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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK GREEN BEAN KOPI
ARABIKA (Coffea arabica L.) ASAL PAPANDAYAN KABUPATEN
GARUT DENGAN METODE DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Rifa Nuraini
Program Studi D-111 Farmasi
Stikes Karsa Husada Garut

Radikal bebas merupakan molekul yang sangat reaktif dan dapat mengikat
molekul atau senyawa di sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron dan
menjadi tidak stabil yang akhirnya dapat menyebabkan berbagai penyakit.
Antioksidan merupakan suatu inhibitor yang digunakan untuk menghambat
autooksidasi, fungsi utama antioksidan adalah melindungi tubuh dari radikal
bebas. Antioksidan bisa diperoleh secara endogenous (dihasilkan tubuh) maupun
eksogeneus (diperoleh dari luar tubuh). Didalam tubuh manusia terdapat
antioksidan endogenous, namun jumlahnya tidak mencukupi sehingga diperlukan
suatu alternatif lain. Green bean kopi arabika merupakan antioksidan eksogeneus
alami dari tanaman, diketahui mengandung berbagai metabolit sekunder salah satu
senyawa kimia yang memiliki aktivitas antioksidan yaitu asam klorogenat yang
mampu menangkap radikal bebas. Green bean adalah biji kopi arabika yang
masih mentah (belum dipanggang). Ini adalah langkah pertama dalam proses
pengolahan kopi sebelum menjadi biji kopi yang siap diseduh. Green bean ini
masih berwarna hijau keabu-abuan dan tidak memiliki bau khas kopi karena
belum menjalani proses roasting (sangrai). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dan nilai 1Cso green bean dengan DPPH sebagai
radikal bebas sintetik. Metode penelitian ini yaitu menggunakan metode
experimental laboratories. Dengan melakukan pengukuran menggunakan
microplate raeder terhadap larutan DPPH 1 mM, menunjukkan bahwa serapan
maksimum terjadi pada panjang gelombang 492 nm. Pembuatan ekstrak dilakukan
dengan cara maserasi selama 3 x 24 jam. DPPH ditambahkan ekstrak green bean
kopi arabika dengan lima konsenstrasi mampu menangkal radikal bebas DPPH.
Asam askorbat sebagai kontrol positif dengan lima konsentrasi juga mampu
menangkal radikal bebas. Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak biji
kopi arabika hijau memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai
ICso sebesar 22,98 ppm. Demikian pula, asam askorbat menunjukkan aktivitas
antioksidan yang sangat kuat dengan nilai 1Cso sebesar 9,06 ppm. Oleh karena itu,
berdasarkan temuan penelitian, esktrak biji kopi arabika hijau dapat dikategorikan
sebagai sangat kuat karena nilai 1Csonya kurang dari 50 ppm.

Kata kunci: Antioksidan, Biji Kopi Arabika, Green Bean, DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl), 1Cso,



ABSTRACT

ANTIOXIDANT ACTIVITY ASSAY OF GREEN BEAN EXTRACT OF
ARABICA COFFEE (Coffea arabica L.) FROM PAPANDAYAN, GARUT
DISTRICT USING DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) METHOD

Rifa Nuraini
Program Studi D-111 Farmasi
Stikes Karsa Husada Garut

Free radicals are highly reactive molecules that can bind molecules or
compounds around them to obtain electron pairs and become unstable, which can
eventually cause various diseases. Antioxidants are inhibitors used to inhibit
auto-oxidation, the main function of antioxidants is to protect the body from free
radicals. Antioxidants can be obtained endogenously (produced by the body) or
exogenously (obtained from outside the body). In the human body there are
endogenous antioxidants, but the amount is not sufficient so that another
alternative is needed. Green Arabica coffee beans are natural exogenous
antioxidants from plants, known to contain various secondary metabolites, one of
the chemical compounds that has antioxidant activity is chlorogenic acid which is
able to capture free radicals. Green beans are raw (unroasted) Arabica coffee
beans. This is the first step in the coffee processing process before becoming
coffee beans that are ready to be brewed. These green beans are still grayish
green and do not have a distinctive coffee odor because they have not undergone
the roasting process. This study aims to determine the antioxidant activity and
ICso value of green beans with DPPH as synthetic free radicals. This research
method uses the experimental laboratories method. By measuring using a Raeder
microplate on a 1 mM DPPH solution, it shows that the maximum absorption
occurs at a wavelength of 492 nm. The extract was made by maceration for 3 x 24
hours. DPPH was added to green Arabica coffee bean extract with five
concentrations capable of counteracting DPPH free radicals. Ascorbic acid as a
positive control with five concentrations was also able to counteract free radicals.
The results of the study showed that green Arabica coffee bean extract has very
strong antioxidant activity with an ICso value of 22.98 ppm. Likewise, ascorbic
acid shows very strong antioxidant activity with an I1Csy value of 9.06 ppm.
Therefore, based on the findings of the study, green Arabica coffee bean extract
can be categorized as very strong because its ICsg value is less than 50 ppm.

Keywords: Antioxidants, Coffea arabica, Green Bean, DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), I1Cso
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tubuh manusia memiliki mekanisme pertahanan antioksidan endogenous
yang terdiri dari enzim antioksidan dan berbagai senyawa antioksidan seperti
glutation peroksidase (GPx), katalase (CAT), dan superoksida dismutase (SOD),
berfungsi untuk menangkal radikal bebas (Maharani, 2022). Namun, sebagai
konsekuensi dari kemajuan aktivitas industri yang cepat, individu semakin
menemukan beragam asal radikal bebas yang berasal dari sumber lingkungan dan
aktivitas fisik yang intensif, sehingga membuat sistem pertahanan antioksidan
tubuh tidak mencukupi (Ajhar & Meilani, 2020). Oleh karena itu, perlu
peningkatan antioksidan dari luar tubuh. Antioksidan merupakan suatu inhibitor
yang digunakan untuk menghambat autooksidasi, fungsi utama antioksidan
adalah melindungi tubuh dari radikal bebas. Antioksidan sebagian besar
ditemukan di berbagai sumber tanaman. Salah satu sumber antioksidan alami
yang terkenal yaitu kopi (Pebriati & Diana, 2023).

Selama bertahun-tahun, kopi (Coffea sp.) telah menjadi minuman paling
populer di seluruh dunia, termasuk di Indonesia. Kopi tidak hanya dapat
digunakan sebagai minuman yang menyegarkan, tetapi juga dapat digunakan
dalam industri farmasi. Kopi menarik perhatian karena rasa dan aromanya yang
unik, dibandingkan dengan minuman lain (Solikhati et al., 2023). Kopi merupakan

minuman yang diterima secara umum oleh tubuh manusia, menunjukkan manfaat



potensial yang cukup besar bagi individu yang menderita penyakit hati yang
disebabkan oleh beragam faktor etiologi seperti spesies oksigen reaktif, konsumsi
rokok, dan lainnya (Mangiwa et al., 2015).

Sebelum dikonsumsi, biji kopi harus melalui berbagai proses pengolahan
setelah panen. Pada fase proses pemanggangan, yang dikategorikan berdasarkan
pewarnaan biji kopi, termasuk tahap green bean (kopi hijau yang tidak
dipanggang) dan tahap roasted bean (kopi yang telah mengalami proses
pemanggangan). Kopi hijau, atau yang biasa disebut sebagai green bean
merupakan kopi yang telah mengalami proses pengelupasan dan tidak disangrai.
Asam klorogenat, salah satu senyawa polifenolik penting dalam biji kopi yang
tidak dipanggang, sebagai salah satu faktor utama yang mempengaruhi
antioksidan biji kopi hijau (Mangiwa & Maryuni, 2019). Kopi Arabika
mempunyai nilai komersial yang lebih tinggi dan karakteristik sensorik yang lebih
baik. Berbeda dari jenis kopi lainnya, kopi ini lebih asam daripada pahit dengan
aroma jeruk (Kinasih et al., 2021). Kopi arabika merupakan varietas kopi yang
dominan, menyumbang 70% dari konsumsi kopi global dan sisanya adalah kopi
Robusta (Syakir & Surmaini, 2017).

Di Pulau Jawa, ada empat provinsi yang bergerak di bidang budidaya kopi
arabika. Di antara provinsi-provinsi tersebut, Jawa Barat diakui sebagai
kontributor signifikan produksi kopi arabika. Jawa Barat muncul sebagai produsen
kopi arabika terkemuka di Pulau Jawa (Dinas Perkebunan Jawa Barat., 2014).
Kabupaten Garut merupakan salah satu pusat budidaya kopi arabika yang

signifikan di wilayah Jawa Barat; pada tahun 2015, area yang didedikasikan untuk



budidaya kopi arabika hanya mencakup 2,9 ribu hektar, menghasilkan produksi
1,5 ribu ton. Pada tahun 2021, area ini diperluas menjadi 6,6 ribu hektar, dengan
tingkat produksi meningkat menjadi 2,5 ribu ton (Dinas Perkebunan Provinsi
Jawa Barat, 2022). Tingkat pertumbuhan kopi arabika di Papandayan Kabupaten
Garut berkisar antara 700- 1200 meter persegi, dengan suhu 16 - 20°C.

DPPH merupakan metode untuk memeriksa aktivitas antioksidan dengan
menggunakan reagen DPPH yang bertindak sebagai senyawa radikal (Halimatus
Zahroh, 2022). Uji DPPH lebih cocok untuk senyawa yang larut dalam pelarut
organik atau polar seperti etanol atau metanol. Asam klorogenat adalah senyawa
fenolik yang polar dan larut dalam pelarut polar seperti etanol, metanol, atau air
(Jeon et al., 2025). Karena DPPH juga larut dalam pelarut polar-organik tersebut,
uji DPPH cocok digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan. Metode ini
memiliki banyak keunggulan, beberapa di antaranya adalah mudah, sederhana,
cepat, dan cocok untuk sampel dengan polaritas tertentu dan sensitif. Selain itu,
sampel yang digunakan sangat kecil sehingga lebih peka terhadap sampel dengan
konsentrasi rendah dan menghasilkan hasil yang lebih akurat (Wahdaningsih et
al., 2013).

Untuk mendapatkan senyawa target antioksidan yaitu asam klorogenat pada
green bean kopi arabika, maka dilakukan ekstraksi yang bertujuan untuk menarik
senyawa bioaktif yang berupa ekstrak kental. Salah satu jenis ekstraksi yaitu
maserasi, ini dilakukan pada suhu ruang sekitar dengan beberapa kali pengadukan.

Keuntungan metode ini karena bahan alam tidak mungkin rusak atau terurai, serta



sifat antioksidan itu sendiri yang mudah rusak jika terkena panas (Wahyuni et al.,
2021).

Beberapa penelitian telah dilakukan tentang menentukan aktivitas
antioksidan tanaman kopi dengan metode DPPH. Hasil penelitian menunjukkan
aktivitas antioksidan maksimal diamati dalam ekstraksi etanol green bean kopi
robusta yang terletak di ketinggian £ 900 mdpl dengan, menghasilkan nilai 1Csg
45,144 £+ 0,274 ppm dengan kategori sangat kuat (Pebriarti et al., 2022). Dari hasil
penelitian dengan nilai 1Cso (inhibition concentration) diperoleh sebesar 32,99
ppm untuk kopi light, 28,95 ppm untuk kopi medium, dan 41,18 ppm untuk kopi
dark, ekstrak biji kopi arabika menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat,
dengan nilai 1Cso <50 ppm menunjukkan bahwa ekstrak biji kopi arabika memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat (Al-gifari, 2024).

