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ABSTRAK: Daun Kopi Robusta diketahui memiliki antioksidan tinggi yang mampu menstabilkan
serangan radikal bebas. Berdasarkan ketinggian tempat tumbuhnya kopi Robusta memiliki
perbedaan karakter diantaranya menghasilkan mutu dan citarasa yang berbeda antara satu dengan
lainnya. Penelitian ini bertujuan mengetahui kandungan senyawa fitokimia serta mengetahui
aktivitas antioksidan daun kopi Robusta berdasarkan perbedaan ketinggian tempat tumbuh. Metode
pengambilan sampel yang dilakukan dengan menggunakan metode Purposive Sampling pada
beberapa ketinggian di antaranya: 511 mdpl, 434 mdpl, 354 mdpl, 204 mdpl, 122 mdpl serta
penelitian laboratorium untuk uji fitokimia dan antioksidan. Analisis data menggunakan uji Anova,
DMRT dan uji korelasi Bivariate untuk mengetahui korelasi ketinggian tempat dengan aktifitas
antioksidan. Hasil penelitian menunjukkan kelima ketinggian tempat terdapat senyawa alkaloid dan
flavonoid. Inhibisi aktivitas antioksidan tertinggi terdapat pada ketinggian 511 mdpl dengan
persentase 61,89% +8,08°, sedangkan Inhibisi aktivitas antioksidan terendah terdapat pada
ketinggian 122 mdpl dengan persentase 31,92% +7,38% Aktifitas antioksidan pada kelima
ketinggian tempat tergolong antioksidan sangat kuat dengan nilai 1Csp < 50. Ketinggian tempat
berpengaruh signifikan (P<0,05) terhadap inhibisi antioksidan. Ketinggian tempat memiliki korelasi
positif terhadap aktivitas antioksidan.

Kata Kunci: antioksidan, ketinggian tempat tumbuh, kopi robusta.

ABSTRACT: Robusta Coffee Leaves are known to have high antioxidants that can stabilize free
radical attacks. Based on the height of the place where Robusta Coffee grows, it has different
characteristics, including producing different qualities and flavors from one another. This study
aims to determine the content of phytochemical compounds and the antioxidant activity of Robusta
coffee leaves based on differences in the height of the place where it grows. The research method
used was sampling at several heights including 511 masl, 434 masl, 354 masl, 204 masl, 122 masl,
and laboratory research for phytochemical and antioxidant tests. Data analysis used the ANOVA,
DMRT, and Bivariate correlation tests to determine the correlation between height and antioxidant
activity. The results showed that all five heights contained alkaloid and flavonoid compounds. The
highest inhibition of antioxidant activity was found at an altitude of 511 masl with a percentage of
61.89% +8.08°, while the lowest inhibition of antioxidant activity was found at an altitude of 122
masl with a percentage of 31.92% +7.38%. Antioxidant activity at all five altitudes is classified as a
very strong antioxidant with an 1C50 value <50. Altitude has a significant effect (P<0.05) on
antioxidant inhibition. Altitude has a positive correlation with antioxidant activity.

Keywords: antioxidants, altitude of growth, robusta coffee.
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PENDAHULUAN

Kopi Robusta (Coffea canephora) merupakan salah satu jenis kopi yang
banyak dibudidayakan di Indonesia dan menjadi salah satu komoditas unggulan
(Budi et al., 2020). Kopi Robusta merupakan jenis tanaman dengan cita rasa yang
khas dan banyak diminati masyarakat. Khasiat kopi yang sudah umum dikenal
orang sejak dulu adalah mengurangi rasa kantuk dan lelah. Selama ini pemanfaatan
tanaman kopi secara komersial hanya terfokus pada pengolahan biji kopi saja,
sedangkan daun kopi Robusta merupakan bagian dari tanaman kopi yang belum
banyak dimanfaatkan (Ristiana, 2017). Daun kopi dapat dimanfaatkan sebagai
produk pangan maupun sebagai bahan campuran alami untuk fortifikasi pangan.
Masyarakat belum banyak mengetahui bahwa daun kopi dapat dimanfaatkan
sebagai produk pangan seperti pembuatan keripik daun kopi dan teh herbal daun
kopi (Mety et al., 2021).

Kopi adalah salah satu minuman dengan kandungan senyawa kimia yang
komplek. Salah satu senyawa dalam kopi yaitu alkaloid. Alkaloid pada kopi
Robusta memilik ciri rasa yang pahit karena di sebabkan oleh kandungan
kafeinnnya. Kopi Robusta mengandung alkaloid xantin (purin), yakni kafein 1%-
2% (Budiman, 2015). Pada tanaman kopi tidak hanya memiliki senyawa alkaloid
saja tetapi terdapat senyawa flavonoid juga. Salah satu senyawa flavonoid yang
terdapat pada daun kopi Robusta adalah senyawa polifenol (Tian et al., 2018). Kopi
diketahui mengandung polifenol yang merupakan senyawa flavonoid yang
dikategorikan sebagai salah satu antioksidan kuat. Flavonoid sebagai salah satu
kelompok senyawa fenolik yang terdapat pada jaringan tumbuhan dan berperan
sebagai antioksidan. Aktivitas antioksidatif flavonoid bersumber pada kemampuan
mendonasikan atom hidrogennya atau melalui kemampuannya mengikat logam
(Gusti et al., 2022).

