000 puL, pipet ukur,
pipet tetes, spatula, vial, kuvet, dan
spektrofotometer UV-Vis Shimadzu UV Mini
1240.

Bahan-bahan yang digunakan adalah biji
kopi hijau arabika, etanol teknis 96%, aquades,
etil asetat (Merck®), NaOH (Merck®), NaCl
10% (Merck®), FeCly 1% (Merck®), pereaksi
dragendorff, mayer, HCI p.a (Merck®), HCI 2
N, H,SO,Pekat (Merck®), kloroform (Merck &),
asam asetat anhidrat, ammonia, metanol p.a
(Merck®), ABTS (Sigma-Aldrich®), kalium
persulfat (Merck®), Vitamin C, reagen nelson
somogyi dan arsenomolibdat.

Ekstraksi dan Purifikasi

Ekstrak kopi hijau arabika dibuat dengan
metode maserasi menggunakan etanol 96%
dengan perbandingan 1 : 10 (Puspitasari dan
Pramono, 2015), yaitu sebanyak 300 gram
serbuk simplisia kering dimaserasi dengan
etanol 96% sebanyak 2250 mL, dan dilanjutkan
dengan remaserasi menggunakan etanol 96%
sebanyak 750 mL. Filtrat yang diperoleh
kemudian dipekaatkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 60°C sehingga akan
diperoleh ekstrak kental (Afonso et al., 2016).

Purifikasi ekstrak kopi hijau arabika
dilakukan menggunakan pelarut etil asetat
dengan menimbang sebanyak 10 gram ekstrak
kasar kemudian dilarutkan dengan air panas
sebanyak 200 ml (1:20) sampai homogen.
Setiap 100 mL larutan dimasukkan ke dalam
corong pisah dan ditambahkan etil asetat
sebanyak 100 mL (1:1). Sampai diperoleh
pemisahan lapisan air dan etil asetat.
Penambahan etil asetat dilakukan hingga
diperoleh lapisan etil asetat yang bening dimana
lapisan etil asetat akan berada pada lapisan atas.
Hasil purifikasi ekstrak dipekatkan hingga
diperoleh ekstrak kental terpurifikasi dan
dihitung rendemennya (Idrus et al., 2018).

Uji Kadar Air
Uji kadar air menggunakan moisture
balance bertujuan agar pada saat penyimpanan
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ekstrak terbebas dari cemaran jamur dan kapang
(Salim, 2016).

Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol bertujuan  untuk
membuktikan bahwa tidak ada kandungan etanol
dalam ekstrak sehingga tidak mempengaruhi
pada saat pengujian. Uji bebas etanol dilakukan
menggunakan  prinsip  esterifikasi  dengan
menambahkan asam asetat dan katalis asam
sulfat pekat pada ekstrak. Hasil bebas etanol
pada ekstrak ditunjukkan dengan tidak adanya
bau ester yang terbentuk (Serlahwaty dan
Sevian, 2016).

Skrining Fitokimia

Metode penapisan fitokimia secara
kualitatif ~dilakukan menggunakan pereaksi
warna untuk memberikan gambaran mengenai
golongan senyawa Yyang terkandung dalam
tanaman (Serlahwaty dan Sevian, 2016).

Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode
ABTS

Ekstrak kopi hijau arabika (Coffea arabica
L.) sebanyak 50 mg dilarutkan dalam metanol
p.a ad 50 mL dalam labu ukur sehingga
diperoleh larutan stok 1000 ppm dan kemudian
dibuat seri kadar dengan konsentrasi 40 ppm,
50 ppm, 60 ppm, 70 ppm dan 80 ppm. Masing-
masing konsentrasi masukkan dalam labu ukur
10 mL di encerkan dengan metanol p.a hingga
tanda batas. Diambil 1 mL masing-masing
konsentrasi larutan sampel dan ditambah 3 mL
ABTS dicukupkan dengan methanol p.a pada
labu ukur 5 ml. Larutan dihomogenkan,
kemudian tunggu operating time dan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang
maksimal menggunakan spektrofotometer Uv-
Vis (Sami dan Rahimah, 2016).