Beberapa penelitian mengenai kandungan kimia dan manfaat green bean
kopi arabika sebagai antioksidan masih belum banyak dilakukan, khususnya asal
papandayan kabupaten garut. Berdasarkan uraian diatas, penelitian tentang
aktivitas antioksidan hanya membahas green bean robusta dan pada roasting kopi
arabika asal papandayan kabupaten garut. Belum dilakukan penelitian tentang
green bean arabika asal papandayan kabupaten garut. Oleh karena itu, peneliti
tertarik untuk melakukan penelitian mengenai uji aktivitas antioksidan green bean
kopi arabika dengan menggunakan pelarut etanol. Etanol 96% dipilih sebagai
pelarut karena bersifat universal, polar, dan mudah diperoleh. Selain itu juga,
dipilih karena sifatnya yang selektif, tidak toksik, absorbsi yang baik, dan

kemampuan penyarian yang tinggi, yang memungkinkannya menarik senyawa



yang bersifat polar, non-polar, dan semi-polar. Pengujian potensi antioksidan
dilakukan menggunakan metode DPPH dan menggunakan standar tabel klasifikasi
aktivitas antioksidan yang merupakan acuan umum sebagai parameter spesifik
yang ada dalam satu bahan atau sampel, dengan penekanan khusus pada nilai 1Cs

(Inhibition Concentration).

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang, dapat dibuat rumusan masalah yaitu
bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak green bean kopi arabika (Coffea arabica
L.) asal Papandayan Kabupaten Garut dengan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl)?

1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak
green bean kopi arabika (Coffea arabica L.) asal Papandayan Kabupaten Garut

dengan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat bagi perkembangan ilmu
pengetahuan khususnya ilmu kefarmasian mengenai gambaran aktivitas

antioksidan green bean kopi arabika dengan metode DPPH.



1.4.2. Manfaat Praktis

1. Bagi Penulis
Membuka wawasan dan menambah pengalaman dalam bidang penelitian dan
meningkatkan pengetahuan mengenai pengujian aktivitas antioksidan green
bean kopi arabika (Coffea arabica L.) asal Papandayan Kabupaten Garut.

2. Bagi Instansi
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber acuan dan sumber pustaka
diperpustakaan mengenai aktivitas antioksidan green bean kopi arabika
(Coffea arabica L.) asal Papandayan Kabupaten Garut.

3. Bagi Masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai kandungan antioksidan
green bean kopi arabika (Coffea arabica L.) asal Papandayan Kabupaten
Garut yang bermanfaat bagi kesehatan sebagai penangkal radikal bebas. Selain
itu, bermanfaat untuk penyakit degeneratif seperti, mengurangi risiko diabetes

tipe Il, kanker dan gangguan kardiovaskular; seperti jantung, hipertensi.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Pustaka
2.1.1. Kopi Arabika (Coffea arabica L.)

Tumbuhan kopi arabika merupakan salah satu varietas kopi yang paling
populer dan dianggap memiliki kualitas terbaik. Hal ini karena terdapat
karakteristik khas pada daun yang berwarna hijau tua dan berombak (Fitriani,
2023). Kopi Arabika tumbuh subur di ketinggian mulai dari 1.000-2.000 mdpl
dan membutuhkan kisaran suhu 15-25°C. Namun, mencapai pertumbuhan optimal
pada suhu 20°C. Semakin rendah lokasi (<500 mdpl) penanaman kopi maka
tingkat serangan hama semakin tinggi serta produksi dan mutunya rendah dan
semakin tinggi lokasi perkebunan kopi, cita rasa yang dihasilkan oleh biji kopi
akan semakin baik (Pebriati & Diana, 2023). Kriteria penilaian populasi varietas

kopi arabika lokal seperti pada Tabel 2.1 (Dani & Randini, 2015).

Gambar 2.1 Tumbuhan Kopi arabika (Hakim, 2023)



Tabel 2.1 Kriteria penilaian populasi varietas kopi Arabika lokal

Parameter Kriteria

. Tanah
- Ketinggian tempat - >900 m dpl
- Kemiringan lereng maksimal maksimum 20%

- Kedalaman tanah efektif - >100cm
- Drainase - Baik
- Kemasaman tanah (pH) - 55-6,5
. Iklim
- Curah hujan - 1.500 - 4.000 mm/tahun
- Suhu udara rata-rata - 15°-25°C
Lokasi
- Akses transportasi - Mudah
- Sumber air - Dekat
- lsolasi jarak - Minimal 50 meter
- Komposisi tanaman - Monovarietas
- Kondisi lahan - Bebas hama dan penyakit terutama
- Luas lahan nematoda
- Status kepemilikan - Minimal 1 ha
- Jelas
Populasi Tanaman
- Umur tanaman - minimal 5 tahun
- Produktivitas - >1.000 kg/ha/tahun
- Gejala serangan karat daun - Tidak ada —ringan
- Gejala serangan PBKo - Tidak ada — ringan
- Gejala serangan Nematoda - Tidak ada

Tanaman perkebunan yang sangat berharga, kopi telah dibudidayakan sejak
lama. Setelah kopi dikembangkan di luar wilayah asalnya di Yaman di bagian
selatan Jazirah Arab, tanaman ini mulai dikenal oleh masyarakat global. Ini
berasal dari Afrika di wilayah pegunungan Ethiopia (Wardana et al., 2023).
Tanaman ini tumbuh di enam puluh negara tropis, dan empat negara penghasil
kopi utama di dunia adalah Brazil, Vietnam, Indonesia, dan Columbia
menghasilkan 65% produksi global. Di antara hampir 100 spesies kopi, kopi
arabika (Coffea arabica L.) dan kopi robusta (Coffea canephora) adalah yang

paling banyak diperdagangkan di seluruh dunia (Syakir & Surmaini, 2017).



Dibandingkan dengan tanaman pertanian lainnya, kopi adalah produk perkebunan
dengan nilai ekonomi yang sangat tinggi. Kopi arabika awalnya diperkenalkan ke
Indonesia dan kemudian dibudidayakan di pulau Jawa pada tahun 1696.

Pengujian mutu fisik dan citarasa adalah dua metode yang dapat digunakan
untuk menentukan kualitas biji kopi. Menurut SNI 01-2907-2008 terbagi menjadi
dua kategori: persyaratan umum dan persyaratan khusus. Pengujian mutu fisik biji
kopi mencakup pengujian kadar air, presentase biji cacat (trase) dalam 300 gram
biji kopi yang diujikan, jumlah nilai cacat (defect), warna, bau, dan ukuran.
Sementara itu, pengujian citarasa kopi dilakukan berdasarkan analisis
organoleptik, atau sensasi, yang dilakukan oleh panelis. Kriteria mutu umum biji
kopi menurut SNI 01-2907-2008 adalah sebagai berikut :

1. Persyaratan Umum : Tidak ada serangga hidup; tidak ada biji yang berbau,
busuk atau kapang; kadar air (b/b) tidak lebih dari 12,5%; dan kadar kotoran
(non-kopi) tidak lebih dari 0,5%.

2. Kriteria Persyaratan Mutu Fisik
a. Uji kadar air

Kadar air rendah < kadar air standar (12.5%) = kualitas baik. Kadar air
tinggi > kadar air standar (12.5%) = kualitas buruk.
b. Pengujian triage atau nilai cacat biji kopi Sortasi
Tinggi > Trase = Kualitas buruk. Rendah < Trase = Kualitas baik.
c. Pengujian warna dan bau test
Warna tidak seragam / Bau tidak segar = Kualitas buruk. Warna seragam

dan cerah / Bau segar = Kualitas baik.
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d. Pengujian ukuran biji test
Ukuran biji bervariasi = kualitas buruk. Ukuran biji seragam = kualitas
baik.
3. Uji cita rasa dan aroma kopi
Sistem penilaian kualitas yang menggunakan alat indra manusia seperti mata,

telinga, hidung, lidah, dan tangan adalah uji organoleptik.

2.1.1.1. Klasifikasi Tumbuhan Kopi Arabika

Tumbuhan kopi Arabika diklasifikasikan sebagai berikut (Rahardjo, 2012) :

Kingdom : Plantae
Subkingdom . Tracheobionta
Super Divisi . Spermatophyta
Divisi . Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub Kelas . Asteridae

Ordo : Rubiales

Famili : Rubiaceae

Genus . Coffea

Spesies . Cofffea arabica L.

2.1.1.2. Morfologi Tumbuhan Kopi Arabika
Kopi arabika dapat mencapai ketinggian sekitar + 5-6 meter, dengan

ketebalan batang sekitar 7 cm. Tanaman kopi ini tumbuh subur di tanah yang



11

berlimpah bahan organik untuk mempertahankan tingkat kelembaban PH tanah
yang ideal sekitar 5,5-6 (Fitriani, 2023). Tanaman kopi arabika memiliki ciri-ciri
berikut: tingginya mencapai 3 meter, dengan cabang primer rata-rata 123 cm dan
cabang pendek, batang tegak, bulat, dengan percabangan monopodial, dan
permukaan kasar serta warnanya kuning keabu-abuan (Fitriani, 2023).

Buah kopi yang belum diproses awalnya berwarna hijau dan setelah matang,
mereka mengadopsi rona merah. Buah kopi terdiri dari daging buah dan biji.
Daging buah terdiri atas tiga bagian, lapisan kulit luar (eksokarp), lapisan daging

(mesokarp) dan (mesokap) lapisan kulit tanduk (Halimatus Zahroh, 2022).

KULIT LUAR
~DAGING & GULA

| BURK KOPI

MUCHLAGE JLENDIR
7 KUY TANDUK
F r—RuUT AR

¥/ | GREEN BEAN

WWW.AKLCOFFEE.COM

EUAH BUI KOM TORCARDUNG XAITIN, TRIGONELLING,

ANAN NMIASIN, 13 ASAM KLONOGENAT, CLGOSAKANIDA,

EEEERAM PROTEN. MINERAL DAN LIFD,

Gambar 2.2 Anatomi Buah Kopi (AKL Coffee, 2024)

2.1.1.3. Kandungan Biji Kopi Arabika

Kandungan biji kopi Arabika menunjukkan keragaman yang cukup besar
dan memiliki kepentingan yang signifikan dalam mempengaruhi rasa, aroma, dan
atribut kopi. Kopi Arabika mencakup berbagai senyawa kimia, termasuk

karbohidrat, protein, mineral, kafein, trigonekin, asam alifatik (asam karboksilat),
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asam klorogenat, lipid dan turunannya, glikosida, dan senyawa volatik.
Selanjutnya, kopi Arabika ditemukan mengandung fosfor, kalium, dan fluorida
(Winarno et al., 2021). Berdasarkan penelitian (Afriadi et al., 2023) dengan sifat
antioksidan, biji kopi arabika di Kota Takengon mengandung metabolit sekunder
seperti tannin, alkaloid, saponin, flavonoid, dan steroid.

Salah satu senyawa kimia yang memiliki aktivitas antioksidan adalah asam
klorogenat, yang ditemukan dalam banyak biji kopi hijau (Mangiwa et al., 2015).
Asam Kklorogenat diketahui mampu menangkap radikal bebas, sehingga mencegah
cedera hati oleh ROS (Reactive Oxygen Species) (Diana, 2023). Senyawa bioaktif
lain yang terkandung dalam biji kopi mentah (green bean) dan dikaitkan dengan
aktivitas antioksidan adalah kafein.

Biji Arabika memiliki tingkat kafein sekitar 1-1,5% lebih rendah daripada
biji Robusta, yang membuatnya lebih lembut dan tidak terlalu pahit. Menurut SNI
01- 7152-2006 batas maksimum kafein dalam makanan dan minuman sebesar 150
mg/hari dan 50 mg/sajian. Kandungan karbohidrat dalam biji kopi meningkatkan
rasa manis alami yang dihasilkan saat proses pemanggangan, sementara minyak
esensial dalam biji kopi memainkan peran penting dalam menghasilkan aroma
yang kaya. Selain itu, biji arabika mengandung protein yang memberikan struktur
pada biji dan berkontribusi pada rasa serta tekstur kopi. Tidak ketinggalan, kopi
Arabika juga mengandung sejumlah kecil vitamin B, kalium, dan magnesium,
yang meskipun bukan sumber utama, tetap memberikan manfaat kesehatan.
Sementara itu, asam karboksilat dan asam fenolat mempengaruhi rasa dan

seduhan kopi. Kandungan gula dan sifatnya sangat penting untuk menghasilkan
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citarasa dan pewarnaan selama penyangraian kopi. Kopi juga mengandung tanin,

yang dapat membuat buah terasa sepet dan menjadi coklat (Oktadina et al., 2013).