Perbedaan ketinggian tempat tumbuh juga berpengaruh terhadap kandungan
senyawa kimia pada biji kopi. Ekstrak biji kopi Robusta yang berasal dari daerah
pegunungan memiliki kandungan senyawa fitokimia yang lebih tinggi
dibandingkan dengan daerah dataran rendah. Perbedaan ketinggian tempat tumbuh
akan mempengaruhi perbedaan cuaca terutama perbedaan suhu udara (Asfaw et
al., 2019). Berdasarkan penelitian sebelumnya pada tahun 2017, 2018, dan 2020
dengan membandingkan aktifitas antioksidan pada biji kopi Robusta di beberapa
pegunungan di Pulau Jawa dengan ketinggian, 680 mdpl, 817 mdpl, dan 900 mdpl.
Pada penelitian ini menegaskan bahwa pada ketinggian 900 mdpl memiliki karakter
senyawa fitokimia serta antioksidan ekstrak biji kopi Robusta lebih kuat
dibandingkan pada ketinggian 680 mdpl dan 817 mdpl (Evi et al., 2018).

Penelitian lain menunjukkan adanya hubungan antara ketinggin tempat
terhadap kandungan fitokimia dan aktifitas antioksidan pada kopi Robusta.
Penelitian Novi (2020) pada beberapa wilayah dataran tinggi menunjukkan bahwa
aktivitas antioksidan ekstrak biji kopi Robusta yang tumbuh di ketinggian tempat
tertinggi memiliki aktivitas antioksidan paling kuat dibandingkan dengan kopi
Robusta dari dari ketinggian tempat yang lebih rendah, hal ini dikarenakan
perbedaan ekologi tempat tumbuh yang berbeda sehingga diperoleh hasil yang
berbeda. Kopi yang tumbuh pada ketinggian tempat yang lebih tinggi mempunyai
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komponen senyawa kimia lebih banyak dibanding kopi yang tumbuh pada
ketinggian tempat lebih rendah.

Penelitian yang dilakukan Hasanah (2017) menjelaskan bahwa perbedaan
aktifitas antioksidan dari masing-masing ekstrak biji kopi Robusta dapat secara
langsung ataupun tidak langsung dipengaruhi oleh beberapa hal termasuk iklim dan
ketinggian tempat tempat tumbuh. Aktivitas antioksidan tertinggi terdapat pada
ketinggian tempat tertinggi juga. Beberapa penelitian tersebut hanya terfokus pada
aktifitas antioksidan biji kopi saja, sedangkan daun kopi belum banyak diteliti
kandungan fitokimia dan aktivitas antioksidannya. Penelitian aktivitas antioksidan
pada daun kopi di suatu wilayah yang sama dan terdiri dari dataran tinggi maupun
rendah belum banyak dilakukan. Dengan demikian, diperlukan studi untuk
mengetahui kandungan senyawa fitokimia serta aktivitas antioksidan daun kopi
Robusta berdasarkan lima ketinggian tempat tumbuh di wilayah yang sama.

METODE

Metode pengambilan sampel yang dilakukan dengan menggunakan metode
Purposive Sampling pada beberapa ketinggian di antaranya: 511 mdpl, 434 mdpl,
354 mdpl, 204 mdpl, 122 mdpl serta penelitian laboratorium untuk uji fitokimia dan
antioksidan. Sampel daun kopi Pada kelima ketinggian tempat tersebut dilakukan 3
kali ulangan dalam pengambilan sampel dari 3 pohon berbeda, sehingga didapatkan
15 sampel daun kopi Robusta. Masing — masing sampel daun kopi diambil 300 g
untuk diuji kandungan fitokimia, serta diuji nilai aktivitas antioksidannya.
Pengukuran faktor abiotik dilakukan dengan mengukur suhu, intensitas cahaya, pH
tanah, kelembaban tanah, suhu udara, dan ketinggian tempat. Pengukuran faktor
abiotik dilakukan sekitar pukul 08.00 — 10.00 WIB. Penelitian dilakukan pada bulan
Januari 2024 sampai Maret 2024. Uji fitokimia, analisis kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan daun kopi Robusta dilaksanakan di Laboratorium MIPA
Terpadu, Universitas Sebelas Maret, Surakarta, Jawa Tengah. Lokasi pengambilan
sampel daun kopi Robusta dapat dilihat pada Gambar 1.

| Cetak Kabupaten Ngawi di Provinsi Jawa Timur, Indonesia |

Gambar 1. Lokasi Pengambilan Sampel Kopi Robusta di Kabupaten Ngawi, Jawa
Timur, Indonesia (Google Maps, 2023)
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Alat yang digunakan diantaranya: neraca/timbangan, tabung reaksi,
erlenmeyer, labu ukur, pengaduk, corong, pipet tetes, botol berwarna coklat,
chamber, pipa kapiler, alat sinar UV. Alat yang digunakan untuk analisis kadar
flavonoid adalah neraca/timbangan, pipet tetes, tabung reaksi, erlenmeyer, dan
spektrofotometer UV-Vis. Bahan yang digunakan diantaranya: 300 gram daun kopi
Robusta, aquades, ethanol 96%, bismut (111) nitrat, asam nitrat pekat, kalium iodida,
HCI pekat, logam Mg, plat silika GeoF2s4, etil asetat, n-butanol, asam asetat, AICI3
10 %, kuersetin yang disediakan di Laboratorium Biologi, Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Sebelas Maret, Surakarta, Jawa Tengah,
Indonesia.