Pengujian Vitamin C sebagai pembanding
Sebanyak 50 mg vitamin C dilarutkan
dalam 50 mL etanol p.a sehingga diperoleh
larutan stok 1000 ppm. Kemudian, dilakukan
pengenceran larutan dengan konsentrasi 3, 5, 7,
9, dan 11 ppm. Masing-masing konsentrasi
dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan
encerkan dengan metanol p.a hingga tanda batas.
Diambil 1 mL masing-masing konsentrasi
vitamin C dimasukan dalam tabung reaksi dan
ditambah 3 mL ABTS dan dicukupkan dengan
methanol pa pada labu ukur 5 ml. Larutan
dihomogenkan, kemudian tunggu operating time
dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang maksimal menggunakan

spektrofotometer UV-Vis (Sami dan Rahimah,
2016).

Uji Antidiabetes In Vitro dengan Metode
Nelson-Somogyi

Ekstrak terpurifikasi kopi hijau arabika
masing-masing dibuat larutan stok sebanyak
1000 ppm. Sebanyak 100 mg ekstrak
terpurifikasi dilarutkan ke dalam labu 100 ml
dengan akuades sampai tanda batas, kemudian
dibuat seri konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50 dan 60
ppm. Masing-masing seri larutan diambil 3 mL
dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambahkan
dengan 3 mL baku glukosa dengan konsentrasi
40 ppm dalam akuades. Larutan diambil 1 mL,
kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 10
mL, dan ditambah 1 mL reagen nelson.
Selanjutnya, ditutup dengan kapas dan
dipanaskan di atas air mendidih selama 10
menit. Larutan didinginkan selama 5 menit,
ditambah 1 mL reagen Arsenomolibdat, dan
ditambah akuades sampai tanda batas. Larutan
selanjutnya diaduk perlahan dan didiamkan
selama waktu inkubasi. Hasilnya dilakukan
pembacaan dengan spektrofotometri UV-Vis
dan operating time yang sesuai panjang
gelombang maksimum.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman biji kopi hijau
arabika merupakan tahap awal yang dilakukan
pada sebuah penelitian sebelum melangkah ke
tahap selanjutnya. Hasil dari determinasi
menunjukkan bahwa sampel tanaman vyang
digunakan adalah benar kopi hijau arabika
(Coffea arabica L.).

Pembuatan Ekstrak Biji Kopi Arabika
(Coffea arabica L.)

Proses penarikan senyawa aktif dalam
kopi hijau arabika dilakukan dengan cara
ekstraksi menggunakan metode maserasi. Cairan
penyari yang digunakan adalah etanol 96%.
Etanol 96% dipilih sebagai larutan penyari
karena mampu menarik senyawa aktif senyawa
secara optimal dari senyawa dengan tingkat
kepolaran rendah sampai tinggi. Proses maserasi
dilakukan selama 24 jam dan diremaserasi
selama 2x24 jam. Hasil ekstrak yang didapatkan
setelah  dikentalkan  menggunakan rotary
evaporator pada suhu 60°C dan diuapkan
dengan water bath yaitu sebanyak 54,83 gram
dengan rendemen sebesar 18,28%. Penggunaan
suhu 60°C vyaitu disesuaikan dengan sifat
senyawa metabolit sekunder yang terkandung



dalam biji kopi arabika dan tidak melebihi titik
didih etanol yakni antara 78-79°C.

Pada penelitian ini dilakukan purifikasi
atau pemurnian terhadap ekstrak yang didapat.
Proses purifikasi adalah metode untuk
mendapatkan komponen bahan alam murni
bebas dari komponen kimia lain yang tidak
dibutuhkan (Nugroho et al, 2013). Pada
penelitian ini purifikasi dilakukan menggunakan
pelarut etil asetat yang bersifat semi polar.
Pelarut semi polar mampu mengekstrak senyawa
fenol, alkaloid, aglikon, glikosida. Jenis pelarut
pengekstraksi  juga mempengaruhi  jumlah
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak,
sesuai konsep like dissolve like (Romadanu et
al., 2014).

Hasil rendemen ekstrak purifikasi etil
asetat diperoleh sebesar 85,9% b/b dengan bobot
awal ekstrak kasar sebesar 10 gram. Hasil uji
kadar air terhadap ekstrak purifikasi etil asetat
diperoleh kadar presenyase 0,66% MC. Kadar
air yang terkandung dalam ekstrak tidak boleh
lebih dari 10% karena dapat mempengaruhi
mutu sediaan ekstrak tersebut (Zainab et al.,
2016).