2.1.1.4. Manfaat Biji Kopi Arabika

Kopi adalah salah satu minuman yang paling banyak dikonsumsi di dunia
(Fajriana & Fajriati, 2018). Biji kopi arabika memiliki banyak manfaat kesehatan,
sosial dan ekonomi. Kopi sering dikonsumsi di pagi hari untuk meningkatkan
mood, di siang hari ketika tubuh merasa lelah, atau di malam hari untuk begadang
dan kerja lembur. Ini karena kandungan kafeinnya, yang berfungsi sebagai
stimulan, yang membuatnya menjadi pilihan yang umum. Selain itu, Kafein juga
meningkatkan fokus dan konsentrasi, yang membantu orang menyelesaikan tugas
yang memerlukan perhatian mendalam.

Asam klorogenat, salah satu senyawa polifenol yang ditemukan dalam biji
kopi mentah, dianggap memiliki aktivitas antioksidan tertinggi (Diana, 2023). Biji
kopi arabika kaya akan senyawa antioksidan, seperti asam klorogenat, yang
mengurangi risiko penyakit dan melindungi tubuh dari radikal bebas. Selain itu,
banyak efek farmakologi asam klorogenat, termasuk antihipertensi, antivirus
hepatitis B, Hepatoprotektor, antioksidan, dan antidiabetes dapat berfungsi
sebagai alternatif untuk pengembangan obat baru (Farhaty & Muchtaridi, 2017).

Sektor kopi Arabika menghasilkan peluang kerja bagi jutaan produsen
pertanian dan buruh secara global, sementara secara bersamaan memperkuat
kerangka ekonomi negara-negara yang terlibat dalam budidaya kopi. Dengan

demikian, biji kopi arabika tidak hanya menghasilkan kenikmatan, tetapi juga



14

menghadirkan banyak manfaat bagi kesehatan dan konteks masyarakat yang lebih

luas.

2.1.2. Ekstraksi dan Ekstrak

Ekstraksi merupakan prosedur sistematis yang ditujukan untuk isolasi
senyawa bioaktif dari konstituen botani, dengan tujuan memperoleh entitas kimia
yang tertanam dalam berbagai struktur tanaman. Komponen padat yang ada dalam
simplisia ditransfer ke dalam pelarut organik yang digunakan selama proses
ekstraksi. Zat terlarut alami dapat masuk ke lapisan seluler tumbuhan yang kaya
akan senyawa dinamis. Di luar selenium, zat terlarut alami terbentuk dan berdifusi
ke zat terlarut di sekitarnya. Proses ini akan berulang sampai kumpulan zat
dinamis baik secara intraseluler maupun ekstraseluler mencapai keadaan
kesetimbangan (Fitriani, 2023).

Ekstrak diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif dengan pelarut yang tepat,
yang hasil akhirnya berupa sediaan pekat. Lalu, semua atau hampir semua pelarut
diuapkan, dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan hingga memenuhi
baku yang ditetapkan (Departemen Kesehatan RI, 1995).

Ekstraksi merupakan prosess untuk memperoleh bagian sampel yang larut
dalam pelarut melalui perendaman dan pelarutan berikutnya. Sangat penting untuk
mempertimbangkan dengan cermat karakteristik kimia dan fisik dari bagian yang
ditunjuk untuk ekstraksi atau isolasi selama fase ini (Asih, 2020). Proses ekstraksi

bertujuan untuk membedakan atau menunjukkan senyawa tertentu dari simplisia
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atau campuran masing-masing. Beberapa pertimbangan yang harus diamati ketika
melakukan proses ekstraksi adalah sebagai berikut (Diana, 2023) :
1) Jumlah bahan botani atau simplisia yang ditujukan untuk ekstraksi
2) Tingkat ukuran partikulat simplisia
3) Jenis pelarut spesifik yang digunakan dalam prosedur ekstraksi
4) Durasi ekstraksi
5) Proses ekstraksi
6) Parameter yang mengatur proses ekstraksi
Keberhasilan ekstraksi, terutama dipengaruhi oleh Kkarakteristik bahan
sumber serta sifat-sifat zat yang dimaksudkan untuk ekstraksi. Ada beberapa
macam metode ekstraksi yang digunakan (Depkes RI, 1995), antara lain:
a. Ekstraksi cara dingin
Ekstraksi dingin dirancang untuk memisahkan konstituen yang ditemukan di
simplisia yang menunjukkan kerentanan terhadap degradasi termal atau
termolabil. Proses ekstraksi dingin dapat dilakukan melalui metode berikut ini:
1) Maserasi
Metode yang paling umum dan paling sederhana adalah maserasi. Ini cocok
untuk industri dan skala kecil. Maserasi merupakan teknik ekstraksi langsung
dimana simplisia direndam dalam satu atau kombinasi pelarut untuk durasi
yang ditentukan pada suhu sekitar serta terlindung dari cahaya. Maserasi
kinetik mengacu pengadukan campuran yang terus-menerus. Remaserasi
menandakan penambahan pelarut berikutnya setelah filtrasi awal maserat, dan

proses ini dapat berlanjut dengan cara yang sama. Kelebihan metode maserasi
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. peralatan yang digunakan sangat sederhana; prosedur pengerjaan relatif
sederhana dan mudah; dan, karena maserasi dilakukan tanpa pemanasan, dapat

digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang bersifat termolabil.

Pangadulk Makanik
= Tutup Bajans

Bajana Masearasi

Gambar alat maseras]

Gambar 2.3 Alat Maserasi
2) Perkolasi
Ekstraksi perkolasi biasanya dilakukan pada temperatur ruangan dan
menggunakan pelarut yang selalu baru sampai sempurna. Terdapat tiga tahap
dalam proses ini: pengembangan bahan, maserasi antara, dan perkolasi
sebenarnya, penetesan atau penampungan ekstrak. Proses ini berlanjut sampai
diperoleh ekstrak (perkolat), yang jumlahnya antara 1-5 kali jumlah bahan (

Priska et al., 2019).

Gambar 2.4 Alat Perkolasi
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b. Ekstraksi cara panas
1) Refluks
Refluks terjadi ketika pelarut diekstraksi dengan temperatur titik didihnya
selama waktu tertentu dan dalam jumlah pelarut terbatas yang relatif
konstan saat pendinginan balik. Secara umum, residu pertama diulang

sampai tiga hingga lima kali untuk mencapai proses ekstraksi sempurna.
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Gambar 2.5 Alat Refluks
2) Sokletasi
Ekstraksi sokletasi dilakukan dengan pelarut yang selalu baru, biasanya
dilakukan dengan alat khusus, sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan

jumlah pelarut yang hampir sama dengan pendingin balik.
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Gambar 2.6 Alat Sokletasi
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3) Digesti
Maserasi kinetik (dengan pengadukan terus menerus) pada suhu yang lebih

tinggi dari suhu kamar, biasanya 40-50 °C, dikenal sebagai digesti.

Thimble contalning
sanple™

Gambar 2.7 Alat Digesti
4) Infusa
Ekstraksi Infusa dilakukan dengan menggunakan pelarut air pada suhu
penangas air (bejana infus dicampur dengan penangas air mendidih pada

suhu 96-98 °C) selama waktu tertentu (15-20 menit).

Gambar 2.8 Alat Infusa
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5) Dekok

Infus yang didekok dilakukan pada suhu yang lebih tinggi (sekitar 30°C)

dan sampai titik didih air.

Gambar 2.9 Alat Dekok

6) Destilasi Uap

Destilasi uap biasanya digunakan untuk memisahkan campuran senyawa-
senyawa dengan titik didih 200°C atau lebih. Metode ini mengisolasi
organik yang tidak larut dalam air dengan menggabungkan uap air dengan

prinsip penurunan titik didih campuran.
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Gambar 2.10 Alat Destilasi Uap
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2.1.3. Radikal Bebas

Kemajuan cepat penelitian ilmiah dan inovasi teknologi, bersama dengan
transformasi pilihan gaya hidup individu menuju keberadaan yang lebih
pragmatis, dapat mengkatalisasi munculnya radikal bebas. Radikal bebas tersebut
dapat menyusup dan berkembang di dalam organisme manusia melalui proses
respirasi, keadaan lingkungan yang merugikan, dan konsumsi makanan kaya lipid
(Antarti & Lisnasari, 2018). Karena interaksinya dengan protein, asam lemak, dan
bahkan asam deoksiribonukleat (DNA), radikal bebas memiliki potensi untuk
menginduksi kondisi patologis dan menimbulkan kerusakan pada struktur seluler
dan jaringan biologis. Fenomena ini merupakan mekanisme yang mendasari
sebagian besar penyakit yang disebabkan oleh aktivitas radikal bebas (Antarti &
Lisnasari, 2018).

Radikal bebas sangat reaktif dan dapat mengikat molekul atau senyawa di
sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron dan menjadi tidak stabil. Dalam
tubuh, radikal bebas dapat muncul dan muncul secara terus menerus, yang dapat
menyebabkan berbagai penyakit. Dengan menggunakan donor elektron,
antioksidan dapat menetralkan radikal bebas, menjadikannya lebih stabil dan tidak
reaktif (S. Handayani et al., 2020).

Radikal bebas (oksidan) terdiri dari dua komponen: reaktif nitrogen spesies
(RNS) dan reaktif oksigen spesies (ROS). Kedua komponen ini dapat berasal dari
dalam tubuh atau dari luar tubuh. Contoh komponen endogen tubuh termasuk

mitokondria, peroksisom, reticulum endoplasma, dan sel fagositosis; contoh
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radikal bebas eksogen tubuh termasuk radiasi, asap, limbah industri, alkohol, dan

beberapa obat seperti paracetamol dan halothane (Al-gifari, 2024).

2.1.4. Antioksidan

Antioksidan eksternal dapat diperoleh dari bahan alami dan sintetik. Contoh
antioksidan sintetik yang digunakan sebagai antioksidan dalam makanan adalah
senyawa t-butil hidroksi anisol (BHA) dan di-t-butil hidroksitoluen (BHT).
Ini digunakan untuk mengontrol oksidasi lipid dalam makanan, tetapi tidak
digunakan sebagai bahan terapi karena kemungkinan efek samping yang
berbahaya. Karena dapat meningkatkan risiko penyakit karsinogenik pada
manusia dan kerusakan hati, maka perlu alternatif lain yaitu dengan antioksidan
alami (Wahdaningsih et al., 2013).

Tanaman kopi adalah salah satu sumber antioksidan alami, yang baik untuk
kesehatan menurut beberapa penelitian. Antioksidan sendiri memiliki kemampuan
untuk menghentikan reaksi berantai radikal bebas dengan memberikan
elektronnya kepada molekul radikal bebas melalui struktur molekulnya (Ajhar &
Meilani, 2020). Juga diantaranya antioksidan yang banyak terdapat dalam buah
dan sayur antara lain vitamin C, vitamin E, karotenoid, dan senyawa fenolik,
khususnya flavonoid. Senyawa polifenol, asam klorogenat dan kafein adalah salah
satu senyawa kimia yang memiliki sifat antioksidan yang paling banyak
ditemukan dalam kopi.

Asam klorogenat ( CisHisOo ) merupakan ester yang disintesis dari asam

trans-sinamat (misalnya, caffein, ferulic, dan p-coumaric) dalam hubungannya
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dengan asam kuinat yang memiliki gugus hidroksil yang terletak dalam orientasi
aksial pada karbon 1 dan 3, serta gugus hidroksil ekuator pada karbon (Furgan &
Nurman, 2020). Aktivitas antioksidan asam klorogenat lebih tinggi daripada
aktivitas antioksidan kafein, karena asam klorogenat memiliki gugus hidroksil
yang lebih banyak yang mempengaruhi aktivitas antioksidan (Pebriati & Diana,

2023). Adapun struktur kimia asam klorogenat dapat dilihat pada Gambar 2.11.