Pembuatan Ekstrak

Daun kopi Robusta sebanyak 300 g dicuci, kemudian dikeringkan dengan
oven pada suhu 60° C selama 60 menit. Sampel daun yang sudah kering kemudian
dihaluskan dengan menggunakan blender hingga terbentuk simplisia (Rintis, 2019).
Simplisia ditimbang sebanyak 50 g dan dimaserasi dengan 500 ml etanol 96%.
Simplisia yang sudah dimaserasi diaduk setiap 8 jam sekali selama 3 hari. Proses
maserasi tersebut diulang 2 kali. Semua sampel hasil maserasi dipekatkan dengan
rotary evaporator dengan suhu 70° C sampai didapatkan ekstrak kental. Ekstrak
kental yang sudah didapat, kemudian dihitung rendemennya menggunakan rumus
persentase rendemen ekstrak.

Bobot Ekstrak yang Didapat (g)

Rendemen Ekstrak (%) = x 100

Simplisia yang Diesktrak (g)
(Devi et al., 2017).

Skrining Fitokimia Uji Alkaloid dengan Reagen Dragendroff

Reagen Dragendroff dibuat dengan dua campuran. Campuran pertama yaitu
0,8 g bismut (I11) nitrat dilarutkan dalam 20 ml asam nitrat kedalam erlenmeyer.
Campuran kedua adalah 27 mg kalium iodida dilarutkan dalam 50 ml akuades.
Campuran pertama dan kedua digabungkan, kemudian ditambahkan aquades
sebanyak 100 ml sehingga menghasilkan warna orange. Ekstrak kental daun kopi
Robusta sebanyak 5 g diletakkan pada tabung reaksi. Ekstrak tersebut dicampurkan
dengan reagen Dragendroff. Hasil yang menunjukkan positif alkaloid dengan
membentuk warna cokelat kemerahan (Widiastuti et al., 2014).

Skrining Fitokimia Uji Flavonoid dengan Reagen Wilstatter

Uji flavonoid dapat dilakukan secara kualitatif dengan uji Wilstatter. Uji
Wilstatter dapat dilakukan dengan cara menimbang 5 gram ekstrak kental kopi
Robusta kemudian ditambahkan dengan 2-4 tetes HCI pekat dan 2-3 potong kecil
logam Mg, apabila memberikan warna orange-merah dan terdapat endapat cokelat
muda maka reaksinya positif (Sawiji et al., 2022).

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Alkaloid

Uji kromatografi lapis tipis menggunakan eluen fase gerak dan fase diam.
Pada KLT uji alkaloid, eluen fase gerak menggunakan perbandingan 9 ml etil
asetat: 2 ml methanol 96%: 2 ml air. Fase diam menggunakan plat silika GeoF254
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dengan ukuran 3 x 7 cm. Plat silika tersebut ditandai pada batas atas 0,5 cm dan
batas bawah 1 cm. Batas atas menunjukkan bahwa proses penyerapan eluen sampel
telah mencapai batas, sedangkan batas bawah digunakan untuk meneteskan sampel.
Ekstrak kental diteteskan ke plat silika GeoF2s4 menggunakan pipa kapiler. Plat
silika tersebut dimasukkan ke dalam chamber yang berisi eluen fase gerak. Eluen
fase gerak akan naik ke permukaan plat silika, sehingga terbentuk noda pada plat
silika. Plat silika diangkat dari chamber dan didiamkan sebentar hingga kering.
Setelah plat silika kering, selanjutnya disemprot menggunakan reagen Dragendroff
sebanyak 3 kali. Identifikasi noda yang terbentuk pada plat silika GeoF2s54 diamati
di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Noda orange
kemerahan menunjukkan sampel positif alkaloid. Setelah identifikasi noda,
kemudian diukur nilai R; (Retention Factor). Pengkuran nilai Rf menggunakan
rumus:

Jarak Rambat yang Ditempuh Fraksi

f= Jarang Rambat yang Ditempuh Fase Gerak

(Elsa, 2018).

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Uji Flavonoid

Fase diam yang digunakan adalah Plat silika gel GeoF254 dengan ukuran 3 x 7
cm. Plat silika tersebut ditandai pada batas atas 0,5 cm dan batas bawah 1 cm. Batas
atas menunjukkan bahwa proses penyerapan eluen sampel telah mencapai batas,
sedangkan batas bawah digunakan untuk meneteskan sampel. Eluen fase gerak
menggunakan perbandingan 4 ml n-butanol: 1 ml asam asetat: 5 ml air. Ekstrak
kental diteteskan ke plat silika GeoF2s2 menggunakan pipa kapiler. Plat silika
tersebut dimasukkan ke dalam chamber yang berisi eluen fase gerak. Eluen fase
gerak akan naik ke permukaan plat silika, sehingga terbentuk noda pada plat silika.
Plat silika diangkat dari chamber dan didiamkan sebentar hingga kering. Setelah
plat silika kering, selanjutnya disemprot menggunakan AlICI31%. Identifikasi noda
yang terbentuk pada plat silika GeoF2s4 di bawah sinar UV pada panjang gelombang
254 nm dan 366 nm. Noda berwarna putih atau merah muda menunjukkan sampel
positif flavonoid. Setelah identifikasi noda, kemudian diukur nilai R; (Retention
Factor) dengan menggunakan rumus:

Jarak Rambat yang Ditempuh Fraksi

- Jarang Rambat yang Ditempuh Fase Gerak

(Elinur et al., 2024)

Analisis Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl)

