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ABSTRAK

Mir’ah, I’in Atiqotul. 2022. Analisis Kadar Kafein dan Asam Klorogenat Kopi
Wonosalam Jombang Menggunakan Metode Spektrofotometri UV-
Vis. Skripsi, Program Studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I:
Armeida D R Madjid, M.Si; Pembimbing 11: Ahmad Hanapi, M.Sc.

Kata Kunci: Wonosalam, Kopi, Kafein, Asam Klorogenat, Ekstraksi cair-cair,
Spektrofotometer UV-Vis

Terdapat tiga jenis kopi yang ditanam di Wonosalam Jombang, yaitu
Robusta, Arabika dan Excelsa. Kadar kafein dan asam klorogenat pada kopi
dipengaruhi oleh jenis kopi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
perbedaan kadar kafein dan asam klorogenat dari jenis kopi yang ada di Wonosalam
Jombang menggunakan metode Spektrofotometri UV-Vis. Tahapan yang dilakukan
meliputi preparasi sampel, ekstraksi cair-cair dengan pelarut kloroform dan
penambahan CaCOz. Hasil dari ekstraksi berupa fasa organik dan fasa air. Fasa
organik diambil untuk pemisahan senyawa kafein dan fasa air untuk analisis asam
klorogenat. Untuk menentukan kadar kafein dan asam klorogenat dilakukan
pengukuran dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan kadar kafein dan asam
klorogenat yang signifikan antara variasi ketiga jenis kopi, hasil uji BNT
membuktikan adanya pengaruh nyata antara variasi ketiga jenis kopi terhadap kadar
kafein dan asam klorogenat. Kadar kafein tertinggi dihasilkan pada jenis kopi
Robusta dengan rata-rata 3,89 %; Arabika 2,24 % dan Excelsa 1,33 %. Kadar asam
klorogenat tertinggi dihasilkan pada jenis kopi Arabika dengan rata-rata 6,83 %;
Excelsa 4,81 % dan Robusta 4,07 %.
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ABSTRACT

Mir’ah, I’in Atiqotul. 2022. Analysis of Caffeine and Chlorogenic Acid Content
in Wonosalam Jombang Coffee Using UV-Vis Spectrophotometry
Method. The Thesis, Chemistry Study Program, Faculty of Science and
Technology, State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang.
Supervisor I: Armeida D R Madjid, M.Si; Supervisor 1l: Ahmad Hanapi,

DAL
IVI.OU.

Keywords: Wonosalam, Coffee, Caffeine, Chlorogenic Acid, Liquid-liquid
extraction, UV-Vis Spectrophotometer

There are three types of coffee grown in Wonosalam, Jombang, namely
Robusta, Arabica and Excelsa. The levels of caffeine and chlorogenic acid in coffee
are affected by the type of coffee. The purpose of this study was to determine the
differences in the levels of caffeine and chlorogenic acid from coffee types in
Wonosalam, Jombang using the UV-Vis Spectrophotometry method. The steps
taken included sample preparation, liquid-liquid extraction with chloroform and the
addition of CaCOa3. The results of the extraction are in the form of an organic phase
and an aqueous phase. The organic phase was taken for the separation of caffeine
compounds and the water phase for chlorogenic acid analysis. To determine the
levels of caffeine and chlorogenic acid, measurements were made using a UV-Vis
spectrophotometer.

The results showed that there were significant differences in the levels of
caffeine and chlorogenic acid between the variations of the three types of coffee,
the BNT test results proved that there was a significant effect between the variations
of the three types of coffee on the levels of caffeine and chlorogenic acid. The
highest caffeine content is produced in Robusta coffee with an average of 3.89%;
Arabica 2.24% and Excelsa 1.33%. The highest levels of chlorogenic acid were
produced in Arabica coffee with an average of 6.83%; Excelsa 4.81% and Robusta
4.07%.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Wonosalam merupakan salah satu kecamatan di Kabupaten Jombang yang
termasuk penghasil kopi terbesar di Provinsi Jawa Timur (Triwasono, 2018). Total
luas area panen kopi Wonosalam pada tahun 2018 mencapai 751 Ha dengan total
produksi 583 ton (BPS Kab. Jombang). Pada tahun 2021, 30 Ha total luas
perkebunan kopi di Wonosalam dapat menghasilkan sampai 703 ton biji kopi
(Nasikhudin, 2021). Kecamatan Wonosalam terletak di kaki dan lereng gunung
Anjasmoro dengan ketinggian rata-rata 100 — 1000 mdpl (BPS Kab. Jombang). Hal
ini menyebabkan tanaman kopi mudah tumbuh subur. Perkebunan kopi di
Wonosalam sudah ada sejak tahun 1800-an, tetapi baru dikenal secara luas oleh
masyarakat sejak tahun 2010. Terdapat tiga jenis kopi yang dibudidayakan di

Wonosalam yaitu robusta, arabika dan excelsa (Junaedi, 2021).

