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ABSTRACT

Introduction: Therapeutic use of natural compounds as the active ingredient is a breakthrough
anticancer ingredient in pharmaceuticals and medicine. Caffeine and chlorogenic acid have isolated from
coffee, there are cytotoxic and contain high antioxidants. Objective: to determine cytotoxic and
antioxidants effect of caffeine and chlorogenic acid in coffee rubusta Lampung. Methods: Research
have carried out by several steps including: separation and purification via extraction and fermentation
of robusta coffee beans, maceration using methanol solvent, fractionation using n-hexane and water, the
purification is done by using various combinations of chromatographic techniques using normal phase
and reversed-phase column on an open and press column, the purity of the active compound analysis by
performed the method of thin layer chromatography (TLC) and reversed and normal phase high
performance liquid chromatography method (HPLC / HPLC), toxicity tests carried out on brine shrimp
(A. salina), and the antioxidant test using the method trapping of free radicals 1.1 Diphenyl-2-
picrylhidrazyl (DPPH). Result: Isolates of caffeine has cytotoxic activity against larvae of shrimp with a
value of 100% mortality at 1000 ppm, while the smallest 60% mortality at concentrations of 10 ppm with
IC50 values for caffeine obtained at 21.41 ppm. Whereas chlorogenic acid has a cytotoxic activity with a
value of 100% mortality at concentrations of 100, 300, and 1000 ppm and the smallest 70% mortality at
concentrations of 10 ppm with IC50 values of 5.86 ppm. Conclusion: Both compounds have a cytotoxic
activity with LC50 values of less than 1000 ppm, and chlorogenic acid had higher antioxidant activity
compared to caffeine.

Key words: Antioxidants, chlorogenic acid, robusta coffee beans Lampung, cytotoxic.
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ABSTRAK

Pendahuluan: Terapi menggunakan senyawa aktif bahan alam sebagai bahan
antikanker merupakan terobosan dalam bidang farmasi dan kedokteran. Kafein dan asam
klorogenat merupakan isolat kopi bersifat sitotoksik dan mengandung antioksidan yang tinggi.
Tujuan: untuk mengidenfikasi aktivitas sitotoksik dan antioksidan senyawa kafein dan asam
klorogenat dalam kopi rubusta Lampung. Metode: Penelitian dilakukan dengan beberapa
tahapan meliputi: pemisahan dan pemurnian melalui ekstraksi dan fermentasi biji kopi robusta,
maserasi menggunakan pelarut metanol, fraksionasi dengan menggunakan n-heksana dan air,
pemurnian dilakukan dengan menggunakan berbagai kombinasi teknik kromatografi
menggunakan fasa normal dan fasa terbalik pada kolom terbuka dan kolom tekan, analisis
kemurnian senyawa aktif dilakukan dengan metode kromatografi lapis tipis (TLC) fasa normal
dan terbalik serta metode kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT/HPLC), uji toksisitas
dilakukan terhadap brine shrimp (A. salina), dan uji antoksidan dengan menggunakan metode
pemerangkapan radikal bebas 1,1 Diphenyl-2-picrylhidrazyl(DPPH). Hasil: Isolat kafein
memiliki aktivitas sitotoksik terhadap larva udang dengan nilai mortalitas 100% pada 1000 ppm
sedangkan mortalitas terkecil 60% pada konsentrasi 10 ppm dengan Nilai ICs, untuk kafein
diperoleh sebesar 21,41 ppm. Sedangkan asam klorogenat memiliki aktivitas sitotoksik dengan
nilai mortalitas 100% pada konsentrasi 100, 300, dan 1000 ppm dan mortalitas terkecil 70%
pada konsentrasi 10 ppm dengan nilai ICs, sebesar 5,86 ppm. Simpulan: Kedua senyawa
memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai LCs, kurang dari 1000 ppm, dan asam klorogenat
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan kafein.