Analisis aktivitas antioksidan diawali dengan mencampurkan 100 ml etanol
96% pada 10 ml sampel daun kopi Robusta. Campuran sampel tersebut diencerkan
dengan variasi 5 ppm, 6 ppm, 7 ppm, 8 ppm dan 9 ppm. Tahap selanjutnya
pembuatan larutan stok DPPH 50 ppm dengan menimbang 5 mg DPPH
ditambahkan 100 ml etanol 96%. Larutan stok tersebut dilapisi dengan aluminium
foil dan disimpan pada suhu ruang (27-28°C). Tahap selanjutnya adalah pembuatan
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larutan kontrol dengan mencampurkan 2 ml etanol 96% dan 1 ml larutan stok DPPH
50 ppm. Penentuan absorbansi sampel dengan melarutkan 2 ml sampel dan 2 ml
larutan DPPH, kemudian diuji dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 420 — 520 nm (Anugrah et al., 2021). Setelah didapatkan hasil
absorbansi pada sampel, kemudian dihitung persentase (%) inhibisi yang diperoleh
dari rumus di bawah ini:

A_AO—Al
A0

Keterangan:

A :Inhibisi antioksidan

AO0 :Absorbansi pada DPPH tanpa sampel (blangko)
Al :Absorbansi pada DPPH setelah ditambah sampel.

X 100%

Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian kemudian di analisis secara statistik
dengan uji Anova (Analysis of Variance). Dari hasil uji Anova, jika nilai signifikasi
> 0.05 maka tidak ada pengaruh yang signifikan pada aktivitas antioksidan dengan
ketinggian tempat. Apabila nilai signifikasi < 0.05, maka terdapat pengaruh yang
signifikan pada aktivitas antioksidan dengan ketinggian tempat. Jika hasil uji Anova
signifikan, dilanjutkan dengan uji DMRT (Arif et al., 2023). Setelah diuji Anova
serta DMRT, selanjutnya diuji korelasi antara ketinggian tempat dengan aktivitas
antioksidan menggunakan Correlate Bivariate (Arif et al., 2023).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Pengukuran Faktor Abiotik

Faktor abiotik merupakan elemen non hidup dalam suatu ekosistem yang
memiliki pengaruh besar terhadap kehidupan organisme. Pada ekosistem terestrial,
faktor-faktor abiotik seperti suhu, kelembapan, pH tanah, intensitas cahaya, serta
kandungan nutrisi tanah menjadi elemen utama yang memengaruhi kelangsungan
hidup flora dan fauna (YYanmei et al., 2023). Hasil pengukuran faktor abiotik pada
tanaman kopi Robusta dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pengukuran Faktor Abiotik Pada Tanaman Kopi Robusta

Ketinggian Intensitas  Kelembapan Suhu Kelembaban

Tempat Tanah Cahaya Udara Udara Tanah
(mdpl) (Lux) (%) @ 9) (%)

122 7 3573 61 29,7 30

204 7 1093 64 31,6 40

354 6.8 1148 62 33,2 50

434 6.8 1205 68 32,8 68

511 7 603 74 28,4 50

Berdasarkan data pada Tabel 1, diketahui bahwa pH tanah pada kelima
ketinggian tergolong netral dengan kisaran 6,8 — 7. Tanah yang memiliki pH 7 atau
netral dapat menyebabkan aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan ph asam
(Parvesh et al., 2021). Intensitas cahaya tertinggi terdapat pada ketinggian tempat
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122 mdpl yaitu 3573 lux, sedangkan intensitas cahaya terendah terdapat pada
ketinggian tempat 511 mdpl yaitu 603 lux. Intensitas cahaya berpengaruh terhadap
pertumbuhan primer suatu tanaman dan berpengaruh terhadap aktivitas metabolit
sekunder khususnya kadar flavonoid pada tanaman kopi Robusta. Tinggi tanaman
dan biomassa di atas permukaan tanah meningkat seiring dengan peningkatan
intensitas cahaya, dan intensitas cahaya bermanfaat untuk meningkatkan
kandungan karotenoid, total fenol, vitamin C, selulosa, total flavon, dan apigenin
pada suatu tanaman (Yanmei et al., 2023).

Kelembaban wudara dan suhu udara memiliki keterkaitan terhadap
pertumbuhan tanaman dan pembentukan metabolit sekunder. Suhu 20°C — 37 °C
merupakan suhu yang baik untuk proses fotosintesis tanaman dan aktivitas
metabolit sekunder dalam merespon stres seperti stres abiotik atau biotik. Parameter
kelembaban udara memiliki hubungan atau korelasi dengan suhu udara pada suatu
tempat tumbuh bagi tanaman. Semakin rendah suhu udara pada suatu wilayah maka
kelembaban udara akan semakin tinggi (Mirwais et al., 2023). Kelembaban udara
dapat mempengaruhi suatu tanaman karena berpengaruh dalam mencegah dehidrasi
pada kutikula dan mencegah terjadinya cekaman air pada tanaman. Kelembaban
udara tinggi dapat menyebabkan rendahnya kadar flavonoid total pada tumbuhan
(Ndour et al., 2016).

Persentase kelembaban tanah yang tertinggi terdapat pada ketinggian 434
mdpl yaitu 68%, sedangkan persentase kelembaban tanah yang terendah terdapat
pada ketinggian 122 mdpl yaitu 30%. Faktor lingkungan yang mempengaruhi
sintesis metabolit sekunder dapat berupa stres atau cekaman tempat tanaman hidup.
Salah satu cekaman lingkungan yaitu kelembaban tanah. Kelembaban tanah yang
tinggi menyebabkan tingginya kadar flavonoid dan nilai antioksidan, sedangkan
kelembaban tanah yang rendah menyebabkan rendahnya kadar flavonoid dan nilai
antioksidan (Yulia et al., 2020).