Kopi mengandung dua senyawa yang sangat berpengaruh pada cita rasa dan
kualitasnya, yaitu kafein dan asam klorogenat (Navvara et al., 2017). Kadar kafein
dan asam klorogenat pada kopi berbeda tergantung jenis dan letak geografisnya
(Mangiwa S, 2015). Biji kopi yang berkualitas unggul memiliki kadar kafein yang
tidak terlalu tinggi dan derajat asam yang tidak terlalu rendah (Heckman et al.,
2010). Golongan asam pada kopi akan mempengaruhi kualitas serta citarasa dan
aroma biji kopi (Yusianto, 2014). Meskipun disebut sebagai asam, asam klorogenat
dalam biji kopi mentah tidak berperan pada pembentukan rasa asam, tetapi setelah

biji kopi melalui proses penyangraian, sekitar 70% asam klorogenat akan terurai

1



2
membentuk senyawa asam alifatik sederhana sehingga memberikan rasa asam pada
kopi (Tagwa et al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh Fathy, M pada tahun 2020
untuk mengetahui kadar kafein dan asam klorogenat pada biji kopi, menunjukkan
hasil bahwa kadar kafein pada biji kopi mengalami peningkatan seiring dengan
bertambahnya suhu dan waktu sangrai, sedangkan kadar asam klorogenat
mengalami penurunan seiring dengan bertambahnya suhu dan waktu sangrai (Fathy
et al, 2020). Semakin gelap warna biji kopi sangrai maka kadar asam klorogenat
akan semakin berkurang (Belay, 2009). Kadar asam klorogenat menunjukkan
tingkat keasaman dari biji kopi yang dipengaruhi oleh kematangan, pengolahan
pasca panen dan proses sangrai (Cheng et al., 2016). Asam klorogenat bermanfaat
sebagai antioksidan, antivirus, hepatoprotektif dan juga membantu dalam proses
antispasmodic (Farah & Carmen, 2006). Sedangkan kafein berperan sebagai
stimulant sistem saraf pusat yang menyebabkan peningkatan aktivitas saraf
(Chalmers, 2016). Kafein dapat meningkatkan konsentrasi dan kewaspadaan
(Lorist & Tops, 2003 ; Heckman et al., 2010), menghilangkan rasa kantuk
(Cysneiros et al., 2007 ; Heckman et al., 2010) dan meningkatkan mood (Alamri et

al., 2022).

Mengonsumsi kopi dengan kadar kafein yang tinggi dan derajat asam yang
rendah bisa menyebabkan gangguan pada pencernaan terutama pada sekresi dan
asam lambung (Rubach et al., 2008). Selain bersifat adiktif, mengonsumsi kafein
secara berlebih memiliki dampak negatif seperti gangguan saraf dan peredaran
darah (Wikoff et al., 2017). Kemampuan tiap individu untuk menoleransi kadar
kafein dan asam klorogenat dalam tubuh berbeda-beda. Badan Standarisasi

Nasional (BSN) telah menetapkan standar untuk kadar kafein dalam kopi. Kadar



3
kafein dalam bubuk kopi diatur dalam SNI 01-3542-2004 yaitu 0,9 — 2% untuk
persyaratan mutu | dan 0,45 — 2% untuk persyaratan mutu Il (SNI, 2004). Sesuai
dengan firman Allah mengenai larangan mengonsumsi segala sesuatu secara

berlebihan, dalam Al-Qur’an surat Al-A’raf ayat 31 :
Gt pnall anh 487158 )08 5 15l 155 amtaa O e 28005150 200 )

Artinya ; "Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap (memasuki)
masjid, makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan. Sesungguhnya
Allah tidak menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan."

Berdasarkan tafsir As-Sa’di oleh Syaikh Abdurrahman bin Nashir as-Sa’di pada
kalimat “makan dan minumlah dan janganlah berlebih-lebihan” bisa dengan
melampaui batas kemewahan dalam makan dan minum, dan bisa pula dengan
melampaui batas yang halal kepada yang haram “sesungguhnya Allah tidak
menyukai orang yang berlebihan” karena dapat membahayakan tubuh dan
kehidupan manusia sehingga Allah melarang berlebihan dalam mengonsumsi
makanan dan minuman (As-Sa’di, 2016). Seperti halnya dalam mengonsumsi kopi
yang mengandung kafein dan asam klorogenat jika berlebihan dapat menyebabkan

intoksikasi kafein yang membahayakan tubuh (Sadock., et al, 2017).