Kata kunci: Antioksidan, asam klorogenat, biji kopi robusta Lampung, sitotoksik.
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PENDAHULUAN

Kopi mengandung berbagai macam komponen kimia dengan karakteristik yang berbeda-

beda, tetapi masih banyak senyawa kopi yang belum diketahui aktivitas biologi dan manfaatnya
bagi manusia.’
Senyawa yang terdapat dalam kopi terdiri dari senyawa volatile dan non-volatil yang
mempengaruhi aroma dan mutu kopi. Kopi antara lain mengandung: senyawa kafein yang
merupakana alkaloid xanthin dan asam klorogenat termasuk golongan senyawa polifenol yang
memiliki aktivitas antioksidan dan kandungan polifenol kopi robusta lebih tinggi dibandingkan
kopi arabika ataupun tanaman lain.’

Secangkir kopi 200-550 mg memiliki aktivitas antioksidan sebesar 26% dibandingkan
dengan f-karoten (0,1%), tokoferol (0,3%), vitamin C (8,5%) serta antioksidan lainnya.4
Antioksidan mampu menghambat oksidasi lemak sehingga dapat menghambat terbentuknya
kerusakan bau dan makanan.’ Antioksidan terbagi atas tiga golongan yaitu golongan fenol,
golongan amin dan golongan amino-phenol.® Antioksidan golongan fenol antara lain asam
klorogenat yang mempunyai titik leleh pada 208°C, dan terdapat dalam kopi sebesar 4,5 - 11, 1
% .Kopi mempunyai berbagai macam efek biologis antara lain: menurunkan risiko DM tipe 2,
penyakit kardiovaskuler dan risiko kanker. Penelitian in vitro kopi dapat melindungi DNA,
lipid, protein melalui mekanisme memerangkap radikal bebas sehingga mengurangi risiko
terjadinya penyakit kronik.’

Dalam penelitian berkelanjutan sebagai upaya pencarian obat antikanker baru yang berasal dari
tumbuhan obat Indonesia, pada penelitian pendahuluan telah diamati bahwa ekstrak metanol biji
kopi Robusta Lampung dan produk fermentasinya telah menunjukkan aktifitas antikanker
terhadap beberapa sel kanker. Kopi mengandung senyawa kafein dan asam klorogenat yang
beraktifitas anti sititoksik terhadap artemia salina, dan metode artemia salina merupakan salah
satu metode untuk mencari senyawa baru yang beraktiftas anti kanker. Kurnia et al, (2008)
melaporkan bahwa ekstrak metanol tumbuhan obat dan makro jamur asal Indonesia yang
menunjukkan aktivitas sitotoksik terhadap Brine Shrimp (Artemia salina) juga mempunyai
korelasi aktifitas antikanker.’

Penelitian bertujuan untuk mengidentifikasi adanya senyawa kafein dan klorogenat dalam kopi
dengan TLC dan NMR, uji aktifitas antioksidan menggunakan metode pemerangkapan DPPH

antioksidan, dan uji sitotoksisitas dengan artemia salina.
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METODE

Prosedur ekstraksi dan isolasi senyawa

Eksperimental murni yang terdiri dari ekstraksi, fraksionasi dan isolasi senyawa kafein dan
asam klorogenat biji kopi Robusta, pengujian aktivitas toksik senyawa terhadap larva A. salina),
pengujian aktivitas antioksidan senyawa uji pemerangkapan radikal DPPH serta karakterisasi
senyawa. Spektrum inframerah (IR) diukur menggunakan alat FT-IR Shimadzu 8400,
sedangkan spektrum ultraviolet (UV) diukur dengan spektrofotomater 8452A Diode Array,
Spektra NMR (Nuclear Magnetic Resonance)diukur dengan spektrometer merk JEOL tipe ECA
500 dengan medan magnet 500 MHz. Geseran kimia ditunjukkan dalam skala ¢ (ppm) dengan
TMS sebagai standar internal. Pemisahan dilakukan dengan mengunakan kolom kromatografi
jenis silika gel Ggy (Merck; 70-200 dan 230-400 mesh) dan Chromatorex ODS (Fuji Silysia,
Japan) dan Wakogel C-200 (Wako Pure Chemical Industries), Analisis kromatografi lapis tipis
(KLT) dilakukan dengan pelat silika gel 60 Fys, dan RP-18 Fys,s (Merck; 0,2 mm), dan noda
yang dihasilkan dapat dilihat dengan lampu UV A 254 dan 365 nm serta H,SO, 10% (v/v) dalam

etanol sebagai pereaksi penampak noda yang diikuti dengan pemanasan.