Hasil Rendemen Ekstrak

Rendemen ekstrak adalah perbandingan antara berat ekstrak yang dihasilkan
dengan berat biomassa sel yang digunakan sebagai bahan baku. Rendemen ekstrak
dihitung dengan mengalikan perbandingan berat akhir (berat ekstrak) dengan berat
awal (berat biomassa sel) dengan 100%. Rendemen dari suatu sampel diperlukan
untuk mengetahui banyaknya ekstrak yang diperoleh selama proses ekstraksi
(Hasnaeni et al., 2019). Hasil rendemen ekstrak daun kopi Robusta dapat dilihat
pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Rendemen Ekstrak Daun Kopi Robusta

Ketinggian Massa Rata-Rata Rendemen
Tempat Simplisia Massa Ekstrak (%)
(mdpl) 9) )
122 15 4 24.6
204 15 2,6 17.3
354 15 2,8 18.6
434 15 3.2 21.3
511 15 2.4 16
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Berdasarkan data pada Tabel 2, diketahui bahwa persentase rendemen pada
daun kopi Robusta secara keseluruhan yaitu lebih dari 10%. Rendemen dikatakan
baik jika nilainya lebih dari 10%. Hasil rendemen berhubungan dengan senyawa
aktif dari suatu sampel, apabila nilai rendemen tinggi maka komponen senyawa
aktif yang terkandung di dalamnya juga tinggi (Wardaningrum et al., 2019).

Hasil Skrining Fitokimia

Ekstrak daun kopi Robusta dari lima ketinggian tempat mengandung senyawa
alkaloid yang ditunjukan adanya warna coklat pada sampel setelah diberi reagen
Dragendroff (Gambar 2). Warna cokelat yang terbentuk tersebut merupakan
alkaloid yang bereaksi dengan reagen Dragendorff. Salah satu komponen penyusun
reagen Dragendorff yaitu bismut nitrat yang mengandung garam bismut. Garam
bismut ini mengandung ion Bi3+ yang mudah terhidrolisis membentuk menjadi ion
bismutil (BiO+) (Ergina et al. 2014). Ekstrak daun kopi juga mengandung senyawa
flavonoid yang ditunjukkan dengan adanya warna coklat muda dan endapan putih
kecokelatan setelah diberi reagen Wilstatter (Gambar 2). Pada uji warna
menggunakan pereaksi Wilstater memperoleh hasil positif (Tabel 3). Pengujian ini
dilakukan dengan menambah Mg dan HCI pekat. Penambahan HCI pekat
digunakan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi aglikonnya, yaitu dengan
menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan tergantikan oleh H+ dari asam karena
sifatnya yang elektrofilik. Reduksi dengan Mg dan HCI pekat dapat menghasilkan
senyawa kompleks yang berwarna cokelat atau orange (Armelia et al., 2023). Hasil
uji fitokimia dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Kopi Robusta

Uji dengan Kromatografi

Uji dengan Reagen Lapis Tipis (KLT)

G . Warna Pada  Nilai Rf
Senyawa Pereaksi Al Keterangan Sinar UV
Pengamatan
366 nm.
Alkaloid Dragendroff Warna + Merah muda, 0.41
cokelat Putih 0.91
Flavonoid  Wilstatter Warna + Merah 0.33
cokelat tua, 0.5
terdapat 0.91
endapan
cokelat muda
| Uji Alkaloid Menggunakan Reagen Dragendroff l ’ Uji Alkaloid Menggunakan Reagen Wilstatter

Sebelum Diberi Reagen

| Setelah Diberi Reagen | ‘ Sebelum Diberi Reagen ‘ Setelah Diberi Reagen

Gambar 2. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Kopi Robusta
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Hasil Uji Fitokimia Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Uji kromatografi lapis tipis (KLT) adalah metode untuk memisahkan
campuran berdasarkan perbedaan kepolaran antara sampel dan pelarut (Elsa, 2018).
Berdasarkan Gambar 3 hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menunjukkan bahwa
ekstrak daun kopi Robusta mengandung senyawa alkaloid. Kandungan senyawa
alkaloid ditunjukkan adanya warna merah muda pada pengamatan sinar UV 366
nm dengan nilai Rf yang baik yaitu 0,41 dan 0,91. Apabila nilai Rf memiliki nilai
yang sama maka senyawa tersebut dapat dikatakan memiliki jenis yang sama atau
mirip dengan pembandingnya (Qinghu et al., 2016). Menurut hasi penelitian
Hiroshi (2016) tanaman kopi Robusta mengandung dua jenis alkaloid berbeda.
Jenis alkaloid tersebut diantaranya kafein (1,3,7- N -trimethylxanthine) dan
trigonelin (asam 1- N -metilnikotinat) Kafein adalah salah satu senyawa golongan
alkaloid xantina dengan struktur kimia 1,3,7 trimethylxanthine yang dapat
ditemukan pada komoditas kopi. Karakteristik kafein pada kopi Robusta
diantaranya dapat larut dalam air, mempunyai aroma wangi tetapi rasanya sangat
pahit. Kafein bersifat basa monocidic yang lemah dan dapat memisah dengan
penguapan air (Widagyo et al., 2013). Alkaloid Trigonelin adalah alkaloid yang
dihasilkan dari metabolisme niasin membentuk asam 6-hidroksinikotinat bebas.
Trigonelin pada tanaman kopi Robusta terakumulasi pada biji dan daun kopi.
Karakteristik trigonelin diantaranya mudah larut dalam air atau alkohol hangat,
kurang larut dalam alkohol dingin, dan sedikit larut dalam kloroform atau eter.
Trigonelin adalah metil betain dari asam nikotinat yang menyebabkan rasa pahit
pada biji serta daun kopi (Hiroshi, 2016). Hasil kromatografi lapis tipis dapat dilihat
pada Gambar 3.