Penentuan kadar kafein dan asam klorogenat pada kopi dapat dilakukan
menggunakan metode Spektrofotometri UV-Vis (Alamri et al.,, 2022).
Spektrofotometer UV-Vis merupakan salah satu metode instrumen yang digunakan
sebagai analisis kimia untuk mengetahui senyawa berdasarkan absorbansi foton
(Irawan, 2019). Spektrum kafein dan asam klorogenat pada kopi berada pada daerah
panjang gelombang 200 — 500 nm sehingga kedua senyawa tersebut perlu

dipisahkan terlebih dahulu agar tidak terjadi tumpang tindih (Belay et al., 2009).
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Untuk memisahkan kafein dan asam klorogenat dilakukan metode ekstraksi cair-
cair menggunakan pelarut kloroform (Elfariyanti et al., 2020).. Dengan
menggunakan ekstraksi cair-cair dapat diperoleh kafein dan asam klorogenat secara
bersamaan, kafein terikat pada fasa organik (kloroform) dan asam klorogenat
berada pada fasa air atau sisa residu dari hasil ekstraksi (Belay et al., 2009).
Kloroform dipilih sebagai pelarut karena sifatnya yang dapat mengikat kafein
dengan baik dengan konstanta dielektrik 4,1 serta mudah dipisahkan dan harganya
yang relatif terjangkau (J. Ney et al., 2021). Pemisahan senyawa kafein dilakukan
menggunakan KLT dengan membandingkan nilai Rf standar dan nilai Rf sampel
maka akan didapatkan senyawa kafein (Palacios et al., 2017). Penentuan kadar
kafein menggunakan ekstraksi cair-cair pelarut kloroform dengan metode
spektrofotometri UV-Vis telah dilakukan oleh Aryanu pada tahun 2016
menghasilkan rata-rata kadar kafein sebesar 1,6% dalam 1 gram bubuk kopi. Pada
penelitian lain, penentuan kadar asam klorogenat menggunakan ekstraksi cair-cair
dengan metode spektrofotometri UV-Vis juga telah dilakukan oleh Abebe Belay
pada tahun 2009 menghasilkan rata-rata kadar asam klorogenat 6,19 + 0,23 %

(Belay, 2009).

Pada penelitian kali ini dilakukan analisis kadar kafein dan asam klorogenat biji
kopi robusta, arabika dan excelsa yang berasal dari Wonosalam, Jombang.
Penelitian ini perlu dilakukan karena belum ada data yang mendukung tentang
kadar kafein dan asam klorogenat dari kopi Wonosalam yang memenuhi standar
SNI yang mana kadar kafein dan asam klorogenat pada kopi tidak hanya
dipengaruhi oleh jenis tetapi juga dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti daerah

tempat tumbuh, kondisi tanah, iklim, perawatan, proses pasca panen, serta proses
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preparasi. Penentuan kadar kafein dan asam klorogenat dilakukan dengan metode
Spektrofotometri UV-Vis menggunakan ekstraksi cair-cair pelarut kloroform serta
pemisahan senyawa kafein menggunakan KLT. Kafein akan terikat pada kloroform

sedangkan asam klorogenat akan berada pada fasa air.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu, berapa kadar kafein dan asam
klorogenat dari tiga jenis kopi Wonosalam Jombang (Robusta, Arabika dan
Excelsa) ?
1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar kafein dan asam
klorogenat dari tiga jenis kopi Wonosalam Jombang (Robusta, Arabika dan
Excelsa).
1.4 Batasan Penelitian
Batasan masalah yang terdapat pada penelitian ini antara lain :
1. Sampel kopi yang digunakan berasal dari kebun kopi Wonosalam, Jombang
2. Sampel kopi yang digunakan merupakan jenis kopi Arabika, Robusta dan
Excelsa
3. Sampel kopi yang digunakan berupa kopi bubuk yang telah melalui proses
sangrai dan ayakan
4. Metode ekstraksi yang digunakan yaitu ekstraksi cair-cair dengan pelarut
Kloroform