OH

Gambar 2.11 Struktur asam klorogenat

Kopi juga dikenal karena kandungan kafeinnya yang tinggi. Kafein adalah
senyawa alkaloid xantina dengan kristal prisma berbentuk hexagon yang tidak
berbau, berasa pahit, dan stabil pada panas. Meskipun demikian, hanya
menyumbang kurang dari sepuluh persen dari rasa pahit kopi (Wahyungingsih,
2018). Kafein adalah senyawa alkaloid yang berasal dari "methylxanthine 1,3,6-
trimethylxanthyne"”. Kafein memiliki rumus kimia CgHioN4sO, dan memiliki
struktur cincin heterosiklik. Kafein ada secara alami dalam biji kopi, daun teh, dan
mente. Kafein larut dengan mudah dalam air, terutama air panas, sehingga kopi
dapat diekstrak saat diseduh dan memiliki rasa pahit yang unik. Struktur kimia

kafein dapat dilihat pada Gambar 2.12.
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Gambar 2.12 Struktur kimia kafein

2.1.5. Metode Pengujian Aktivitas Antioksidan

Penilaian aktivitas antioksidan dapat dilakukan baik in vivo maupun in
vitro. Metodologi yang digunakan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan
meliputi metode DPPH, metode ABTS, metode kapasitas penyerapan radikal
oksigen (ORAC), metode daya antioksidan pereduksi besi (FRAP), uji daya
reduksi, uji penghambatan xantin oksidase, uji penghambatan radikal superoksida,
uji penghambatan radikal hidroksil, dan uji penghambatan radikal oksida nitrat.
Namun, metode DPPH adalah yang paling umum digunakan karena mudah
digunakan, cepat, cukup teliti, dan efektif dalam pelarut organik, terutama alkohol
(Wahyungingsih, 2018).

Pada panjang gelombang 517 nm, DPPH menghasilkan serapan warna ungu
gelap yang kuat (Membri et al., 2021). Percobaan dengan radikal DPPH terjadi
karena reaksi transfer atom hidrogen yang dilakukan oleh senyawa antioksidan,
senyawa radikal DPPH yang berwarna ungu berubah menjadi kuning. Akibatnya,

radikal DPPH menjadi stabil (Wulandari R.T., 2021).
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2.1.6. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

Metode DPPH merupakan penilaian aktivitas antioksidan menggunakan
reagen DPPH yang berfungsi sebagai senyawa radikal (Halimatus Zahroh, 2022).
Berdasarkan kemampuannya, senyawa alami untuk menghambat proses oksidasi
melalui interaksi dengan radikal bebas, sehingga menjaga genetik struktur seluler
dalam kondisi fisiologis. Reaksi oksidasi secara efektif terhambat melalui proses
reduksi. Perubahan warna menunjukkan penurunan DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) melalui transfer elektron atau hidrogen dari senyawa antioksidan.
Akibatnya, warnanya beralih dari violet ke kuning yang diukur dengan microplate
reader.

Penetapan aktivitas antioksidan menggunakan alat ukur microplate reader
dengan pembanding larutan asam askorbat, kemudian dibuat kurva standar dengan
menghubungkan konsentrasi larutan standar dengan absorbansinya, penetapan
aktivitas antioksidan didapat dari nilai 1Cso. Nilai I1Cs didapat dari nilai serapan
larutan DPPH sebelum dan sesudah penambahan sampel dihitung sebagai %
inhibisi dan probit. Hasil perhitungan probit dimasukkan ke dalam persamaan
regresi dengan log konsentrasi sebagai absis (sumbu X) dan nilai probit sebagai

ordinatnya (sumbu Y).

2.1.7. Microplate Reader (Elisa Reader)
Microplate reader adalah alat spektrofotometer khusus yang dirancang
untuk membaca lempeng mikro (microplate). Alat ini bekerja berdasarkan prinsip

spektrofotometri yang sama seperti metode konvensional, namun memiliki
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keunggulan dalam kemampuan menganalisis lebih banyak sampel secara
bersamaan (Nurfatmasari, 2021). Microplate Reader pada dasarnya melakukan
beberapa fungsi, termasuk mengukur fluoresensi dan luminesensi bahan kimia
pewarna yang berfluoresensi atau memancarkan panjang gelombang saat terkena
cahaya. Jumlah refleksi, penyerapan, dan warna selanjutnya digunakan untuk
menentukan serta mengukur kuantitas suatu zat. Awalnya, microplate reader
dibuat untuk mengukur tes antibodi, tetapi sekarang dapat digunakan untuk
mendeteksi dan memproses data biologis dan kimia menggunakan absorbansi
(elisas, aktivitas enzim, dan kuantifikasi asam nukleat dan protein) dan teknik
deteksi fluoresensi seperti intensitas, TRF, dan polarisasi. Selain itu, mereka juga
digunakan untuk mendeteksi narkoba, melakukan penelitian dan validasi bioassay

dan pembuatan biofarmasi (Maulidia, 2020).

Gambar 2.13 Microplate reader

Perbedaan utama antara microplate reader dan spektrofotometer
konvensional terletak pada penggunaan filter atau kisi difraksi yang membatasi
panjang gelombang cahaya yang digunakan dalam metode ELISA, biasanya

dalam kisaran 400 hingga 750 nanometer (nm). Beberapa jenis microplate reader
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juga mampu bekerja dalam rentang ultraviolet dan melakukan analisis pada
panjang gelombang antara 340 hingga 700 nm. Sebagian besar produsen
memanfaatkan sistem optik berbasis serat optik untuk mengarahkan cahaya ke
dalam sumur-sumur pada lempeng mikro yang berisi sampel. Berkas cahaya yang
menembus sampel biasanya memiliki diameter antara 1 hingga 3 mm. Cahaya
yang telah melewati sampel kemudian dideteksi oleh sistem deteksi, diperkuat
sinyalnya, dan digunakan untuk menghitung nilai absorbansi sampel. Setelah itu,
sistem pembacaan mengubah sinyal tersebut menjadi data yang dapat dianalisis
dan ditafsirkan hasilnya. Saat ini, beberapa microplate reader telah dilengkapi
dengan sistem berkas cahaya ganda (dual-beam) untuk meningkatkan akurasi

pengukuran (Nurfatmasari, 2021).

Detector and preamplifier
Measurement signal

Opening for
blank reading

RA1S

Microwell

Background reading point

Plate carrier
Fiber quide Light Source

<

Gambar 2.14 Mekanisme kerja microplate reader ELISA (Drawell, 2023)
Selain itu perbedaan lainnya Microplate Reader dengan spektrofotometer
yaitu jika microplate reader lebih singkat dibandingkan spektrofotometer, yang
dapat menggunakan banyak sampel pada jumlah dan waktu sekaligus, dapat

merekam spektrum, mengukur kinetik secara terus menerus, dan lebih sensitif.
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Sementara spektrofotometer hanya dapat mengukur satu hingga enam sampel,
tetapi lebih akurat, dapat mengukur pada semua panjang gelombang, dan
microplate reader 96-well dapat menggunakan volume yang lebih kecil, seperti

200-500 ppm (Maulidia, 2020).

2.2. Kerangka Pemikiran

Kerangka berpikir merupakan jalur pemikiran yang dirancang berdasarkan
kegiatan peneliti yang dilakukan (Ningrum, 2017). Banyak tanaman memiliki
senyawa fitokimia atau metabolit sekunder, dan banyak penelitian telah
menunjukkan bahwa tanaman memiliki kandungan atau senyawa kimia yang
bermanfaat bagi kesehatan manusia. Salah satu contohnya adalah kopi arabika,
yang dianggap memiliki sifat antioksidan yang mampu menangkal radikal bebas.
Penelitian ini dilakukan menggunakan ekstrak green bean kopi arabika, karena di
gadang-gadang mengandung senyawa kimia seperti polifenol dalam jumlah
banyak.

Antioksidan dapat mengatasi efek negatif radikal bebas; tubuh manusia
dapat menghasilkan antioksidan, tetapi jika jumlah radikal bebas dalam tubuh
meningkat, antioksidan tambahan diperlukan dari luar untuk menghentikan rantai

reaksi radikal bebas.
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Gambar 2.15 Kerangka Pemikiran



BAB 111

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Desain penelitian adalah rencana yang dibuat untuk menjawab sejumlah
pertanyaan penelitian. Ini mencakup kerangka kerja yang mencakup metode
pengumpulan, analisis, dan interpretasi data (Diana, 2023). Dalam konteks
penelitian yang dilakukan, termasuk jenis penelitian deskriptif kuantitatif dengan
metode experimental laboratories. Pelaksanaan penelitian dilakukan dengan
beberapa tahapan vyaitu pengumpulan bahan, pembuatan serbuk simplisia,
melakukan ekstraksi, pengujian aktivitas antioksidan dengan metode DPPH (2,2-

diphenyl-2-picrylhydrazyl), dan analisa data.

3.2. Variabel Penelitian

Variabel adalah segala bentuk sesuatu yang ditentukan oleh peneliti untuk
memperoleh informasi dan menarik kesimpulan. Variabel pada penelitian ini
adalah aktivitas antioksidan ekstrak green bean kopi arabika asal Papandayan

Kabupaten Garut.

3.3. Definisi Operasional
Definisi operasional adalah suatu definisi yang diberikan kepada suatu
variabel atau konstruk dengan cara memberikan arti atau menspesifikan kegiatan,

ataupun memberikan suatu operasional yang diperlukan untuk mengukur konstruk
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atau variabel tersebut. Definisi operasional pada penelitian ini dapat dilihat pada

Tabel 3.1.
Tabel 3.1 Definisi operasional
Variabel | Definisi Variabel Cara Ukur Alat Ukur | Hasil Ukur Skala
Aktivitas Nilai absorbansi Ekstrak etanol Microplat | e Sangat kuat, |Ordinal
antioksidan | sampel ekstrak green bean kopi e reader jika nilai
dalam etanol green bean | arabika ICs0= <50
ekstrak kopi arabika, dilarutkan dengan ppm
etanol green | kemudian pelarut DMSO e Kuat, jika
bean kopi dihitung dan dibuat 5 nilai 1Cso=
arabika persentase konsentrasi, 50-100 ppm
Asal inhibisi dan kemudian e Sedang, jika
Papandayan | ditentukan dimasukkan nilai 1Cso=
Kabupaten | konsentrasi kedalam 96 well 101-150 ppm
Garut penghambatan plate. Setelah itu e Lemah, jika
50% (I1Csp) ditambahkan nilai 1Csy=
DPPH ke dalam >150 ppm

well plate,
kemudian tutup
microplate
dengan
aluminium foil
dan inkubasi
selama 30 menit
pada suhu 25 °C
(keadaan gelap).
Campuran larutan
dibaca pada
microplate reader
dengan Panjang
gelombang 492
nm selama 30
detik.

3.4. Populasi dan Sampel Penelitian

3.4.1. Populasi Penelitian

Populasi adalah keseluruhan dari semua objek yang akan digunakan untuk

penelitian sesuai dengan karakteristik yang diinginkan dalam penelitian (limiana,
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2022). Populasi dalam penelitian ini adalah kopi arabika yang berasal dari buah
matang berwarna merah sempurna dan sudah berumur 10-11 bulan dan diperoleh

dari papandayan kabupaten Garut.

3.4.2. Sampel Penelitian

Sampel bertujuan untuk digunakan sebagai objek penelitian yang akhirnya
menjadi komponen yang dapat mewakili populasi (Ilmiana, 2022). Sampel pada
penelitian ini adalah ekstrak green bean kopi arabika dari JIn. Kubang badak Kp.
Patrol RT. 003 RW. 004, Desa Margamulya, Kecamatan Cikajang, Kabupaten

Garut.

3.5. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi dan Laboratorium
Bahan Alam Program Studi D-111 Farmasi STIKes Karsa Husada Garut. Penelitian

ini dilaksanakan pada bulan Februari sampai dengan Juni tahun 2025.