Uji Bebas Etanol

Ekstrak dilarutkan dengan H,SO, Pekat
dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan
asam asetat dipanaskan sampai mendidih. Hasil
pengujian ekstrak terpurifikasi etil asetat kopi
hijau arabika dinyatakan bebas dari etanol
karena tidak tercium bau ester.

Skrining Fitokimia

Hasil penapisan fitokimia menunjukkan
bahwa ekstrak terpurifikasi etil asetat kopi hijau
arabika positif mengandung senyawa metabolit
flavonoid, alkaloid, tanin dan terpenoid sesuai
yang terdapat pada literatur (Gunalan et al.,
2012).

Pengujian Flavonoid Total

Hasil uji flavonoid total pada ekstrak biji
kopi hijau arabika terpurifikasi etil asetat
diperoleh sebesar 49,47 mg QE/g. Kandungan
flavonoid pada biji kopi hijau arabika memiliki
korelasi terhadap aktifitas antioksidan maupun
antidiabetesnya.

Tabel 1. Hasil Uji Flavonoid Total

Parameter Hasil (mg QE/qg)
Flavonoid Total EBKHA 49,47
terpurifikasi etil asetat

Keterangan :

EBKHA = Ekstrak Biji Kopi Hijau Arabika
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Pengujian Antioksidan dengan Metode ABTS
Panjang gelombang larutan ABTS
didapatkan A maksimal yaitu 740,20 nm dengan
absorbansi 0,709. Penelitian yang dilakukan
(Mistriyani et al., 2017), panjang gelombang
maksimum 734 nm dengan absorbansi 0,600-
0,800. Panjang gelombang maksimum yang
dipilih merupakan 2 dengan absorbansi yang
paling tinggi atau yang memiliki serapan
maksimal.  Penentuan panjang gelombang
maksimum bertujuan untuk mengetahui panjang
gelombang yang mempunyai serapan maksimum
yaitu saat senyawa berada pada kondisi optimum
sehingga diperoleh kepekaan yang maksimum.

Prinsip Operating time yaitu dengan
mengamati  kestabilan  senyawa  produk,
diketahui absorbansi mulai dari saat direaksikan
hingga tercapai serapan yang stabil. Penentuan
operating time dengan metode ABTS yang
diukur pada panjang gelombang maksimum
740,20 nm dengan absorbansi 0,709 yang stabil
dilakukan pada menit ke 1-40 lalu dihitung
absorbansinya, dari hasil pengukuran operating
time didapatkan absorbansi stabil pada menit ke-
6 sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Fidrianny et al., (2016).

Aktivitas antioksidan ekstrak kopi hijau
arabika (Coffea arabica L.) secara ditentukan
dengan metode ABTS yaitu berdasarkan
kemampuan ekstrak kopi hijau arabika dalam
mereduksi atau meredam radikal bebas ABTS.
Kemampuan ekstrak kopi hijau arabika ditandai
dengan berkurangnya intensitas warna biru dari
larutan ABTS yang telah ditambahkan dalam
sampel. Aktivitas penangkap radikal bebas
ABTS juga ditentukan berdasarkan parameter
inhibitory concentration (ICsp). Semakin Kkuat
aktivitas penangkapan radikal ABTS yang
diberikan suatu sampel maka akan menghasikan
nilai 1Csy semakin kecil (Isnindar, 2017;
Romadanu et al., 2014).

Hasil uji aktivitas antioksidan dengan
metode ABTS yang telah dilakukan terhadap
purifikasi etil asetat didapatkan nilai 1Csq 69.95
ppm (kuat), dan pembanding vitamin C yang
termasuk golongan antioksidan yang sangat kuat
sebesar 8.11 ppm. Penelitian yang dilakukan
dapat diketahui bahwa vitamin C memiliki
aktivitas peredaman radikal bebas yang lebih
kuat dibandingkan dengan ekstrak purifikasi etil
asetat.
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Tabel 2. Hasil Uji Antioksidan Metode ABTS