5. Analisis kadar kafein menggunakan metode Spektrofotometri UV-Vis.



1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi mengenai
perbedaan kadar kafein dan asam klorogenat 3 jenis kopi (Arabika, Robusta dan
Excelsa) Wonosalam serta membantu pihak perkebunan untuk memperoleh biji
kopi dengan kadar kafein optimum dan kualitas yang unggul sesuai SNI 01-
3542-2004, memberikan informasi kepada pembaca terutama pengonsumsi
kopi mengenai kadar kafein dan asam klorogenat yang aman dikonsumsi oleh

tubuh.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Berbagai Jenis Kopi di Wonosalam

Kopi merupakan minuman yang tingkat konsumsinya terus meningkat di
seluruh dunia (Jezka et al., 2015 ; M. Mehaya et al., 2020). Jenis kopi yang banyak
dikenal yaitu kopi arabika, robusta, liberka dan excelsa (Loong Tak Lim et al.,
2019). Secara umum tanaman kopi dapat tumbuh pada daerah tropis maupun
subtropis terutama di daerah khatulistiwa (Patay et al., 2016) pada ketinggian 1000
— 2100 mdpl (Dewajanti, 2019). Tanaman kopi memiliki pohon tegak dan
bercabang yang bisa tumbuh hingga 12 meter (Susandi, 2019). Meskipun bisa
tumbuh hingga 12 meter, tanaman kopi yg dibudidayakan selalu dipangkas
(pruning) secara teratur dan dijaga ketinggiannya hanya sekitar 2,5 meter tujuannya
untuk meningkatkan produksi, kualitas buah, dan memudahkan panen. Jika pohon
dibiarkan tinggi, nutrisi yang diserap akar akan lebih banyak diserap oleh batang.
Akibatnya, ukuran buah dan biji kopinya menjadi lebih kecil sehingga kualitasnya
kurang baik. Sebaliknya, jika dipangkas buahnya akan lebih banyak dan besar serta
proses panennya mudah (Susandi, 2019). Tanaman kopi memiliki daun yang
berbentuk agak bulat dengan ujung runcing, daun kopi tumbuh pada batang, cabang
dan rantingnya begitu pula dengan bijinya yang tumbuh disetiap ranting dan
bergerumbul (Najiyati 2004 ; Ega, Yunna & Ade , 2019). Buah kopi memiliki kulit
yang seperti ceri, memiliki lapisan lender, lapisan perkamen, lapisan perak, dan
bijinya berwarna hijau. Lapisan-lapisan pada buah kopi ini berfungsi untuk

melindungi biji kopi yang ada didalamnya (Mafaza , 2021).
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Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta
Subdivisi : Spermatophyta
Infradivisi : angiospermae
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Gentianals
Famili : Rubiaceace
Genus : Coffea

(Integrated Taxonomic Information System, 2011)

Komponen bioaktif yang terdapat pada biji kopi antara lain asam
klorogenat, kafein, dan senyawa fenolik lain seperti asam caffeoylquinic, asam
dicaffeoylquinic dan asam feruloylquinic (Fuller et al., 2017). Kandungan senyawa
kimia pada kopi dipengaruhi oleh daerah asal tumbuh (Hasani, 2018), kondisi tanah
(Susandi, 2019), iklim (Syakir, 2017) , jenis kopi (Mangiwa et al., 2015), pasca
panen (Ega, Yunna & Ade, 2019), proses roasting (Alamri et al., 2022) , ukuran
bubuk kopi (Fuller et al., 2017) dan juga proses penyeduhan (Sup Jeon et al., 2019).
Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa mengonsumsi kopi dapat
menngurangi bahaya kanker hati sebanyak 40% dibanding orang yang tidak
mengonsumsi kopi (Bravi et al., 2013 ; Alamri et al., 2022). Proses roasting
mempengaruhi aktivitas biologi dan komposisi kimia pada kopi dengan signifikan
(Wang et al., 2011 ; Alamri et al., 2022). Jumlah kafein dan asam klorogenat yang
dikonsumsi menjadi parameter penting untuk menentukan efek positif dan negatif

yang ditimbulkan (Navvara et al., 2017).