Bahan kopi robusta

Buah kopi robusta segar, berwarna merah, bebas dari gigitan serangga (tidak rusak atau
cacat),diambil dari daerah perkebunan rakyat didaerah kabupaten Pesawaran Lampung. Buah,
daun dan batang pohon kopi robusta (Coffea robusta Lindl. Ex De Will) diidentifikasi di
Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Departemen Biologi, UNPAD Jatinangor
Buah kopi robusta yang digunakan terdiri dari buah kopi yang dipanaskan (roasting) dan tanpa

pemanasan (langsung diblender dalam kondisi kering).

Isolasi dan pemurnian

Buah kopi robusta sebanyak 500 gram dikeringkan secara alami digiling dan dimaserasi
dengan 2L metanol (MeOH) selama 3x24 jam, disaring dan dievaporasi pada suhu + 40°C.
Ekstrak MeOH (68,49 g) dipartisi dengan 3x350 ml n-heksana-H,O menghasilkan ekstrak n-
heksana (12, 66 g). Fraksi air dipartisi dengan 3x350 ml etil asetat (EtOAc) dihasilkan ekstrak
EtOAc (6,40 g) dan fraksi H,O(40,25 g). Masing-masing fraksi dianalisis dengan KLT
(Kromattografi Lapis Tipis) fase normal silika dan ODS (Octadecylsily) silika gel dibandingkan
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dengan standar.n-heksana-EtOAC (3:2), n-heksan-aseton (3:2) dan (4:1), kloroform-metanol
(4:1), dan metanol-H,O (7:3). Plat disemprot dengan pereaksi asam sulfat 10% dalam
etanol.""“Fraksi H,0(1,70 g) dimurnikan dengan kromatografi kolom ODS (MeOH-H,O 10%
stepwise) diperoleh 11 fraksi dengan fraksi 2, 3 dan 4(1.2143 g) mengandung senyawa kafein
dan asam klorogenat. Dimurnikan kembali dengan kromatografi kolom ODS (MeOH-H,0O 5%
stepwise) diperoleh 23 fraksi dengan fraksi 3 mengandung senyawa kafein dan asam
klorogenat. Dimurnikan kembali dengan kromatografi kolom sistem pelarut isokratis sehingga
didapatkan dua senyawa murni yaitu kafein dan asam klorogenat,dan diuji toksik terhadap A.

Salinauji antioksidsan terhadap DPPH.*

Uji Toksisitas (brine shrimp lethality test)

Telur larva udang, yaitu A. salina ditetaskan pada medium air laut yang dilakukan dengan
metode yang pernah dilakukan oleh Meyer et al.'® (1982). Isolat kafein dan asam klorogenat
yang dilarutkan dengan MeOH dengan volume tertentu dimasukkan ke dalam botol vial.Setelah
pelarutnya menguap, ditambahkan 2 mL medium air laut beserta larva udang sebanyak 10-15
ekor.Uji hayati ini dilakukan tiga kali pengulangan pada setiap variasi konesntrasi 1000, 300,
100, 30, dan 10 ppm. Setelah 24 jam, jumlah larva udang(A. salina) yang mati dihitung pada

setiap vial uji.

Uji Antioksidan

Isolat murni yang diperoleh diuji aktivitas antioksidannya dengan metode DPPH (Yeh-
Cen, 1995) Sampel dilarutkan dalam metanol (konsentrasi 10-1000 ppm), direaksikan dengan
0,2 mM DPPH, diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang, kemudian diukur absorbansinya
pada panjang gelombang 515 nm. Aktivitas antioksidan dihitung sebagai persentase inhibisi
terhadap DPPH (persentase “scavenging effect”), yaitu : % inhibisi = [1-(absorban
sampel/absorban blanko)] x 100%. Nilai ICs, adalah konsentrasi sampel yang diperlukan untuk

memberikan % inhibisi sebesar 50%.
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Skema Alur kerja Penelitian