0.41_—O

Cahaya Tampak UV 254nm UV 366 nm Cahaya Tampak UV 254nm UV 366 nm

Alkaloid Flavonoid
Gambar 3. Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Ekstrak Daun Kopi Robusta

Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT) juga menunjukkan bahwa ekstrak
daun kopi Robusta mengandung senyawa flavonoid. Kandungan senyawa
flavonoid ditunjukkan adanya warna merah muda pada pengamatan sinar UV 366
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nm (Gambar 1) dengan nilai Rf yaitu 0,33, 0,5, dan 0,91 (Tabel 2). Nilai Rf
merupakan perbandingan jarak yang ditempuh eluen dan fase gerak pada plat KLT,
serta digunakan sebagai nilai perbandingan relatif antar sampel. Nilai Rf dapat
dijadikan bukti dalam identifikasi senyawa. Apabila nilai Rf memiliki nilai yang
sama maka senyawa tersebut dapat dikatakan memiliki jenis yang sama atau mirip
dengan pembandingnya (Qinghu et al., 2016). Menurut hasil penelitian Deanna
(2018) jenis flavonoid yang terdapat pada kopi Robusta diantaranya asam
klorogenat, epigallocatechin, antosianin dan quercetin Asam klorogenat merupakan
senyawa fenolik yang umumnya ditemui pada biji kopi ataupun pada daun kopi
dengan konsentrasi yang tinggi mencapai 7-10%. Asam klorogenat terbentuk dari
ester asam transkinamat, seperti asam kafeat, dengan asam quinat dan berperan
penting pada karakteristik kopi yaitu rasa pahit dan aroma wangi dari biji kopi
(Ardiansyah et al., 2018). Oksidasi dari asam klorogenat yang diikuti oleh
polimerisasi (gabungan dari monomer-monomer) menyebabkan
pembentukan quinon yang menyebabkan warna merah kecoklatan pada biji kopi
Robusta, serta dapat melindungi tumbuhan kopi dari mikroorganisme, serangga dan
radiasi UV (Naeli dan Muchtaridi, 2018).

Epigallocatechin merupakan flavonoid yang paling melimpah pada tanaman
kopi. Pada tanaman kopi Robusta epigallocatechin banyak terdapat pada daun,
kususnya pada daun yang sudah tua dan berwarna hijau tua. Epigallocatechin
memiliki sifat antioksidan dan penangkal radikal bebas yang kuat. Kemampuan ini
terkait dengan struktur hidroksil, yang memiliki kemampuan mengikat ion hidrogen
yang membersihkan radikal bebas (Nadine et al., 2022). Antosianin termasuk dalam
golongan flavonoid dan merupakan turunan polifenol. Antosianin memiliki struktur
utama yang terdiri dari dua cincin aromatik benzene (C6H6) yang dihubungkan
dengan tiga atom karbon. Tanaman kopi Robusta mengandung antosianin, terutama
pada kulit bijinya. Antosianin adalah senyawa organik yang berfungsi sebagai zat
warna alami pada tumbuhan. Antosianin dapat memberikan warna merah, ungu,
biru, jingga, dan hitam pada tumbuhan. Selain pada kulit, antosianin juga terdapat
pada daun kopi yang dapat memberikan warna hijau kehitaman pada daun kopi
Robusta. Selain sebagai zat warna, antosianin juga memiliki beberapa fungsi lain,
yaitu melindungi tanaman dari cekaman biotik dan abiotik, melindungi tanaman
dari radiasi sinar UV-B, berperan penting dalam perbanyakan tanaman serta dalam
mekanisme pertahanan tanaman (Shidiq, 2022).

Quercetin  adalah pentahidroksiflavon  dan  7-hidroksiflavonol serta
merupakan flavonol yang tersebar luas di tanaman. Senyawa ini merupakan
antioksidan seperti banyak senyawa heterosiklik fenolik lainnya. Quercetin
merupakan salah satu flavonoid yang paling melimpah dalam tanaman terutama
bagian daun. Pada daun kopi robusta quersetin menyebabkan adanya rasa pahit
pada daun. Quercetin berwarna kuning dan berbentuk padat kristal yang tidak larut
dengan etanol. Quersetin yang terdapat pada daun kopi Robusta akan membentuk
endapan berwarna putih kekuningan jika dilarutkan dalam etanol (Xiu et al., 2018).

Hasil Aktivitas Antioksidan
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan mengukur absorbansi
larutan stok DPPH 50 ppm pada rentang panjang gelombang 420 — 520 nm
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(Anugrah et al., 2021). Panjang gelombang maksimum yang diperoleh yaitu
gelombang 470 nm dengan nilai absorbansi 0,224 nm. Panjang gelombang
maksimum dapat dilihat pada Gambar 4.

Panjang Gelombang Maksimum DPPH Uji Antioksidan
0,25

0.15 \
0,1
0.05 \
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0 490 510 530 550
Panjang Gelombang
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Gambar 4. Grafik Panjang Gelombang Maksimum Uji Antioksidan Ekstrak Daun
Kopi Robusta

Setelah mendapatkan panjang gelombang maksimum dan mengukur
absorbansi pada sampel dan DPPH, selanjutya menghitung persentase inhibisi
antioksidan. Inhibisi antioksidan adalah kemampuan senyawa antioksidan dalam
sampel untuk menangkap radikal bebas pada konsentrasi larutan uji. Persentase
inhibisi dapat diketahui dari beberapa konsentrasi Sampel diantaranya 5 ppm, 6
ppm, 7 ppm, 8 ppm, dan 9 ppm. Dari ke lima konsentrasi sampel tersebut
didapatkan rata-rata dari persentase inhibisinya.