2.1.2 Arabika (Coffea Arabica)

Jenis kopi arabika bisa tumbuh dengan baik pada ketinggian 700 — 1700
mdpl dengan suhu 16 -20°C (Anggara & Marini, 2011). Batang tanamannya kecil
dan lebih kurus (lebih kecil) dibanding dengan batang tanaman kopi robusta.
Tinggi tanaman bisa mencapai 10-12 meter. Ukuran daunnya juga lebih kecil
dibanding dengan daun tanaman kopi robusta. Namun, warna daunnya lebih hijau.
Susunan buahnya tidak teratur dan buah tidak masak secara bersamaan (ada buah
yg masih hijau, kuning dan sudah merah / matang dalam satu tangkai yg sama).
Kopi arabika cenderung berasa asam, memiliki banyak karakter aroma dan kaya
akan rasa (Susandi, 2019). Kopi arabika memiliki kandungan kafein 0,8% - 1,4%
(Loong Tak Lim et al., 2019). Biji kopi arabika dipetik merah namun pengolahan
pasca panennya menggunakan proses kering, karena buahnya tidak matang

serentak sehingga tetap bisa menghasilkan biji kopi siap olah (Susandi, 2019).

Gambar 2.1 Kopi arabika

2.1.2 Robusta (Coffea canephora)

Jenis kopi robusta bisa tumbuh dengan baik pada ketinggian 400 — 700 mdpl
(Anggara & Martini, 2011) . Batangnya lebih besar dari kopi arabika dan bisa
tumbuh hingga 10 — 12 meter. Memiliki ukuran daun yang lebih besar dari kopi

arabika. Buah dari kopi robusta tersusun rapi dengan bentuk biji buah bulat, garis
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tengah lurus dan cembung. Kopi robusta memiliki rasa yang cenderung pahit dan
tidak memiliki banyak karakter rasa (Susandi, 2019). Kopi robusta memiliki
kandungan kafein 1,7% - 4% (Loong Tak Lim et al., 2019). Pengolahan pasca
panen kopi robusta bisa dilakukan dengan dua cara, yaitu pengolahan RWP
(Robusta Wet Process) dan RDP (Robusta Dry Process). RWP merupakan proses
pengolahan basah yang menggunakan air sebagai komponen utama dalam
prosesnya. Pengolahan RWP meliputi proses pengupasan kulit buah dan
pencucian menggunakan alat tertentu. Pengolahan RWP lebih cocok digunakan
untuk biji kopi yang masak dari pohon karena kulitnya mudah terkelupas.
Sedangkan RDP merupakan proses pengolahan kopi tanpa melalui pengelupasan
kulit buah, langsung dikeringkan dibawah sinar matahari. Pengolahan ini
sederhana namun membutuhkan waktu yang lama dan tempat yang luas.
Pengolahan RDP lebih cocok digunakan untuk biji kopi yang masih berwarna

hijau (Dinas Pertanian, 2019).

Gambar 2.2 Kopi robusta
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2.1.3 Excelsa (Coffea Liberica var. dewevrei)

Jenis kopi excelsa bisa ditanam di dataran rendah dengan ketinggian kurang
dari 700 mdpl (Setiyono, 2015), dapat ditanam di lahan gambut yg tidak dapat
ditanamin oleh jenis kopi lain (Susandi, 2019). Idealnya kopi excelsa tumbuh baik
di daerah yang beriklim tropis dengan curah hujan sedang, karena pada curah
hujan yang tinggi akan lebih banyak tumbuh sebagai kayu dari pada buahnya.
Kopi excelsa cenderung berbuah sepanjang tahun, sangat mudah untuk
dibudidayakan dan relatif tahan terhadap hama penyakit. Ukuran bijinya lebih
besar dari kopi arabika dan robusta. Karakter khas kopi excelsa adalah memiliki
aroma dan cita rasa yg sangat kuat dan dominan pahit, kesat dan getir (Susandi,
2019). Biji kopi excelsa dipetik buah merah karena jenis ini bisa berbuah
sepanjang tahun, sehingga untuk pengolahan pasca panen lebih cocok

menggunakan proses basah (Ditjenbun, 2012).

Gambar 2.3 Kopi excelsa

2.2 Senyawa Aktif dalam Kopi : Kafein & Asam Klorogenat

Kafein pertama kali ditemukan pada tahun 1827 pertama kali ditemukan pada
teh kemudian dilakukan penelitian lebih lanjut dan diketahui bahwa kafein yang
terkandung dalam kopi sama dengan kafein yang terkandung dalam the (Mohktar,

2000). Pada biji kopi adanya kafein berperan sebagai sumber aroma
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dan cita rasa ( | Wayan, 2015). Kafein dengan nama lain 1,3,7-
trimethylxanthine, memiliki rumus molekul CgH1oN4O2 , berbentuk serbuk putih
yang tidak berbau, dengan berat molekul 194,19 g/mol, densitas 1,23 g/cm® ,
kelarutan dalam air 2,2 mg/iml (25°C) titik didih 178°C dan titik leleh 235°C (Sri
Mulato, 2021). Secara kimia kafein adalah senyawa organik heterosiklik aromatik
yang tersusun dari ikatan cincin pirimidina dan cincin imidazol. Memiliki atom

karbon (C), Hidrogen (H). Nitrogen (N) dan oksigen (O) ( Sri Mulato, 2021).