Biji kopi

- digiling
- dimaserasi dengan
- dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu
40°C
Ekstrak

- dipartisi dengan H,O-n-heksana
- diuji toksik dan antioksidan

2 v
Fraksi n- Fraksi
v v
Fraksi Fraksi partisi dengan EtOAc
- dipartisi dengan n-butangl
v v
Fraksi Fraksi n-

v v

Fraksi H,O, n-heksana, etil asetat, n-butanol

- dikromatografi bergradien 10% (n-heksana, etil asetat,
n

\ 4

Fraksi-
v diuji toksik dengan BSLT dan uji antioksidan
v v
Fraksi tidak Fraksi
v
A 4 \ 4
Resid Isolat

- dikarakterisasi dengan
spektroskopi UV, IR, 'H-

v NMR, "C-NMR dan MS

Dugaan

Gambar 1 Prosedur ekstraksi, fraksinasi, uji aktivitas dan karakterisasi
senyawa sitotoksik dan antioksidan dari Kopi Robusta
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HASIL

Isolasi dan Pemurnian Senyawa
Biji kopi robusta (roasting)

Pola noda senyawa fraksi metanol, n-heksana dan etil asetat serta standar kafein dan asam
klorogenat kemudian dianalisis menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dengan

fasa diam ODS. Hasil analisis fraksi menggunakan metode KLT dapat dilihat pada Gambar 3.1

Keterangan:

1 = Standar Kafein

2 = Standar Asam klorogenat
3 = Fraksi metanol

4 = Fraksi n-heksana

5 = Fraksi EtOAc

1 2 345 12 345

Gambar 2 Kromatogram KLT dengan pelarut metanol-air (7:3)

Fraksi n-heksana (17,16 g) dipisahkan dan dimurnikan lebih lanjut dengan metode
kromatografi kolom terbuka fasa diam silika gel 60 (70-230 mesh)dengan pelarut bergradien 5%
(v/v) n-heksana-aseton dan diperoleh 23 fraksi. Pola noda dari fraksi-fraksi hasil kromatografi

kolom dianalisis dengan menggunakan metode KLT.

UV-254 H,SO, 10% UV-254 H,SO,4 10%

Kafein

®

K A1 2 34 5 6 78 9101112 K A1 2K30415 6K708119 10 11 12

Gambar 3 Kromatogram KLT dengan pelarut , n-heksana-EtOAc {(3:2) (A)}
dan metanol-air {(7:3) (B)}
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Berdasarkan Gambar 3, diperoleh informasi tentang pola noda senyawa hasil kromatografi
kolom ke-1. Fraksi 4-10 dan 4-11 menunjukkan pola noda yang sama dengan standar kafein.
Kemudian kedua fraksi tersebut direkristalisasi dan diperoleh isolat kafein murni dengan massa

masing-masing fraksi sebesar 4,5 dan 12,1mg.

Biji kopi robusta (non-roasting)
Ekstrak metanol dipatisi dengan air, n-heksana dan etil asetat. Pola noda dari Fraksi

hasil patisidianalisis dengan menggunakan metode KLT dengan fasa diam silika gel G 60 Fas,.

H,SO, 10%

Keterangan:

1 = Standar Kafein

2 = Standar Asam klorogenat
3 = Fraksi metanol

4 = Fraksi n-heksana

5 = Fraksi EtOAc

6 = FaksiAir

Asam
Klorogenat tavaot

—() @)

12 3 4 56 12 34 56

Gambar 4 Kromatogram KL T dengan pelarut n-heksana-aseton (3:2)

Fraksi air (1,70 g) dipisahkan dan dimurnikan lebih lanjut dengan metode kromatografi kolom
terbuka fasa diam ODSdengan pelarut bergradien 10% (v/v) metanol-air dan diperoleh 11
fraksi. Fraksi H,O-2 hasil komatografi kolom dimurnikan lebih lanjut dengan metode
komatografi kolom isokratis dengan silika ODS (H,O) dan dipeoleh 60 fraksi. Pola noda dari

fraksi-fraksi hasil kromatografi kolom dianalisis dengan menggunakan metode KLT.
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UV-254 H,SO, 10% UV-254 15,50, 10%