Inhibisi antioksidan adalah parameter yang menunjukkan kemampuan
antioksidan untuk menghambat radikal bebas. Parameter ini diukur dengan persen
inhibisi atau aktivitas antioksidan. Inhibisi antioksidan juga dapat diukur dengan
IC50 (inhibition concentration), yaitu konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan
untuk menghambat 50% radikal bebas DPPH. Semakin kecil nilai 1C50, maka
antioksidan tersebut semakin kuat dalam menangkal radikal bebas (Hasanah, 2017).
Rata-rata inhibisi dan nilai 1Cso aktivitas antioksidan dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Rata-Rata Inhibisi dan Nilai ICso Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun kopi

Robusta
Sampel Mo Ceee  Nimicsppm) £ e
A (122 mdpl) 31,92+7,382 10,84 +3,89
B (204 mdpl) 37,69+15,27¢ 2,36
C (354 mdpl) 38,36+16,61° 1,44
D (434 mdpl) 46,08+9,43% 7,68
E (511 mdpl) 61,89+8,08" 4,33

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada baris dan kolom yang sama tidak
berbeda nyata pada DMRT (P > 0,05). Nilai IC50 dari sampel A sampai E menunjukkan antioksidan
sangat kuat (1C50 < 50).
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Persen inhibisi (% aktivitas antioksidan) merupakan salah satu parameter
yang menunjukkan kemampuan suatu antioksidan dalam menghambat radikal
bebas. Persentase inhibisi dapat digunakan untuk menghitung nilai 1C50 dengan
membut regresi linear antara konsentrasi larutan dengan nilai inhibisi (Pratiwi et
al., 2023). Berdasarkan hasil pada Tabel 4, dapat diketahui persentase inhibisi
antioksidan paling tinggi terdapat pada ketinggian 511 dengan nilai 61,89%,
sedangkan persentase inhibisi antioksidan terendah terdapat pada ketinggian 122
mdpl dengan nilai 31,92%.

Pada hasil uji Anova nilai signifikasi yaitu 0.008 yang artinya < 0,05 (kurang
dari 0,05), maka terdapat perbedaan secara signifikan pada rata-rata persentase
inhibisi dengan aktivitas antioksidan. Jika pengujian Anova memiliki hasil
signifikan > 0,05 maka tidak ada perbedaan siginifikan pada rata-rata hasil uji
begitupun sebaliknya, jika hasil signifikan < 0,05 maka terdapat perbedaan
siginifikan pada rata-rata hasil uji (Arif et al., 2023).

Berdasarkan hasil Anova yang menyatakan bahwa terdapat perbedaan secara
signifikan pada rata-rata persentase inhibisi dengan aktivitas antioksidan, kemudian
diuji lanjut dengan DMRT. Berdasarkan hasil uji DMRT, pada ketinggian 511 mdpl
mengalami perbedaan secara nyata dengan persentase inhibisi pada ketinggian 122
mdpl, 204 mdpl dan 354 mdpl. Hal ini dapat dilihat bahwa nilai persentase inhibisi
pada ketinggian 511 mdpl sebesar 61,89 % yang jauh lebih tinggi dibanding nilai
inhibisi pada ketinggian 122 mdpl yaitu 31,92%, 204 mdpl 37,69 dan 354 mdpl
dengan nilai 38,36%. Persentase inhibisi pada ketinggian 122 mdpl, 204 mdpl, 354
mdpl dan 434 mdpl tidak mengalami perbedaan secara nyata, karena memiliki nilai
persentase inhibisi yang tidak terlalu berbeda jauh. Persentase inhibisi pada
ketinggian 434 mdpl dengan 511 mdpl tidak mengalami perbedaan secara nyata,
karena nilai persentase inhibisi pada ketinggian 434 mdpl yaitu 46,08% dan nilai
persentase inhibisi pada ketinggian 511 mdpl yaitu 61,89 % memiliki jarak
persentase nilai inhibisi yang tidak terlalu jauh, dibandingakan dengan ketinggian
122 mdpl, 204 mdpl, 354 mdpl.

Penetapan aktivitas antioksidan dapat diketahui dengan melihat nilai 1Csg
(inhibitory concentration). Nilai 1Cso dapat diperoleh dari persamaan regresi linier
yang menyatakan hubungan antara konsentrasi larutan (x) dengan % inhibisi (y).
Konsentrasi sampel dihitung dengan nilai x yang diperoleh dengan cara
memasukkan angka 50 sebagai y dalam persamaan regresi linier yang diperoleh
dari grafik konsentrasi dengan % inhibisi. Semakin rendah nilai ICso, maka semakin
tinggi aktivitas antioksidan. Semakin tinggi nilai 1Cso, maka semakin rendah
aktivitas antioksidannya. Suatu senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat
jika nilai ICso kurang dari 50, kuat (50-100), sedang (100- 150), dan lemah (151-
200) (Pratiwi et al., 2023).