-
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T

Gambar 2.4 Struktur Kafein

Kafein merupakan salah satu komponen bioaktif yang dapat merangsang
sistem syaraf pusat dan memberikan efek positif memori jangka panjang (De Mejia
& Ramirez-Mares, 2014 ; Ackalin & Nevin et al., 2021). Kafein juga memberikan
efek pada tubuh setelah dikonsumsi seperti membantu tubuh tetap terjaga (Smit &
Rogers, 2002 ; Hekcman et al, 2010) dan meningkatkan performa fisik pada
olahraga (MC Lellan et al., 2016 ; Prasetio, 2020). Penelitian lain menyebutkan
bahwa kafein berperan dalam mengurangi faktor resiko diabetes mellitus tipe 2 dan
obesitas (Hino et al, 2007 ; Hekcman et al, 2010) serta memperkuat sistem
kekebalan tubuh (Capelletti et al., 2015 ; Ackalin dan Nevin et al., 2021). Konsumsi
kafein dalam dosis tinggi dapat menimbulkan efek negatif, seperti kardiovaskular

(Navvara et al., 2017), komplikasi kehamilan (Fredholm et al., 1999 ; Fernandi,
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2019), intoksikasi kafein (Sadock et al.,, 2017 : Prasetio, 2020), gangguan
kecemasan (Uddlallin et al., 2017 ; Prasetio, 2020) dan insomnia (Sadock et al.,
2017 : Prasetio, 2020), selain itu kafein juga berpotensi menimbulkan
ketergantungan atau ketagihan (Meredith et al., 2013 ; Prasetio 2020).

Asam klorogenat merupakan asam fenolik yang paling melimpah dalam biji
kopi mentah (Dewajanti et al., 2019). Asam klorogenat berbentuk serbuk putih,
memiliki rumus molekul C16H1809 dengan berat molekul 354,31 g/mol, larut dalam
air panas, etanol dan aseton, memiliki titik didih 407,55°C dan titik leleh 210°C
(Pubchem). Kandungan utama dari asam klrorgenat berupa asam 5-O-
caffeoylquinic yang terdiri dari asam caffeic teresterifikasi asam quinic (Moon et
al., 2009 : M. Mehaya et al., 2020). Biji kopi hijau mengandung sekitar 3% - 12%
asam klorogenat (Loong Tak Lim et al., 2019). Kadar asam klorogenat sangat
dipengaruhi oleh proses roasting (Fuller et al., 2017) karena peningkatan suhu
roasting menyebabkan asam klorogenat terdegradasi (Blumberg et al., 2010 ; Fuller

etal., 2017).

HO
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Gambar 2.5 Struktur asam klorogenat
Asam klorogenat memiliki aktivitas antioksidan, karena mengandung gugus

hidroksil (polifenol) (Agudelo et al., 2016 ; Ackalin & Nevin et al., 2021). Efek

farmakologi dari asam klorogenat salah satunya dapat menurunkan kadar asam urat
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darah pada penderita hiperurisemia (Koto et al., 2014 ; Maria et al., 2019). Selain
itu asam klorogenat memiliki efek positif pada sistem kekebalan tubuh, karena
mampu melawan radikal bebas dan mencegah perluasan proses oksidatif (Castro et
al., 2018 ; Ackalin & Nevin et al., 2021). Kadar asam klorogenat dalam secangkir
kopi sekitar 70 — 350 mg tergantung pada waktu roasting dan jumlah kopi yang
digunakan (Zuo et al., 2015 ; Awwad et al., 2021). Jenis kopi robusta memiliki
kandungan asam klorogenat sekitar 6 — 11,5% , sedangkan kopi arabika
mengandung kadar asam klorogenat sekitar 4 — 8% (Farah et al., 2006 ; Navvara et
al., 2017). Namun, untuk jenis kopi excelsa belum diketahui dengan pasti rata-rata

kandungan asam klorogenatnya.