3.6. Instrumen Penelitian
3.6.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah batang pengaduk, labu
ukur, gelas piala, erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, kaca arloji, rotary
evaporator, corong gelas, masker, handscoon, aluminium foil, cawan porselen,

kain, kertas saring Whatman, vial, neraca analitik, reservoir, mikropipet 1000
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ppm dan 100 ppm, vortex, sentrifus, multichannel pipettor 100 ppm, microplate

reader.

3.6.2. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah green bean kopi arabika,
asam askorbat, methanol p.a, aquadest one med, pelarut (methanol/etanol), DMSO

100%, alumunium foil, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil).

3.7. Cara Pengumpulan Data
3.7.1. Pengumpulan Bahan Baku

Pengambilan sampel dilakukan di petani kopi Papandayan Kabupaten
Garut berupa green bean kopi arabika sebanyak 500 gram yang diperoleh dari Jin.
Kubang badak Kp. Patrol Rt 003 Rw 004, Desa Marga mulya, Kecamatan

Cikajang, Kabupaten Garut.

3.7.2. Pembuatan Simplisia dan Serbuk
Sampel green bean kopi arabika yang didapat dari Papandayan Kabupaten
Garut dibuat menjadi simplisia dengan cara dikeringkan, lalu dihaluskan untuk

menjadi serbuk dengan cara digiling menggunakan alat penggiling kopi.

3.7.3. Pembuatan Ekstrak
Proses ekstraksi dilakukan sesuai dengan prosedur yang tercantum dalam

Farmakope Herbal Indonesia. Tujuan dari ekstraksi yaitu untuk menarik
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komponen senyawa atau metabolit sekunder dari sebuah sampel simplisia dengan
prinsip perpindahan massa komponen suatu zat dengan menggunakan pelarut.
Pembuatan ekstrak green bean kopi arabika dilakukan menggunakan metode
maserasi. Proses maserasi dilakukan dengan merendam green bean kopi arabika
dalam pelarut etanol 96% selama 3 x 24 jam. Timbang serbuk green bean kopi
arabika sebanyak 400 gram. Masukkan pelarut etanol 96% sebanyak 4 liter ke
dalam wadah yang berisi serbuk green bean kopi arabika, aduk hingga merata,
kemudian tutup wadah menggunakan aluminium foil, dan diamkan selama 3 x 24
jam dalam suhu kamar dan pada 6 jam pertama dilakukan pengadukan, kemudian
didiamkan selama tanpa diaduk. Setelah didiamkan air rendaman green bean kopi
arabika disaring dengan menggunakan kertas saring agar ampas green bean kopi
arabika dengan filtratnya terpisahkan. Setelah proses ekstraksi selesai, larutan
ekstrak diuapkan menggunakan rotary evaporator untuk menghilangkan pelarut.
Proses penguapan dilakukan sampai ekstrak green bean kopi arabika murni benar-
benar terpisah dari etanol. Hasil akhirnya adalah ekstrak kental (seperti pasta),
yang merupakan ekstrak murni dari sampel bahan. Setelah diperoleh ekstrak
kental, dilakukan perhitungan persentase rendemen untuk mengetahui efisiensi

ekstraksi, dengan rumus (Handayani et al., 2019) :

Bobot ekstrak yang diperoleh (gram)

% Rendemen = ( ) X 100

Bobot simplisia sebelum diekstraksi (gram)

3.7.4. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
1. Pembuatan Larutan DPPH

a. Pembuatan Larutan Induk DPPH (1 mM)
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Sebanyak 39,4 mg DPPH ditimbang dan dimasukkan ke dalam labu ukur
100 mL, kemudian dilarutkan dengan metanol hingga homogen. Lapisi
tabung dengan aluminum foil dan simpan pada freezer jika belum
digunakan.

b. Pembuatan Larutan DPPH (0,1 mM)
Larutan induk DPPH dipipet sebanyak 15 mL, kemudian ditambahkan
methanol p.a sampai volume yang diinginkan. Lapisi tabung dengan
aluminum foil dan simpan pada freezer jika belum digunakan.

2. Pembuatan Larutan Standar

a. Pembuatan Larutan Induk Asam askorbat (1.000 ppm)
Serbuk asam askorbat ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan
aquadest sebanyak 10 mL, kemudian dihomogenkan.

b. Pembuatan Larutan Asam Askorbat (100 ppm)
Larutan induk asam askorbat dipipet dan dimasukkan kedalam tabung
dengan volume 1,5 mL sebanyak 100 ppm dan ditambahkan aquadest one
med sebanyak 900 ppm. Lapisi tabung dengan aluminum foil dan simpan
pada freezer jika belum digunakan.

c. Pembuatan Larutan Deret Asam Askorbat
Larutan deret asam askorbat (25,00; 12,5; 6,25; 3,13 dan 1,56 ppm) dibuat
dengan cara memipet larutan askorbat 100 ppm kedalam microtube 1,5 mL
dan tambahkan aquadest one med, kemudian dihomogenkan.

3. Pembuatan Larutan Sampel

a. Pembuatan Larutan Sampel (100.000 ppm)



35

Sampel ditimbang 100 mg dan dilarutkan dengan pelarut DMSO sebanyak
1 mL, campuran dihimogenkan dengan vortex.
b. Pembuatan Deret Sampel (100.000 ppm)
Pipet larutan sampel 100.000 ppm kedalam tabung 1,5 mL, tambahkan
pelarut sesuai volume yang telah di hitung dan homogenkan.
4. Pengujian Aktivitas Antioksidan
Skema pengujian dibuat seperti gambar dibawah ini. Pipet larutan sampel dan
standar sebanyak 80 ppm ke 96 well plate mulai dari konsentrasi terbesar
sampai konsentrasi terkecil. Setiap konsentrasi di masukan ke dalam 3 well
(Triplo). Kosongkan 3 well untuk blanko media (blanko media berisi 80 ppm
pelarut dan ditambahkan 80 ppm larutan DPPH 0,1 mM). Pindahkan larutan
DPPH 0,1 mM ke wadah plastik (secukupnya). Masukan larutan DPPH 0,1
mM sebanyak 80 ppm menggunakan multichannel pipet ke well plate yang
sudah berisi standar dan sampel. Tutup microplate dengan aluminium foil dan
inkubasi selama 30 menit pada suhu 25°C (keadaan gelap). Setelah 30 menit
campuran larutan di baca pada microplate reader dengan panjang gelombang

492 nm selama 30 detik dengan fibration shake medium (Tang et al., 2019).

1
Q“OOOOOO
LIIE 9659000000
CO@O@O@O@O
OS99 000000
CSICS IO OOOOO

Standar asam askorbat Blanko
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3.8. Analisis Data

Analisis yang digunakan bersifat eksperimental berupa data kuantitatif
berdasarkan hasil penelitian di laboratorium. Hasil dari pengukuran menggunakan
microplate-reader berupa panjang gelombang, yang nantinya akan diperoleh nilai
persentase hambatan DPPH yang selanjutnya akan dihitung dengan rumus

berikut;

Absorbansi Blanko—Absorbansi Sampel

% Inhibisi = (

) X 100

Absorbansi Blanko

Setelah didapatkan persentase hambatan dilakukan pencarian nilai 1Cso melalui
persamaan regresi linier y = a + bx, dimana y adalah % hambat dan x adalah nilai

ICso. Nilai 1Cso dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

50—Intersep
|C50 -
Slope

Aktivitas antioksidan dapat diklasifikasikan berdasarkan kekuatan kerjanya, yang
biasanya diukur dengan nilai 1Cso. Nilai 1Csy adalah konsentrasi zat yang
dibutuhkan untuk menghambat 50% aktivitas radikal bebas. Semakin rendah nilai
ICs0, semakin kuat aktivitas antioksidannya. Klasifikasi kekuatan aktivitas

antioksidan berdasarkan nilai 1Csq dapat dilihat pada Tabel 3.2 (Stephanie, 2014).

Tabel 3.2 Klasifikasi Antioksidan

1Cs0 (ppm) Antioksidan
<50 Sangat Kuat
50 - 100 Kuat
101 - 150 Sedang

151 - 200 Lemah




BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian
4.1.1. Hasil Simplisia dan Serbuk

Pemeriksaan organoleptik simplisia green bean kopi arabika menunjukkan
bentuk biji utuh dengan warna hijau kekuningan, aroma khas biji kopi. Tidak
ditemukan serangga atau jamur pada pemeriksaan visual. Sampel simplisia kering
yang digunakan yaitu green bean kopi arabika dan dihaluskan menggunakan
mesin penggiling (grinder). Penggilingan ini bertujuan untuk mempermudah
proses ekstraksi, sehingga senyawa-senyawa kimia dalam kopi dapat terekstrak
secara optimal. Hasil dari serbuk green bean kopi arabika sebanyak 400 gram

yang berwarna hijau kekuningan, berbau khas, dan bertekstur agak halus.

4.1.2. Hasil Ekstraksi Green Bean Kopi Arabika

Hasil ekstraksi 400 gram serbuk simplisia kopi arabika dengan cara
maserasi menggunakan pelarut etanol 96% secara bertahap. Ekstraksi sampel
green bean diperoleh ekstrak etanol sebanyak 13,7 gram dengan rendemen
sebesar 3,425%. Hasil ekstraksi serbuk simplisia kopi arabika dapat dilihat pada

Tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Hasil ekstraksi serbuk simplisia green bean kopi arabika

Bobot

No Sampel Berat Volume ekstrak Rendemen
P simplisia (g) pelarut (L) @ (%)
1 Green Bean 400 4 13.7 3425
Kopi Arabika

4.1.3. Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan

4.1.3.1. Hasil Analisis Aktivitas Antioksidan dan Nilai 1Csy Sampel Uji
Berdasarkan hasil analisis aktivitas antioksidan sampel uji adalah sebagai

berikut;

Tabel 4.2 Nilai absorbansi DPPH ekstrak green bean kopi arabika

Larutan uji Konsentrasi Absorbansi Rata—rata_ Stan.da_r
(ppm) | I i Absorbansi  Deviasi
Blanko 0 0,2228 10,2247 0,2240 0,2238 0,4293
Ekstrak 25,00 0,1018 0,1086 0,1068 0,1057 3,3322
green bean 12,50 0,1437 10,1485 0,1475 0,1466 1,7279
kopi arabika 6,25 0,1670 0,1733 0,1706 0,1703 1,8560
3,13 0,1765 0,1825 0,1820 0,1803 1,8461
1,56 0,1861 0,1885 0,1891 0,1879 0,8448

Tabel 4.3 Nilai persentase inhibisi DPPH ekstrak green bean kopi arabika

Larutan uji Konsentrasi % Inhibisi Rata-rata  Standar
(ppm) I 1 Il % Inhibisi  Deviasi
Blanko 0 0 0 0 0 0
Ekstrak 25,00 54,31 51,67 52,32 52,77 1,38
green bean 12,50 35,50 33,91 34,15 34,52 0,86
kopi arabika 6,25 25,04 22,87 23,84 23,92 1,09
3,13 20,78 18,78 18,75 19,44 1,16
1,56 16,47 16,11 15,58 16,05 0,45

Hasil aktivitas antioksidan ekstrak green bean kopi Arabika menunjukkan
adanya penurunan nilai absorbansi DPPH yang sebanding dengan peningkatan

konsentrasi larutan uji setelah penambahan larutan uji dengan konsentrasi 25,00
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ppm; 12,50 ppm; 6,25 ppm; 3,13 ppm dan 1,56 ppm. Persamaan regresi linier
digunakan untuk menghitung nilai 1Cso dengan memplot konsentrasi larutan uji
dan persentase inhibisi DPPH sebagai parameter aktivitas antioksidan.
Konsentrasi sampel (ppm) digambarkan sebagai absis (sumbu X), dan nilai
persentase inhibisi digambarkan sebagai ordinat (sumbu Y).