Target

- (-

O

Asam
Klorogenat

Asam
Klorogenat

A 1 510 15 20 25 30 35 40 45 50 55

B

Gambar 5 Kromatogram KLT kromatografi kolom (A) dan isokratis (B) dengan
pelarut metanol-air (1;9)

Fraksi 11-2-15 menunjukkan noda tunggal dan diduga isomer dari asam klorogenat. Fraksi
11-2-11~15 digabung dan diperoleh massa sebesar 3,1 mg untuk ditentukan struktur
senyawanya dengan NMR. Fraksi 11-2-53-55 digabung dan diperoleh massa sebesar 10,3 mg.
Kemudian gabungan fraksi tersebut dikomatografi preparatif dan diduga merupakan isomer

kedua dari asam klorogenat dengan massa sebesar 4,3 mg.

Penentuan struktur senyawa Kafein

Isolat murni berwarna putih, IRvn. dengan lempeng KBr (cm™): 3111,28 (kembar, N-H
str);2955,04 (CH str); 1703,20 (C=0); 1546,96 (C-N); 1361,79 (C-H bend); dan 974,08 (C-
C).'H-NMR (500 MHz, CDCls): § 7,50 (s, H-8); 3,99 (s, H-12); 3,58 (s, H-10); 3,40 (s, H-11)
),”C-NMR (125 MHz, CDCl;) : 155, 62 (C-6); 151,91 (C-2); 148,55 (C-4); 141,55 (C-8);
107,80 (C-5); 33,79 (C-12); 29,93 (C-10); 28,12 (C-11)dan 2D-NMR pada HMQC : C-8/H-8;
C-10/H-10, C-11/H-11, C-12/H-12 didukung dengan HMBC H-8/C-5 dan H-8/C-4; H-12/C-5
dan H-12/C-8; H-10/C-4 dan H-10/C-2 serta H-11/C-2 dan H-11/C-6. Serta dibuktikan dengan
perbandingan terhadap kafein standar dan kafein yang telah diisolasi oleh (Verma & Kumar,
2010)".
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Tabel 1Spektrum FTIR senyawa kafein yang diisolasi dengan kafein standar

Ikatan Kafein hasil isolasi (cm™) Kafein standar (cm™)
(Verma & Kumar, 2010)

C=0 Str 1703,20 1707,06

C-C Str 974,08 974,08
C-H bend 1361,79 1359,86

C-H Str 2953,12 2955,04

C-N Str 1546,96 1548,89

N-H Str 3111,28. 3111,28

Tabel 2 Perbandingan spektrum '"H-NMR dan “C-NMR Kkafein hasil isolasi dan kafein

standar

No Kafein Hasil Isolasi Kafein Standar (Verma &
Kumar, 2010)

0 C-NMR 0 H-NMR HMBC 0 C-NMR 0 H-NMR
2 151,91 - - 151,52 -
4 148,55 - - 148,53 -
5 107,80 - - 107,39 -
6 155,62 - - 155,21 -
8 141,55 7,50 (s) H-8/C-5,C4 141,28 7,51 (s)
10 29,93 3,58 (s) H-10/C4,C-2 29,54 3,59 (s)
11 28,17 340(s) H-11/C-2,C-6 27,72 3,41 (s)
12 33,29 3,99 (s) H-12/C-5,C-8 33,39 4.00 (s)

HMBC —»