2.3 Pemisahan Senyawa Kafein Menggunakan KLT

Kromatografi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan
kepolarannya (Valianti, 2017). Eluen disebut sebagai fasa gerak sedangkan silica
gel disebut fasa diam. Fasa gerak akan membawa zat terlarut melalui media (fasa
diam) hingga terpisah dari senyawa lainnya (Gritter, dkk., 1991). Prinsip kerja
metode KLT adalah “like dissolve like”, senyawa polar akan larut dalam pelarut
polar dan sebaliknya, dengan adanya perbedaan sifat fisik dan kimia dari senyawa
(Hensayana, 2006). Senyawa yang telah terpisah dapat diidentifikasi dengan cara
membandingkan nilai Rf standar dengan nilai Rf sampel, nilai Rf dipengaruhi oleh
struktur kimia dari senyawa yang sedang dipisahkan, sifat penyerap, jenis eluen dan
jumlah cuplikan (Sastrohamidjojo, 1991). Retardation factor (Rf) merupakan
parameter karakteristik KLT yang merupakan perbandingan antara jarak tempuh
senyawa dan jarak tempuh fasa gerak (Gandjar & Rohman, 2007). Pada proses

KLTP perlu diketahui berapa volume sampel yang ditotolkan kemudian bercak
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yang terbentuk dikerok untuk menentukan kadar dari senyawa target (Dewi, 2018).
KLT sebagai metode pemisahan senyawa kafein telah dilakukan oleh Palacios C.

et al, (2017) menghasilkan nilai Rf = 0,63 — 0,65.

2.4 Analisis Kafein & Asam Klorogenat Menggunakan Spektrofotometer

UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen yang digunakan untuk
mengukur absorbansi dari suatu senyawa pada panjang gelombang tertentu (Irawan,
2019). Pengukuran spektrofotometer UV-Vis dilakukan pada rentang panjang
gelombang 200-700 nm (Irawan, 2019). Metode spektrofotometri UV-Vis memiliki
beberapa keuntungan yaitu sederhana, sensitivitas tinggi dan juga terjangkau
(Navvara et al., 2017). Prinsip kerja dari spektrofotometer UV-Vis adalah interaksi
antara radiasi UV-Vis terhadap molekul sehingga molekul tersebut mengalami
transisi elektronik. Jika suatu molekul dikenai radiasi elektromagnetik maka
sebagain dari radiasi akan diserap oleh molekul sesuai dengan strukturnya yang
memiliki gugus kromofor (Mulja, 1990 ; Mukhriani, 2014). Untuk membantu
proses analisis pada suatu sampel, perlu dilakukan proses ekstraksi terlebih dahulu

(Belay et al., 2009).

Ekstraksi merupakan proses pemisahan suatu campuran zat dengan cara
melarutkan sampel dengan pelarut lain yang menghasilkan dua fasa, fasa rafinat
dan fasa ekstrak (Patel et al, 2018). Ekstraksi cair-cair merupakan pemisahan suatu
zat terlarut diantara dua fasa cair yang tidak saling bercampur (Soebagio, 2003 ;
Handini et al., 2018). Hasil dari ekstraksi cair-cair akan diperoleh dua lapisan, yaitu

fasa air dan fasa organik. Fasa air adalah larutan yang dapat larut dalam air,
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sedangkan fasa organik adalah larutan yang tidak dapat larut dalam air dan
mengandung ekstrak (Handini et al., 2018). Kelarutan didasarkan pada prinsip “like
dissolve like”, dimana senyawa dengan sifat yang sama akan larut satu sama lain
(Chalmers, 2016). Faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi cair-cair antara lain
pengaruh pH, jenis pelarut, kelarutan analit, kecepatan pengadukan, lama
pengadukan dan kestabilan analit (Flanagan etl al., 2007 ; Ida Bagus et al., 2015).
Namun hal paling penting adalah pada pemilihan pelarut, pelarut yang baik adalah
pelarut yang memiliki selektivitas tinggi, mudah dipisahkan dari senyawa, tidak
bereaksi dengan senyawa yang akan dipisahkan (Patel et al., 2018) murah, tidak
beracun dan tidak mudah terbakar (Treybal et al., 1987 ; Patel et al., 2018).
Beberapa contoh pelarut organik yang biasa digunakan pada ekstraksi cair-cair
antara lain, diklorometan, dietil eter, heksana, petroleum eter dan kloroform ( Patel
et al., 2018). Metode Spektrofotometri UV-Vis dengan bantuan ekstraksi cair-cair
telah dilakukan pada penelitian Alamri et al,, 2022 pada penelitian ini diperoleh
kadar kafein pada sampel light coffee = 1,13 + 0,022, medium coffee = 1,17 + 0,072,

dan dark coffee = 1,08 £ 0,06 (Alamri et al., 2022).
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METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan 19 Juli 2022 — 26 September 2022 yang
dilakukan di Laboratorium Analitik Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi ,
UIN Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat
Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah 100 ml beaker
glass, magnetic stirrer, penangas air, neraca analitik, pipet volume 25 ml, mikro
pipet 1000 — 5000 ul & 5 — 50 pl, bola hisap, corong gelas, corong pisah 250 ml,
kertas saring whatman, labu ukur 100 ml, 10 ml & 5 ml, spatula, gelas arloji, pipa
kapiler, chamber, plat KLT GFas, lampu UV 254, seperangkat alat

sprektrofotometer UV-Vis.