Semakin rendah nilai 1Cso, maka aktivitas antioksidan semakin tinggi.
Semakin tinggi nilai ICsp, maka aktivitas antioksidan semakin rendah (Pratiwi et
al., 2023). Berdasarkan Tabel 4, kelima ketinggian memiliki antioksidan sangat
kuat, hal tersebut ditunjukkan dengan nilai ICso dari kelima ketinggian tempat
tersebut kurang dari 50, dimana pada ketinggian 122 mdpl memiliki nilai 1Cso
10,84, ketinggian 204 mdpl memiliki nilai 1Cso 2,36, ketinggian 354 mdpl memiliki
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nilai I1Csg 1,44, ketinggian 434 mdpl memiliki nilai ICsg 7,68, dan ketinggian 511
mdpl memiliki nilai 1Cso 4,33.

Berdasarkan uji Anova mengunakan nilai ICsg, aktivitas antioksidan memiliki
nilai signifikasi 0,614 dengan hasil signifikasi > 0,05. Artinya nilai ICsotidak terlalu
berpengaruh signifikan terhadap aktivitas antioksidan. Ketinggian tempat tumbuh
kopi Robusta di Kabupaten Ngawi, Provinsi Jawa Timur, Indonesia tidak terlalu
berpengaruh secara signifikan terhadap aktivitas antioksidan pada daun kopi
Robusta. Hal ini dapat dibuktikan bahwa aktivitas antioksidan pada kelima
ketinggian tempat tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang sama yaitu
antioksidan kuat.

Korelasi Antara Inhibisi Antioksidan dengan Ketinggian Tempat

Hasil uji korelasi antara ketinggian tempat dengan aktivitas antioksidan
menggunakan Correlate Bivariate didapatkan nilai pearson pearson correlation
sebesar 0,715 yang artinya ketinggian tempat dengan persentase inhibisi
antioksidan memiliki korelasi positif. Dari nilai tersebut tingkat kekuatan korelasi
antara ketinggian tempat tumbuh dengan aktivitas antioksidan daun kopi robusta
menunjukkan korelasi sedang antara 0,61 — 0,80. Korelasi positif yang terjadi pada
kelima ketinggian tempat dengan aktivitas antioksidan daun kopi Robusta dapat
dibuktikan bahwa persentase inhibisi antioksidan dari ketinggian rendah ke
ketinggian yang lebih tinggi mengalami kenaikan secara signifikan (Arif et al.,
2023). Grafik korelasi antara inhibisi antioksidan dengan ketinggian tempat yang
dapat dilihat pada Gambar 4.

Korelasi Antara Inhibisi Antioksidan Dengan
Ketinggian Tempat
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122 mdpl 204 mdpl  354mdpl 434 mdpl 511 mdpl

Gambar 4. Grafik Korelasi Antara Inhibisi Antioksidan Ekstrak Daun Kopi
Robusta dengan Ketinggian Tempat

Nilai signifikasi pada pearson correlation 0,00-0,20 menunjukkan tidak ada
korelasi antara ketinggian tempat dengan aktivitas antioksidan. Nilai signifikasi
pada pearson correlation 0.21-0,40 menunjukkan korelasi lemah antara ketinggian
tempat dengan aktivitas antioksidan. Nilai signifikasi pada pearson correlation
0,41-0,60 menunjukkan korelasi sedang antara ketinggian tempat dengan aktivitas
antioksidan. Nilai pearson correlation 0,61-0,80 menunjukkan korelasi kuat antara
ketinggian tempat dengan aktivitas antioksidan. Nilai pearson correlation 0,81-1,00
menunjukkan korelasi sempurna antara ketinggian tempat dengan aktivitas
antioksidan (Arif et al., 2023).
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
daun kopi robusta dari kelima ketinggian tempat tumbuh mengandung senyawa
alkaloid dan flavonoid. Hasil skrining fitokimia senyawa alkaloid menunjukkan
adanya warna kecoklatan pada sampel daun kopi yang diberi reagen Dragendroff.
Senyawa flavonoid menunjukkan adanya warna cokelat tua dan terdapat endapan
cokelat muda pada sampel daun kopi setelah diberi reagen Wilstatter. Hasil
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menunjukkan adanya senyawa alkaloid dengan
nilai Rf 0,41 dan nilai Rf 0,91, serta terdapat warna merah muda dan putih pada
pengamatan dibawah sinar UV 366 nm. Senyawa flavonoid yang dihasilkan dari uji
KLT menunjukkan adanya warna merah pada pengamatan dibawah sinar UV 366
nm dengan nilai Rf 0,33, 0,5 dan 0,91. Nilai Rf pada uji KLT alkaloid dan flavonoid
memiliki nilai sesuai dengan keriteria Rf pada alkaloid dan flavonoid yaitu 0,2
sampai 0,8. Persentase inhibisi antioksidan paling tinggi terdapat pada ketinggian
511 dengan nilai 61,89%, sedangkan persentase inhibisi antioksidan terendah
terdapat pada ketinggian 122 mdpl dengan nilai 31,92%. Aktivitas antioksidan dari
kelima ketinggian tempat menunjukkan antioksidan sangat kuat, karena memiliki
nilai 1Cso yaitu kurang dari 50. Ketinggian tempat tumbuh pada tanaman kopi
Robusta di Kabupaten Ngawi, berpengaruh secara signifikan terhadap persentase
inhibisi antioksidan, serta memiliki korelasi yang sedang.

SARAN

Pada penelitian selanjutnya sebaiknya perlu dilakukan uji aktivitas metabolit
sekunder tanin dan saponin pada daun Kopi Robusta dari berbagai ketinggian
tempat khususnya di Kabupaten Ngawi, Jawa Timur, Indonesia untuk
memaksimalkan pemanfaatanya dimasyarakat.
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