Gambar 6 Dugaan Struktur Isolat yaitu Kafein

Penentuan struktur asam klorogenat

Isolat murni berwarna putih dengan IR vy dengan lempeng KBr (cm™): 3359 (Lebar, regang
OH), 1765 (regang C=0), 1591 |(Regang O-C-O ester), 1514 (Regang O-C-O karboksilat), 1460
(ikatan C-H )dan 1266 (Ikatan C-C). '"H-NMR (500 MHz, D,0) : 6 7,55 (d, J = 7,7 Hz, H-7");
7,55 (d, J =0,9 Hz, H-2’); 6,94 (dd, J = 3,88, 0,87 Hz, H-6"); 6,77 (d, J = 3,8 Hz); 6,25 d, J =
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7,7 Hz H-8’); 5,33 (m, H-3); 4,16 (m, H-5); 3,72 (dd, J = 4,22;1,62 Hz, H-4); 2,21 (m,H-2); dan
2,05 (m,H-6). "C-NMR (125 MHz, D,0) : 6 177,12 (C-7); 168,74 (C-9°); 149,66 (C-4’); 147,16
(C-3%); 146,88 (C-7°); 127,87 (C-1°); 123,07 (C-6’); 116,55 (C-57), 115,33 (C-5’), 115,25 (C-
8’), 76,21 (C-1), 73,55 (C-4), 72,06 (C-3), 71,37 (C-3), 38,85 (C-2) dan 38,29 (C-6). Serta
dibuktikan dengan perbandingan terhadap kafein standar (Shoeb et al, 2007)".

Tabel 3 Perbandingan spektrum '"H-NMR dan “C-NMR asam klorogenat hasil isolasi
dan asam klorogenat standar

No Asam klorogenat hasil isolasi Asam Kklorogenat standar
0 C-NMR 0 H-NMR 0 C-NMR 0 H-NMR

1 76,21 - 69,2 -

2 38,85 2,21 (m) 39,2 2,42 (m), 1,92 (m)

3 72,06 5,33 (m) 73,3 5,08 (m)

4 73,55 3,72 (dd, J=4,2; 1,6 Hz) 74,0 3,68 (dd, J=9,6;3,2 Hz)
5 71,06 4,16 (d, J =8,0 Hz) 71,9 4,11 (m)

6 38,29 2,05 (m) 38,3 2,02 (m), 1,98 (m)

7 177,12 - 176,8 -

1 127,87 - 126,2 -

2’ 115,33 7,04 (d,J=0,9 Hz) 1154 7,00 (d, J =2,0 Hz)

3 147,16 - 146,3 -

4 149,66 - 149,1 -

5 116,55 6,77 (d,J=3,8 Hz) 116,5 6,70 (d, J =8,0 Hz)

6’ 123,07 6,94 (dd, J=3,8 0,8 Hz) 121,9 6,91 (dd, J=8.,0; 2,0 Hz)
7 146,88 7,55 (d,J=7,7 Hz) 145,3 7,38 (d, J =15,6 Hz)

8 11526  6,25(d,J=7,7 Hz) 115,2 6,16 (d,J=15,6 Hz)

9 168,74 - 166,9 -

Gambar 7 Dugaan Struktur Isolat yaitu Asam Klorogenat
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Hasil Uji Aktivitas
Uji Sitoksisitas

Uji sitotoksik Isolat kafein memiliki aktivitas sitotoksik terhadap larva udang dengan nilai
mortalitas 100% pada 1000 ppm sedangkan mortalitas terkecil 60% pada konsentrasi 10 ppm dengan
Nilai ICsy untuk kafein diperoleh sebesar 21,41 ppm. Sedangkan asam klorogenat memiliki aktivitas
sitotoksik dengan nilai mortalitas 100% pada konsentrasi 100, 300, dan 1000 ppm dan mortalitas terkecil

70% pada konsentrasi 10 ppm. dengan nilai ICs, sebesar 5,86 ppm.

go . M Kafein m Asam...
80 I
10 30

100 300 1000
Konsentrasi (ppm)

~N
o

o
I

o
I

Mortalitas (%)
w H U1
o O

N
o
I

[any
o
I

o

Gambar 8 Grafik uji sitotoksik senyawa kafein dan asam klorogenat terhadap Artemia
Salina

Uji Antioksidan

Senyawa kafein dan asam klorogenat diuji aktivitas antioksidan dengan menggunakan
metode DPPH. Nilai ICs, untuk kafein diperoleh sebesar 21,41 ppm dan untuk asam klorogenat
diperoleh nilai sebesar 5,86 ppm.
Dari penelitian yang telah dilakukan diperoleh persamaan linier untuk kafein: y=2.413x -1.6422

dengan R*=0.9991 dan persamaan linier untuk asam klorogenat: y=7.325x + 7.0991 dengan
R’=0.9919.