Dari data pada Tabel 4.3 dibuat grafik hubungan antara konsentrasi ekstrak

green bean kopi arabika dengan persentase inhibisi atau aktivitas antioksidan

(Gambar 4.1).
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Gambar 4. 1 Grafik hubungan antara konsentrasi ekstrak green bean kopi arabika
dengan persentase inhibisi

Penurunan absorbansi ini mengindikasikan kemampuan ekstrak kopi
Arabika dalam menangkap radikal bebas DPPH, yang ditandai dengan perubahan
warna larutan dari ungu menjadi kuning. Penurunan absorbansi DPPH dan

persentase inhibisi dengan penambahan ekstrak green bean kopi arabika. Hasil
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persamaan regresi linier dan analisis 1Cso untuk ekstrak green bean kopi arabika
dapat dilihat pada tabel 4.4

Tabel 4. 4 Hasil persamaan regresi linear dan nilai 1Csg ekstrak green bean kopi

arabika
Koefisien
Larutan uji Persamaan regresi korelasi JC%  Ratarata
(R?) (ppm) ICs0
Ekstrak green  y = 1,5832x + 15,085 0,9975 22,05
bean kopi y = 1,5244x + 13,902 09984 23,68 22,98

arabika
y = 1,5570x + 13,845 0,9983 23,22

Secara keseluruhan, hasil ini menegaskan bahwa ekstrak green bean

memiliki rata-rata nilai 1Cso sebesar 22,98 ppm.

4.1.3.2. Hasil Analisis Aktivitas Antioksidan dan Nilai 1Csy Kontrol Positif
Berdasarkan hasil analisis aktivitas antioksidan kontrol positif adalah

sebagai berikut;

Tabel 4.5 Nilai absorbansi DPPH asam askorbat

Larutan uji Konsentrasi Absorbansi Rata-rata Standar
(ppm) | I 11 Absorbansi  Deviasi
Blanko 0 0,2265 0,2223 0,2233 0,2240 0,9793
Asam 12,50 0,0648 0,0591 10,0676 0,1464 0,0043
askorbat 10,00 0,1057 0,0939 0,0982 0,0992 0,0060
5,00 0,721 0,1719 0,1710 0,1716 0,0006
3,75 0,1871 0,1824 0,1818 0,1837 0,0029
1,75 0,2115 0,2080 0,2107 0,2100 0,0018

Tabel 4.6 Nilai persentase inhibisi DPPH asam askorbat

Larutan uji Konsentrasi % Inhibisi Rata-_ra_tq Stan_da_r
(ppm) [ I Il % Inhibisi  Deviasi

Blanko 0 0 0 0 0 0

Asam 12,50 71,39 73,41 69,73 71,51 1,85

askorbat 10,00 53,33 57,76 56,02 55,71 2,23
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5,00 24,02 22,67 23,42 23,37 0,67
3,75 17,40 17,95 18,58 17,98 0,60
1,75 6,62 6,43 5,64 6,23 0,52

Terlihat hubungan positif : semakin tinggi konsentrasi asam askorbat,
semakin tinggi persentase inhibisi DPPH. Pada konsentrasi > 10 ppm, aktivitas
sudah cukup tinggi (>50%), menunjukkan potensi kuat dalam menangkap radikal
bebas. Di bawah 5 ppm, aktivitas menurun tajam, menandakan dosis berpengaruh
besar pada efektivitas. Data pada tabel 4.6 dibuat grafik hubungan antara

konsentrasi pembanding asam askorbat dengan persentase inhibisi pada

Gambar 4.2
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Gambar 4.2 Grafik hubungan antara konsentrasi asam askorbat dengan
persentase inhibisi

Dari data tabel uji DPPH, asam askorbat mampu menghambat 50% radikal
bebas DPPH. Selanjutnya dihitung dengan menggunakan hasil persamaan regresi
linier dan nilai 1Cso untuk asam askorbat sebagai kontrol positif dapat dilihat pada

tabel 4.7
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Tabel 4. 7 Hasil persamaan regresi linear dan nilai 1Csy asam askorbat

Koefisien Rata-rata
Larutan uji Persamaan regresi korelasi >0
(RZ) (ppm) 1Cso
Asam askorbat y =5 9872x — 4,9633 0,9976 9,18
y = 6,3407x — 6,2029 0,9966 8,86 9,06
y =6,0076x —4,9701 0,9984 9,15

Pada Tabel 4.7 di atas, asam askorbat menunjukkan aktivitas antioksidan
yang sangat kuat dengan nilai ICs rata-rata sebesar 9,06 ppm. Dibandingkan

dengan ekstrak green bean nilai ini tergolong sangat rendah.

4.2. Pembahasan

Penelitian ini berfokus pada evaluasi aktivitas antioksidan dari ekstrak green
bean kopi arabika (Coffea arabica L.), yang dikenal memiliki kandungan senyawa
bioaktif potensial. Tujuan utama dari studi ini adalah untuk menentukan nilai ICso
konsentrasi ekstrak yang diperlukan untuk menghambat 50% aktivitas radikal
bebas dengan menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pycrylhydrazyl) yang
dibaca oleh microplate reader.

Tahap pertama dalam penelitian ini adalah pengumpulan bahan. Proses
pengumpulan bahan dilakukan dengan pendekatan yang memperhatikan aspek
keberlanjutan dan kualitas tanaman. Petani lokal yang berpengalaman di wilayah
tersebut berperan penting dalam proses ini, memastikan bahwa biji kopi yang
dihasilkan memenuhi standar kualitas yang ditetapkan. Setelah pengumpulan,
green bean akan melalui proses pasca-panen yang meliputi pengeringan dan

penyimpanan yang tepat. Hal ini bertujuan untuk menjaga kualitas biji kopi
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sebelum digunakan dalam penelitian lebih lanjut, seperti analisis kandungan
kimia, uji rasa, dan potensi pengolahan menjadi produk olahan kopi.

Dalam penelitian ini, green bean kopi arabika diproses melalui metode full
wash untuk pembuatan simplisia. Metode ini dimulai dengan mengupas kulit buah
kopi menggunakan mesin depulper, yang bertujuan untuk memisahkan biji dari
daging buah. Setelah pengupasan, biji kopi direndam dalam air selama 12 - 48
jam untuk menghilangkan mucilage, atau lendir yang masih menempel pada biji.
Proses fermentasi sangat penting untuk menghasilkan rasa yang lebih bersih dan
cerah. Setelah fermentasi, biji kopi dicuci untuk menghilangkan sisa lendir, yang
dilakukan dengan air bersih dalam jumlah yang cukup. Proses terakhir adalah
pengeringan biji kopi. Biji kopi yang telah dicuci kemudian dijemur
menggunakan di bawah sinar matahari hingga kadar airnya mencapai sekitar 10 -
12%. Proses ini penting untuk memastikan bahwa biji kopi dapat disimpan dalam
jangka waktu yang lama tanpa rusak atau tercemar. Untuk kebutuhan penelitian
dilanjutkan dengan dibuat serbuk.

Green bean adalah biji kopi mentah yang telah dipanen, diproses, dan
dikeringkan, namun belum melalui proses pemanggangan (roasting). Maka dari
itu penelitian ini dilanjutkan dengan proses ekstraksi, proses ekstraksi digunakan
untuk mengisolasi senyawa kimia tertentu. Proses ekstraksi adalah proses
pemisahan bahan campuran dengan menggunakan pelarut yang sesuai (Sasadara
& Wiranata, 2022). Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah
maserasi, yaitu teknik ekstraksi padat-cair yang dilakukan dengan merendam

serbuk simplisia dalam pelarut pada suhu kamar. Proses ini melibatkan beberapa
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kali pengadukan untuk memastikan pelarut dapat menembus dinding sel dan
menarik senyawa aktif dari dalam sel tanaman. Maserasi dipilih karena efektif
dalam mengekstraksi metabolit sekunder dari tanaman, terutama senyawa yang
tidak tahan terhadap pemanasan. Selain itu, metode ini menggunakan peralatan
yang sederhana dan mudah dioperasikan, menjadikannya pilihan yang efisien
untuk penelitian skala kecil hingga menengah.

Proses maserasi dilakukan dengan merendam 400 gram serbuk simplisia
dalam etanol 96% sebagai pelarut polar, selama 3 x 24 jam. Setiap periode
melibatkan pengadukan untuk memastikan ekstraksi senyawa secara maksimal.
Setelah proses perendaman selesai, filtrat disaring menggunakan kain flanel dan
kertas saring untuk memisahkan ekstrak cair dari ampas. Filtrat yang diperoleh
kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C untuk
menghilangkan pelarut, menghasilkan ekstrak pekat/kental. Proses ini efektif
untuk mengekstraksi senyawa aktif dari tanaman, terutama yang tidak tahan
terhadap panas.

Jenis pelarut yang digunakan sangat memengaruhi proses ekstraksi senyawa
aktif dari bahan alam. Dengan kemampuan untuk melarutkan berbagai senyawa
bioaktif, termasuk antioksidan, etanol 96 % adalah salah satu pelarut polar yang
paling sering digunakan dalam proses ekstraksi. Namun, tingkat keberhasilan
etanol 96% dalam mengekstrak senyawa antioksidan bervariasi tergantung pada
jenis tanaman dan metode ekstraksi yang digunakan. Etanol 96% sering
digunakan sebagai pelarut dalam ekstraksi karena memiliki beberapa keuntungan.

Beberapa di antaranya adalah titik didihnya yang rendah, yang membuatnya
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mudah diuapkan dari ekstrak, tidak berbahaya dan ramah lingkungan, dapat
mencegah pertumbuhan mikroba pada ekstrak dan melarutkan senyawa aktif
dengan berbagai tingkat kepolaran (Marpaung & Septiyani, 2020). Selanjutnya,
dilakukan perhitungan rendemen untuk mengetahui efisiensi ekstraksi dari bahan
simplisia yang digunakan. Rendemen mengukur perbandingan antara berat
ekstrak yang diperoleh dengan berat awal simplisia yang diekstraksi. Semakin
tinggi nilai rendemen, semakin banyak senyawa aktif yang berhasil diekstraksi
dari bahan tersebut (Marpaung & Septiyani, 2020). Ekstraksi sampel green bean
diperoleh ekstrak sebanyak 13,7 gram dengan rendemen sebesar 3,425%. Hasil ini
terbilang cukup rendah dikarenakan pada saat tahap maserasi hanya dilakukan
satu kali selama 3 x 24 jam, yang menyebabkan diperoleh ekstrak yang kurang.

Sedangkan kadar asam klorogenat yang diperoleh sesuai literatur
menyatakan kadar asam klorogenat pada kopi hijau Arabika (Coffe arabica
L.) adalah sebesar 4,1 - 7,9% (Farah A, 2012).

Uji aktivitas antioksidan dalam penelitian ini dilakukan menggunakan
metode DPPH dengan bantuan instrumen microplate reader 96 well untuk
memperoleh hasil yang cepat, akurat, dan efisien pada panjang gelombang 492
nm. Dalam penelitian ini, radikal bebas yang digunakan adalah DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) dipilih karena memiliki banyak keunggulan, yang
menjadikannya metode yang umum dan efektif untuk mengukur aktivitas
antioksidan. Selain itu, metode pengujian dengan radikal bebas DPPH dipilih

karena kesederhanaannya, kemudahan, kecepatan, sensitivitas, dan hanya
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memerlukan sedikit sampel. Reaksi dari suatu radikal bebas (DPPH) dengan

antioksidan pada Gambar 4.3.