Konsentrasi Aktivitas 1Csq m
Sampel (ppm) Abs Rata-rata + SD Antioksidan (%) (Katg;gri))
40 0,629 = 0,007 11,90
EBKHA 50 0,552 = 0.0085 22,69
terpurifikasi 60 0,440 £ 0.0094 38,37 69,95
etil asetat 70 0,351 £0.01 50,84 (kuat)
80 0,270 = 0.0025 62,18
3 0,562 + 0.0037 20,73
5 0,458 = 0.001 35,40
Vitamin C 7 0,388 = 0.0075 45,27 8,11
8 0,321 + 0.0057 54,72 (sangat kuat)
11 0,254 + 0.0063 64,27
Keterangan :
EBKHA = Ekstrak Biji Kopi Hijau Arabika
yang memberikan absorbansi maksimum.
Pengujian antioksidan dengan Pengujian dilakukan pada kisaran panjang

pembanding vitamin C yang sudah terbukti
memiliki kemampuan yang poten dan berperan
sebagai antioksidan dengan cara donor atom
hidrogen pada senyawa radikal bebas, sehingga
kurang reaktif (Rohman et al., 2010).
Kandungan senyawa aktif dalam ekstrak
biji kopi hijau arabika berperan sebagai aktivitas
antioksidan. Selain flavonoid, pada biji kopi
hijau arabika mengandung senyawa metabolik
lain seperti asam klorogenat dan karetenoid yang

gelombang antara 700-780 nm dan diperoleh
panjang gelombang maksimum 751,8 nm
dengan waktu operating time selama 19 menit.

Pengujian dilanjutkan dengan pembuatan
kurva standar glukosa. Pembuatan kurva standar
glukosa  bertujuan  untuk  mendapatkan
persamaan linearitas antara absorbansi dengan
konsentrasi.

Tabel 3. Hasil Uji Antioksidan Metode ABTS

membantu  dalam  peningkatan  aktivitas Konsentrasi (ppm) Absorbansi
antioksidan (Fidrianny et al., 2016). 10 0.256
20 0.324
30 0.408
Uji Aktivitas Antidiabetes secara In Vitro 40 0.523
Penentuan panjang gelombang maksimum 50 0.626
dilakukan untuk mengetahui panjang gelombang
Tabel 4. Hasil Uji Penurunan Kadar Glukosa
Sampel Konsentrasi Absorbansi Rata-rata Kadar %Penurunan
(ppm) +SD
10 0,535+ 5,77x10° 41,43 2.72
20 0.478 + 0.02 35,36 16.97
i?;ﬁ';:ﬁkasi il 30 0.409 £ 3.78x10. 28,01 34.23
asetat 40 0.367 + 8.36x10 . 23,54 44.73
50 0.329 + 6.42x10° 19,49 54.23
60 0.276 + 2.64x10° 13,84 67.50
Keterangan :

EBKHA = Ekstrak Biji Kopi Hijau Arabika
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Gambar 1. Kurva standar glukosa

Pembuatan kurva Kkalibrasi dilakukan
dengan membuat deret konsentrasi 10, 20, 30,
40, dan 50 ppm. Persamaan linear yang
didapatkan adalah y = 0,146x + 0,0093 dengan
nilai koefisian korelasi r= 0,995. Persamaan
regresi linier berfungsi untuk mengetahui
pengaruh antara satu buah variabel bebas
terhadap satu buah variabel terikat.

Pengukuran kadar glukosa didahului
dengan pengukuran konsentrasi awal larutan
glukosa untuk mengetahui konsentrasi glukosa
secara kuantitatif yang digunakan sebelum
ditambahkan dengan sampel. Konsentrasi
ekstrak kopi hijau arabika yang digunakan
adalah 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm. Hasil
persen penurunan kadar glukosa ekstrak
purifikasi etil asetat kopi hijau arabika sebesar
67,50%. Berdasarkan hasil tersebut dapat
diketahui bahwa ekstrak terpurifikasi etil asetat
kopi hijau arabika dapat memberikan penurunan
kadar glukosa secara in vitro.

KESIMPULAN

Ekstrak terpurifikasi kopi hijau arabika
mempunyai kandungan metabolit sekunder
yaitu, flavonoid, alkaloid, tanin dan terpenoid.
Ekstrak biji kopi hijau arabika (Coffea arabica
L.) memiliki aktivitas sebagai antioksidan
dengan metode ABTS. Nilai ICs, pada purifikasi
etil asetat sebesar 69,95 ppm (kuat). Aktivitas
menurunkan kadar glukosa secara optimal pada
konsentrasi 60 ppm purifikasi etil asetat sebesar
67,50%. Kandungan flavonoid pada ekstrak kopi
hijau arabika memiliki aktivitas sebagai
antioksidan dan mmapu menurunkan kadar
glukosa secara in vitro.
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