DISKUSI

Biji kopi robusta roasting dan non-roasting diisolasi dan dikarakterisasi dengan metode
spestroskopi yang meliputi, spekstrofotometri ultraviolet (UV), infra merah (IR), 'H-NMR, “C-
NMR, dan Massa. Penggilingan biji kopi dilakukan agardapat memperbesar luas permukaan dan
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memecah dinding sel sampel sehingga senyawa-senyawa kimia yang terkandung di dalamnya
dapat terekstraksi secara maksimal.

Pengekstraksian dengan pelarut metanol selama 3x24 jam pada suhu ruang dilakukan untuk
memaksimalkan ekstraksi sampel karena dengan jangka waktu tersebut filtrat metanol sudah
berkurang warnanya, artinya pelarut maksimal dalam mengambil senyawa-senyawa dalam
sampel. Penggunaan metanol dalam proses maserasi dikarenakan metanol dapat melarutkan
senyawa-senyawa polar dan nonpolar sehingga sangat baik untuk mengekstrak kandungan
metabolit sekunder dalam tanaman.’Teknik ekstraksi dengan metode maserasi memiliki
keunggulan yaitu dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang tidak tahan panas, namun
memiliki kelemahan yaitu membutuhkan waktu yang cukup lama.

Hasil maserasi disaring dan dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu + 40°C
hingga diperoleh ekstrak pekat metanol. Teknik penguapan pelarut tersebut dilakukan untuk
mendapatkan ekstrak pekat dengan cepat dan efisien karena menggunakan tekanan yang rendah.
Pada tekanan yang rendah, suhu untuk menguapkan suatu senyawa menjadi lebih rendah dari
suhu didihnya, sehingga waktu yang dibutuhkan untuk menguapkan pelarut menjadi lebih cepat.
Selain itu, penguapan dilakukan pada suhu + 40°C bertujuan untuk mencegah dekomposisi
senyawa yang terkandung di dalamnya.

Sampel dipartisi dalam corong pisah dengan menggunakan pelarut air, n-heksana dan etil
asetat. Penggunaan metode partisi dengan berbagai pelarut dengan tingkat kepolaran yang
berbeda-beda dalam isolasi senyawa bertujuan untuk mengklasifikasikan senyawa-senyawa
berdasarkan tingkat kepolarannya.'°Fraksi metanol, air, n-heksana dan etil asetat kemudian
dianalisis menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). Analisis dengan metode KLT
ini dapat dijadikan suatu pedoman atau dasar untuk menentukan komposisi pelarut yang cocok
untuk proses pemisahan serta pemurnian berikutnya dan mengetahui pola noda dari fraksi-fraksi
tersebut.. Berdasarkan pola noda senyawa pada kromatogram KLT, diperoleh informasi tentang
potensi dari komposisi pelarut yang digunakan dalam mengelusi suatu senyawa.

Pada gambar 2 untuk sampel berupa biji kopi robusta roasting terlihat bahwa standar kafein
memiliki pola noda dan jarak R; yang sama pada fraksi metanol dan n-heksana yang
menandakan bahwa fraksi tersebut mengandung senyawa kafein. Sedangkan untuk standar asam
klorogenat tidak ditemukan pola noda dan jarak R; yang sama pada fraksi manapun yang
menandakan bahwa asam klorogenat tidak terdapat pada fraksi-fraksi tersebut. Hal ini
dikarenakan selama proses penyangraian atau roasting, biji-biji dipanaskan hingga suhu 200-
240°C sehingga sebagian besar asam klorogenat akan terhidrolisa menjadiasam kafeat dan asam

11

quinat karena pamanasan. Kemudian fraksi n-heksana dimurnikan lebih lanjut dengan
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komatografi kolom dan direkristalisasi sehingga diperoleh isolat kafein murni pada fraksi yang
berbeda masing-masing sebesar 7,9 dan 12,1 mg.