Q0 QL

Ne NH
O:N No:  + RH = o:N N0, + R*
Senyawa
Antioksidan
NO: NO:
Diphenyl picrylhidrazile Diphenyl picrylhidrazine
(berwarna ungu) (berwarna kuning)

Gambar 4.3 Reaksi DPPH dengan senyawa antioksidan (Molyneux, 2004)

Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan transfer elektron yang dilakukan
oleh antioksidan. Keberadaan elektron tak berpasangan pada radikal bebas DPPH
menyebabkan senyawa ini memiliki serapan maksimum pada panjang gelombang
492 nm, yang memberikan warna ungu violet. Suatu senyawa dikatakan memiliki
aktivitas antioksidan apabila mampu menyumbangkan atom hidrogen pada radikal
bebas DPPH. Proses ini ditunjukkan dengan perubahan warna dari ungu menjadi
kuning pucat. Perubahan warna tersebut terjadi akibat reaksi antara DPPH dengan
senyawa antioksidan, yang mengakibatkan perubahan struktur resonansi DPPH.
Pudarnya warna ini juga ditandai dengan penurunan absorbansi DPPH pada

panjang gelombang maksimum yang diukur.
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Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan nilai  ICso  (Inhibition
Concentration 50%), vyaitu konsentrasi ekstrak yang dibutuhkan untuk
menghambat 50% aktivitas radikal bebas. Nilai 1Csy untuk setiap konsentrasi
sampel diperoleh melalui perhitungan menggunakan persamaan regresi linier dari
grafik hubungan antara konsentrasi sampel dan persentase inhibisi. Persamaan
yang digunakan berbentuk y = ax + b, dimana konsentrasi sampel (ppm)
ditempatkan pada sumbu (x), sedangkan persentase inhibisi berada pada sumbu
(y) (Yusnita, 2023).

Aktivitas antioksidan dari suatu senyawa dapat digolongkan berdasarkan
nilai 1Cso yang diperoleh. Jika nilai 1Cso suatu ekstrak berada di bawah 50 ppm
maka aktivitas antioksidan sangat kuat, nilai 1Csp berada diantara 50-100 ppm
berarti aktivitas antioksidan kuat, nilai I1Csy berada diantara 100-150 ppm berarti
aktivitas antioksidannya sedang, nilai 1Cso berada di antara 150-200 ppm berarti
aktivitas antioksidan nya lemah, sedangkan apabila nilai ICsy berada di atas 200
ppm maka aktivitas antioksidan nya sangat lemah (Stephanie, 2014).

Pengukuran aktivitas antioksidan dari ekstrak green bean kopi arabika
(Coffea arabica L.) dilakukan pada lima variasi konsentrasi yaitu 25,00 ppm;
12,50 ppm; 6,25 ppm; 3,13 ppm dan 1,56 ppm. Selain ekstrak, asam askorbat
digunakan sebagai pembanding (kontrol positif) dalam uji ini dengan variasi
konsentrasi 12,50 ppm; 10,00 ppm; 5,00 ppm; 3,75 ppm dan 1,75 ppm. Sebelum
pengukuran absorbansi dilakukan, larutan uji terlebih dahulu diinkubasi selama 30
menit dalam kondisi tertutup menggunakan aluminium foil. Tujuan dari proses ini

adalah untuk memastikan bahwa reaksi antara senyawa-senyawa dalam ekstrak
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dengan radikal bebas DPPH berlangsung secara optimal. Pengukuran dilakukan
pada panjang gelombang 492 nm, karena pada panjang gelombang tersebut DPPH
menunjukkan serapan maksimum. Namun, intensitas serapan ini akan menurun
ketika elektron tidak berpasangan dalam DPPH mulai berpasangan akibat reaksi
dengan senyawa uji (Yusnita, 2023).

Berdasarkan hasil penelitian nilai persentase inhibisi ekstrak green bean
kopi arabika terhadap DPPH konsentrasi 25,00 ppm, 12,50 ppm, 6,25 ppm , 3,13
ppm dan 1,56 ppm adalah 52,76%, 34,52%, 23,92%, 19,43%, 16,05%. Nilai 1Cs
ekstrak etanol green bean adalah 22,98 ppm yang didapatkan dari persamaan
regresi linear. Nilai ICsy yang didapatkan dari ekstrak green bean kopi arabika
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat (Stephanie, 2014). Hasil
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak berbanding lurus dengan
peningkatan persen inhibisi, yang mengindikasikan kemampuan ekstrak dalam
meredam radikal bebas semakin tinggi seiring dengan meningkatnya konsentrasi.
Hal ini menunjukkan bahwa senyawa aktif dalam ekstrak green bean memiliki
sifat antioksidan yang bersifat konsentrasi-dependent, di mana efektivitas
antioksidan meningkat seiring bertambahnya jumlah senyawa aktif yang bereaksi
dengan radikal DPPH.

Asam askorbat digunakan sebagai kontrol positif dalam pengujian karena
berperan sebagai antioksidan alami yang efektif. Senyawa ini mampu menangkap
radikal bebas, mencegah terjadinya reaksi berantai, serta memiliki aktivitas

antioksidan yang sangat tinggi. Selain itu, asam askorbat mudah diperoleh dan
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mengandung gugus hidroksil bebas yang berfungsi sebagai penangkap radikal
bebas (Yusnita, 2023).

Berdasarkan hasil penelitian nilai persentase inhibisi asam askorbat sebagai
kontrol positif dengan konsentrasi 12,50 ppm, 10,00 ppm, 5,00 ppm, 3,75 ppm
1,75 ppm adalah 71,51%, 55,69%, 23,37%, 17,97%, 6,23%. Nilai I1Cs, asam
askorbat 9,06 ppm artinya asam askorbat memiliki aktivitas antioksidan sangat
kuat dan sesuai dengan sifat asam askorbat sebagai antioksidan murni yang kuat
(Stephanie, 2014).

Hasil pengukuran aktivitas aktioksidan tersebut apabila dibandingkan
dengan penelitian yang lain, yaitu dengan nilai 1Cs, diperoleh sebesar 32,99 ppm
untuk kopi light, 28,95 ppm untuk kopi medium, dan 41,18 ppm untuk kopi dark,
ekstrak biji kopi arabika menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat, dengan
nilai 1Csop <50 ppm menunjukkan bahwa ekstrak biji kopi arabika memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat (Al-gifari, 2024). Penelitian terhadap green
bean kopi arabika asal papandayan Garut lebih kecil dibandingkan dengan kopi
arabika pada berbagai perlakuan roasting dengan nilai ICs yaitu sebesar 22,98
ppm. Nilai ICso ekstrak kopi arabika berbeda-beda tergantung pada banyak hal,
termasuk lingkungan tumbuh, perlakuan pascapanen, dan komposisi kimia biji
kopi. Faktor utama yang memengaruhi adalah kandungan senyawa bioaktif seperti
asam klorogenat, kafein, flavonoid, dan fenolik total, yang berfungsi sebagai
antioksidan alami. Varietas kopi, ketinggian tempat tumbuh, jenis tanah, dan
kondisi iklim seperti suhu dan curah hujan juga memengaruhi kandungan senyawa

bioaktif.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
ekstrak green bean kopi arabika asal papandayan kabupaten Garut memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai 1Csy sebesar 22,98 ppm. Hal
ini menunjukkan bahwa green bean kopi arabika berpotensi tinggi sebagai sumber
antioksidan alami yang dapat dimanfaatkan dalam bidang pangan, farmasi, atau
kosmetik untuk menangkal efek negatif dari radikal bebas yang berkontribusi

terhadap berbagai penyakit degeneratif dan proses penuaan.

5.2. Saran

Mengingat tingkat produksi dan konsumsi kopi arabika dan varietas lain di
Kabupaten Garut yang tinggi dan pemanfaatan green bean masih kurang, peneliti
selanjutnya harus setidaknya memberikan informasi dan edukasi lebih lanjut
tentang senyawa-senyawa yang terkandung dalam tanaman kopi khususnya green
bean yang bermanfaat bagi kesehatan bagi masyarakat umum dan para petani kopi
untuk meningkatkan kualitas dan nilai jual kopi yang berasal dari Kabupaten

Garut.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram alir penelitian

Green Bean Kopi Arabika

Pengambilan, sortasi
basah, pencucian,
fermentasi, pengeringan,
sortasi kering dan
penyerbukan

\

J

Serbuk Simplisia Green
Bean Kopi Arabika

Penimbangan,
pengekstrakan dengan
metode maserasi secara
bertahap menggunakan

pelarut etanol 96%

Ekstrak Etanol Green
Bean Kopi Arabika

Penentuan Kadar Aktivitas Antioksidan
dengan Metode DPPH menggunakan

Microplate reader
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Lampiran 2. Diagram alir pembuatan ekstrak

Serbuk Kering Simplisia
Green Bean Kopi Arabika

- Dimaserasi dengan
pelarut etanol 96%
- Disaring

[ Filtrat ]4_ —»[ Residu ]

dipekatkan

v

Ekstrak Etanol Green
Bean Kopi Arabika




Lampiran 3. Perhitungan rendemen ekstrak green bean kopi arabika

Ekstrak Etanol Green Bean Kopi Arabika

Bobot ekstrak yang diperoleh

Rend o) — x 100
endemen (%) Bobot simplisia awal

)

400

Rendemen (%) = X 100

= 3,425%
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Lampiran 4. Perhitungan persentase inhibisi DPPH

Persentase inhibisi dihitung dengan menggunakan rumus berikut :

... . Aplanko - A 1
% Inhibisi = —————="P= ¥ 100
blanko

Keterangan :
Apianko = absorbansi tidak mengandung sampel
Asamper = absorbansi sampel

1. %lInhibisi DPPH oleh ekstrak green bean kopi arabika
a. Reflikasi 1 < Apjanko = 0,2228
e Konsentrasi 25,00 ppm = Asampel = 0,1018

0,2228 — 0,1018

% Inhibisi = 3326 x 100 =54,31%
e Konsentrasi 12,50 ppm = Asampel = 0,1437

0,2228 —0,1437

% Inhibisi = 255 X100 =35,50%
e Konsentrasi 6,25 ppm = Asampel = 0,1670

0,2228 — 0,1670

% Inhibisi = 3376 x 100 = 25,04%
e Konsentrasi 3,13 ppm = Asampel = 0,1765

% Inhibisi = %2208”65 x 100 = 20,78%

e Konsentrasi 1,56 ppm = Asamper = 0,1861

0,2228 — 0,1861
0,2228

% Inhibisi = x 100 =16,47%

o Konsentrasi 25,00 ppm = Asamper = 0,1086

0,2247 — 0,1086

% Inhibisi = T x 100 =51,67%
e Konsentrasi 12,50 ppm = Asampel = 0,1485

% Inhibisi = %24"71485 x 100 = 33.91%

o Konsentrasi 6,25 ppm = Asampel = 0,1733

0,2247 — 0,1733

% Inhibisi = YT x 100 =22,87%
e Konsentrasi 3,13 ppm = Asampel = 0,1825

% Inhibisi = %24"71825 x 100 = 18,78%

o Konsentrasi 1,56 ppm = Asampel = 0,1885
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0,2247 — 0,1885
0,2247