Asam klorogenat diperoleh dari sampel biji kopi robusta non-roasting. Senyawa asam
klorogenat berada di fraksi air dikarenakan sifatnya yang polar dan memiliki 3 isomer. Isomer
ialah molekul-molekul dengan rumus kimia yang sama (dan sering dengan jenis ikatan yang
sama), namun memiliki susunan atom yang berbeda. Kebanyakan isomer memiliki sifat kimia
yang mirip satu sama lain. Pola noda hasil KLT ketiga isomer itupun saling berdekatan,
sehingga perlu dilakukan pemisahan berulang. Pemurnian senyawa asam klorogenat
menggunakan metode kromatografi kolom dengan sistem pelarut isokratis dan KLT preparatif
untuk memisahkan ismomer-isomer dari senyawa asam klorogenat dan diperoleh 2 isomer asam
klorogenat dengan massa masing-masing sebesar 4,5 dan 3,1 mg.

Pengujian sitotoksisitas isolat kafein dan asam klorogenat terhadap larva udang (A. salina)
bertujuan untuk mengetahui aktivitas toksik senyawa tersebut menggunakan parameter LCs,
(Lethality Concentration), yaitu konsentrasi minimum dari suatu senyawa yang dapat
mengakibatkan kematian larva udang (A. salina) sebesar 50%. Berdasarkan hasil pengujian,
menunjukan senyawa kafein memiliki aktivitas toksik terhadap larva udang dengan nilai
mortalitas 100% pada 1000 ppmsedangkan mortalitas terkecil 60% pada konsentrasi 10 ppm.
Asam klorogenat memiliki aktivitas toksik dengan nilai mortalitas 100% pada konsentrasi 100,
300 dan 1000 ppm dan mortalitas terkecil 70% pada konsentrasi 10 ppm. Dari data yang
diperoleh dapat disimpulkan bahwa senyawa kafein dan asam klorogenat memiliki aktivitas
toksik yang besar tetapi karena tidak adanya mortalitas dibawah 50% pada hasil pengujian
toksik kedua senyawa tersebut maka nilai LCstidak dapat ditentukan. Harga L.Cs, kurang dari
1000 ppm dinyatakan aktif."

Senyawa kafein dan asam klorogenatdiuji aktivitas antioksidan dengan menggunakan
metode DPPH. Parameter yang dipakai untuk menunjukan aktivitas antioksidan adalah harga
konsentrasi efisien atau efficientconcentration (ECsp)yaitu konsentrasi suatu zat antioksidan
yang memberikan persentasi penghambatan 50%. Zat yang mempunyai aktivitas antioksidan
tinggi, akan mempunyai harga ECs, yang rendah."’ Nilai ECs, untuk kafein diperoleh sebesar
21,41 ppm dan untuk asam klorogenat dipeoleh nilai sebesar 5,86 ppm.

Kedua senyawa tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi, terlihat dari nilai
ECsp. Tetapi asam klorogenat memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kafein karena asam klorogenat memiliki banyak gugus hidroksil yang berpengaruh

tehadap aktivitas antioksidan.Suatu zat mempunyai sifat antioksidan bila nilai ECs, kurang dari
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200 ppm. Bila nilai ECs, yang diperoleh berkisar antara 200-1000 ppm, maka zat tersebut

kurang aktif namun masih berpotensi sebagai zat antioksidan."*

SIMPULAN

Sl

. Asam klorogenat dan kafein dapat diisolasi dari kopi robusta Lampung

Kafein dapat diisolasi dari kopi dengan metode roasting dan non roasting.
Asam klorogenat hanya dapat diisolasi dari kopi non roasting.
Uji sitotoksik dengan metode A. Salina diketahui bahwa senyawa kafein dan asam

klorogenat memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai

. Nilai ECs, untuk kafein diperoleh sebesar 21,41 ppm dan untuk asam klorogenat dipeoleh

nilai sebesar 5,86 ppm, dengan demikian asam klorogenat memiliki aktivitas antioksidan

yang lebih tinggi dibandingkan dengan kafein

Keterbatasan Penelitian:

Perlu dilakukan uji lanjutan untuk mencari nilai LC50 asam klorogenat dan kafein.
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