% Inhibisi = x 100 =16,11%

c. Reflikasi 3 < Apianko = 0,2240

Konsentrasi 25,00 ppm = Asamper = 0,1068

% Inhibisi = W x 100 = 52,32%

Konsentrasi 12,50 ppm = Asamper = 0,1475

% Inhibisi = %;:’0“75 x 100 = 34.15%

Konsentrasi 6,25 ppm = Asampel = 0,1706

% Inhibisi = % x 100 = 23.84%

Konsentrasi 3,13 ppm = Asampel = 0,1820

% Inhibisi = W x 100 = 18,75%

Konsentrasi 1,56 ppm = Asampe = 0,1891

0,2240 — 0,1891
0,2240

% Inhibisi = x 100 = 15,58%

2. %Inhibisi DPPH oleh asam askorbat
a. Reflikasi 1l < Apianko = 0,2265

Konsentrasi 12,50 ppm = Asampel = 0,0648

% Inhibisi = % x 100 = 71,39%

Konsentrasi 10,00 ppm = Asamper = 0,1057

% Inhibisi = % x 100 = 53,33%

Konsentrasi 5,00 ppm = Asampe = 0,1721

% Inhibisi = % x 100 = 24.02%

Konsentrasi 3,75 ppm = Asampe = 0,1871

% Inhibisi = % x 100 = 17,40%

Konsentrasi 1,75 ppm = Asampel = 0,2115

0,2265 — 0,2115
0,2265

% Inhibisi = x 100 =6,62%

b. Reflikasi 2 < Apjanko = 0,2223

Konsentrasi 12,50 ppm = Asamper = 0,0591

% Inhibisi = %22030591 x 100 = 73,41%

Konsentrasi 10,00 ppm = Asamper = 0,0939



0,2223 - 0,0939

% Inhibisi = s x 100 =57,76%
Konsentrasi 5,00 ppm = Asamper = 0,1719

0,2223 - 0,1719

% Inhibisi = o7 x 100 = 22,67%
Konsentrasi 3,75 ppm = Asampel = 0,1824

0,2223 - 0,1824

% Inhibisi = 7323 x 100 = 17,95%
Konsentrasi 1,75 ppm = Asampel = 0,2080

0,2223 — 0,2080
0,2223

% Inhibisi = x 100 =6,43%

Reflikasi 3 < Aplanko = 0,2233

Konsentrasi 12,50 ppm = Asampel = 0,0676

0,2233 — 0,0676

% Inhibisi = 5733 x 100 =69,73%

Konsentrasi 10,00 ppm = Asamper = 0,0982

% Inhibisi = % x 100 = 56,02%

Konsentrasi 5,00 ppm = Asamper = 0,1710

0,2233 - 0,1710

% Inhibisi = 2333 x 100 = 23,42%
Konsentrasi 3,75 ppm = Asampel = 0,1818

0,2233 — 0,1818

% Inhibisi = 333 x 100 = 18,58%
Konsentrasi 1,75 ppm = Asampel = 0,2107

0,2233 — 0,2107
0,2233

% Inhibisi = x 100 =5,64%
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Lampiran 5. Perhitungan nilai ICs

1. Ekstrak green bean kopi arabika

a. Reflikasi 1
Konsentrasi % Inhibisi 2 2
(X) Y) X Y XY
25,00 54,31 625,00 29494454 1357,7199
12,50 35,50 156,25 1260,4412 443,7837
6,25 25,04 39,06 627,2462 156,5305
3,13 20,78 9,77 431,8487 64,9405
1,56 16,47 2,44 271,3325 25,7378

»X =48,4375 XY =152,11 =X*=832,52 XY*=5540,3140 XY =2048,7124

_[EnEx)] - [E0EXy)]
[n(ZX?)] — (ZX)?
[(152,11)(832,52)] — [(48,4375)(2048,7124)]
[5(832,52)] — (48,4375)?2
126634,1423 — 99234,50737 _ 27399,6350

T 4162597656 — 2346,191406 _ 1816,40625 15,085
_ [nEXY)] - [EX)(EY)]
[n(ZX?)] — (ZX)?
_ [5(2048,7124)] — [(48,4375)(152,11)]
[5(832,52)] — (48,4375)2
_ 10243,5621 —7367,8046  2875,7574 _ 1 5832
" 4162,597656 — 2346,191406  1816,40625
Jadi, persamaan regresi : y = 1,5832x + 15,085
Nilai ICso: y =1,5832x + 15,085
50 =1,5832x + 15,085
39,915 22 05
X T 1sgg3y <“~v°bbm
b. Reflikasi 2
Konsentrasi % Inhibisi 5 2
X Y XY
X) (Y)
25,00 51,67 625,00 2669,6744 1291,7223
12,50 33,01 156,25 1150,0158 423,8985
6,25 22,87 39,06 523,2631 142,9684
3,13 18,78 9,77 352,7108 58,6894
1,56 16,11 2,44 259,5440 25,1725

YX =48,4375 Y =14335 ¥X*>=83252 YY?=49552080 XY =1942.4510
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_[EYHEXH] - [EX)(EXY)]
T [nEXD] - @X)?
[(143,35)(832,52)] — [(48,4375)(1942.4510)]
[5(832,52)] — (48,4375)2
119338,9146 — 94087,4725 _ 25251,4420

~ 4162,597656 — 2346,191406  1816,40625 13,902
_ [nEXY)] - [EX)(EY)]
[n(ZX?)] — (ZX)?
_ [5(1942.4510)] — [(48,4375)(143,35)]
B [5(832,52)] — (48,4375)2
_9712,2552 — 6943,3550  2768,9002 1 5244
" 4162,597656 — 2346,191406 1816,40625
Jadi, persamaan regresi : y = 1,5244x + 13,902
Nilai ICso: y  =1,5244x + 13,902
50 =1,5244x + 13,902
36,098 _ 23 68
X T 152aq  “>ocppm
Reflikasi 3
Konsentrasi % Inhibisi 2 2
X Y XY
(X) (Y)
25,00 52,32 625,00 2737.5319 1308.0357
12,50 34,15 156,25 1166.3445 426.8973
6,25 23,84 39,06 568.3115 148.9955
3,13 18,75 9,77 351.5625 58.5938
1,56 15,58 2 44 2427475 24.3443

X =48,4375 XY =144,64 ¥X*=83252 XY’=5066,4979 XY =1966,8666

_[EYEXH] - [EX)(EXY)]
B [n(ZX?)] — (£X)?
[(144,64)(832,52)] — [(48,4375)(1966,8666)]
[5(832,52)] — (48,4375)2
_ 120418,0036 — 95270,1024 _ 25147,9013 _
"~ 4162,597656 — 2346,191406 1816,40625
[nEXY)] - [EX)(ZY)]
[n(ZX?)] — (ZX)?

13,845




[5(1966,8666)] — [(48,4375)(144,64)]
[5(832,52)] — (48,4375)?2
9834,3331 — 7006,1384 2828,1948

T 4162597656 — 2346,191406 _ 1816,40625

Jadi, persamaan regresi : y = 1,5570x + 13,845
Nilai ICsp: y =1,5570x + 13,845
50 =1,5570x + 13,845

36,155
~ 11,5570

= 23,22 ppm

Rata-rata 1Cso ekstrak green bean kopi arabika

_22,05+23,68 + 23,22
3

= 22,98 ppm

1,5570
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

o
(] mm-,

Perendaman sampel

Penyaringan sampel
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Penguapan pelarut

Pembuatanlutan DMSO

Pembuatan Larutan Asam askorbat

Ekstrak kental

Pembuatan Larutan DPPH
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Lampiran 7. Lembar bimbingan karya tulis ilmiah
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NIM

Judul Penelitian :

YAYASAN DHARMA HUSADA INSANI GARUT

Sekolah Tinggi limu Kesehatan Karsa Husada
SK Mendiknas RI No. : 129/D /O /2007

Kampus | : JI Subyadinata No 07 Tlp./Fax. 0262 - 235946 Garut - Jawa Barat
Kampus Il - JI. Nusa Indah No. 24 Tip. 0262 - 4704803, 0262 - 235860 Garut - Jawa Barat

MATRIKS MASUKAN DAN PERBAIKAN
SEMINAR HASIL PENELITIAN

Rifa Nuraini

Khgf22017
Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Green Bean Kopi Arabika (Coffea arabica L.)

Asal Papandayan Kabupaten Garut Dengan Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl).
Pembimbing Dadang Muhammad Hasyim, M.Si.
N D . s Tand
No al',: :g“oj?en Komentar/Masukan/ Saran Hasil Perbaikan T:: :n
1 Dr_. apt. Dani Penambahan materi tentang
Sujana, S.5i., rendemen di BAB III Terlampir pada Halaman 33
M.Farm. (pembuatan ekstrak)
Perbaikan Hasil Pembuatan
Simplisia dan serbuk .
(Prosedur mengarah yang di Terlampir pada Halaman 37
lab)
Penjelasan mengenai
rendemen ekstrak yang Terlampir pada Halaman 38
didapat
Konsisten terhadap satuan :
; it Terlampir
dari penelitian
Perbaiki penulisan yang tidak ;
sesuai kaidah KBBI Teslample
Uji DPPH, senyawa :
targetnya apa? Terlampir pada Halaman 4
2 | Elang Mohamad Faktor yang menyebabkan
Atoilah, S.Sos., Green Bean memiliki Terlampir pada Halaman 50
M.Kes. antioksidan tinggi
Perbaikan huruf kapital Terlampir
Buat lampiran RAB g
(Rencana anggaran biaya) Terlampir pada Holemon 72
Alasan pemilihan sampel uji SERNG s EaR
Pengurangan Daftar Pustaka Terlampir
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Lampiran 9. Lembar Persetujuan

LEMBAR PERSETUJUAN
PERBAIKAN SEMINAR HASIL PENELITIAN

NAMA : RIFA NURAINI

NIM : KHGF22017

JUDUL : UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK GREEN BEAN
KOPI ARABIKA (COFFEA ARABICA L.) ASAL PAPANDAYAN
KABUPATEN GARUT DENGAN METODE DPPH (2,2-
DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZYL).

Telah melaksanakan perbaikan sesuai dengan saran tim penguji
seminar hasil penelitian

Garut, 7 Agustus 2025

Menyetujui,
Penguji I Penguji 11
Dyapt. Dani Sujana, S.Si., M.Farm. Elang Mohamad Atoilah, S.Sos., M.Kes.
Pembi bin{;
| W\
Oy 7

Dadang Muhammad Hasyim, M.Si.

69



70

Lampiran 10. Hasil Microplate Reader ELISA
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Lampiran 11. RAB (Rencana Anggaran Biaya)

No Komponen Volume  Satuan ;?Sg?] Jumlah (Rp)
(Rp)
1  Bahan habis pakai :
a. Green bean kopi arabika 1 Kg 120.000 120.000
b. Alkohol 96% 4 Liter 38.000 190.000
c. DPPH 50 Gram 198.000 198.000
2  Alattulis kantor
a. Ballpoint 1 Buah 5.000 5.000
b. Buku 1 Buah 15.000 15.000
c. Tinta printer 1 Set 100.000 100.000
d. Kertas HVS A4 1 Rim 50.000 50.000
3 Alat penunjang
a. Toples kaca besar 2 Buah 130.000 260.000
b. Pengaduk 2 Buah 10.000 20.000
¢. Alumunium foil 1 rol 30.000 30.000
4 Perjalanan
a. Pencarian bahan praktek 1 Paket 100.000 100.000
b. Pencarian refrensi 1 Paket 100.000 100.000
c. Uji laboratorium 2 Paket 100.000 200.000
5  Lain lain
a. Internet/pencarian 1 Paket 100.000 100.000
literatur
. Dokumentasi 1 Paket 50.000 50.000
c. Analisis data 2 Paket 100.000 100.000

TOTAL (Rp) 1.638.000




DAFTAR RIWAYAT HIDUP

Penulis lahir di Garut pada tanggal 10 Januari 2004, sebagai
anak pertama dari tiga bersaudara yang dilahirkan dari
pasangan Bapak Asep Bambang dan Ibu Sri Mustikasari
yang beralamat di Desa Sukamukti, Kecamatan Cisompet,
Kabupaten Garut, Provinsi Jawa Barat. Penulis menempuh
pendidikan formal di SDN 4 Sukamukti pada tahun 2010
7] dan tamat pada tahun 2016, kemudian penulis melanjutkan

pendidikan di Sekolah Menengah Pertama Negeri (SMPN) 1 Cisompet selama 3
tahun, pada tahun yang sama dan selesai pada tahun 2019, kemudian melanjutkan
pendidikan di Sekolah Menengah Atas Negeri (SMAN) 22 Garut, pada tahun
yang sama dan selesai pada tahun 2022. Ditahun yang sama penulis diterima
sebagai Mahasiswa diprogram Studi D3 Farmasi Sekolah Tinggi IImu Kesehatan
Karsa Husada Garut. Penulis melaksanakan praktik kerja lapangan (PKL) yaitu di
klinik Pratama Tarogong pada tahun 2024, Rumah Sakit Umum Tk. IV Guntur
dan Puskesmas Haurpanggung, Kecamatan Tarogong Kaler, Kabupaten Garut
pada tahun 2025. Sampai dengan pembuatan karya tulis ilmiah ini penulis masih
terdaftar sebagai Mahasiswa Program Studi D3 Farmasi di Sekolah Tinggi limu

Kesehatan Karsa Husada Garut.