3.2.2 Bahan

Adapun bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel kopi
bubuk robusta, arabika, excelsa wonosalam, kloroform, CaCOs, etanol, standar

kafein, standar asam klorogenat dan aquades.
3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorik yang bertujuan

untuk mengetahui perbedaan kadar kafein dan asam klorogenat kopi robusta,
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arabika dan excelsa yang berasal dari Wonosalam Jombang. Sifat penelitian ini
merupakan penelitian kuantitatif yang menggunakan instrument spektrofotometer
UV-Vis sebagai metode analisisnya. Proses penelitian diawali dengan preparasi
sampel, dimana sampel bubuk kopi dilarutkan dalam akuades panas kemudian di
aduk menggunakan magnetic stirrer dan disaring menggunakan kertas saring.
Selanjutnya larutan kopi di ekstraksi dengan cara ekstraksi cair-cair menggunakan
pelarut kloroform serta ditambahkan CaCOs. Kemudian diambil fasa organik dan
fasa air. Fasa organik digunakan untuk menentukan kadar kafein, sedangkan fasa
air digunakan untuk menentukan kadar asam klorogenat. Fasa organik (ekstrak
kafein) diuji menggunakan KLT terlebih dahulu untuk pemisahan senyawa kafein,
kemudian hasil KLT dikerok dan dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Data yang diperoleh kemudian dihitung rata-rata dan simpangan deviasinya,
yang selanjutnya diolah menggunakan oneway ANOVA 1 faktor yaitu jenis kopi
dengan variabel bebas berupa kadar kafein dan asam klorogenat. Jika hasilnya

signifikan akan dilanjutkan uji lanjut BNT.

Tabel 3.1 Kadar Asam Klorogenat Sampel Kopi Wonosalam

No. Sampel Kadar CGA Kadar CGA Rata-rata kadar
(mg/g) (%) CGA (mg/g) £ SD

1. Robusta

2. Arabika

3. Excelsa




3.2 Kadar Kafein Sampel Kopi Wonosalam
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No. Sampel Kadar Kafein Kadar Kafein Rata-rata kadar
(mg/g) (%) Kafein (mg/g) =
SD
1. Robusta
2. Arabika
3. Excelsa

3.4 Tahapan Kerja

1. Preparasi sampel bubuk kopi

2. Ekstraksi cair-cair

3. Pemisahan senyawa kafein menggunakan KLT

4. Analisis kadar kafein dan asam klorogenat

5. Analisis data

3.5 Pelaksanaan Penelitian

3.5.1 Preparasi Sampel Bubuk Kopi

Dilarutkan 5 g bubuk kopi dalam 100 ml akuades pada suhu 80-90°C. Di

aduk menggunakan magnetic strirrer selama 30 menit sambil dihangatkan pada

penangas air. Kemudian dipisahkan ekstrak menggunakan kertas saring (Alamri

etal., 2022).
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3.5.2 Ekstraksi Cair-cair

Larutan kopi dipindahkan ke dalam corong pisah kemudian ditambahkan 1
gram CaCOz dan 25 ml kloroform. Larutan dikocok selama 10 menit sampai
terbentuk 2 lapisan, kemudian diambil lapisan bawah (fasa organik). Lapisan yang
tersisa (fasa air) di tambahkan 25 ml kloroform lagi kemudian dikocok, dilakukan
sebanyak 4 kali. Fasa organik dan fasa air dikumpulkan untuk dianalisis kadar

kafein dan asam klorogenat (Alamri et al., 2022).

3.5.3 Pemisahan Senyawa Kafein Menggunakan KLT (Palacios, C et al.,

2017)

Diambil sebanyak 5 pL fasa organik dan standar kafein dalam pelarut
kloroform, kemudian ditotolkan pada plat KLT GFzss, diberi jarak 1 cm.
dimasukkan ke dalam chamber yang telah dijenuhkan dengan kloroform : etanol
(99 : 1), dilihat bercak dibawah lampu UV 254, kemudian dikerok spot yang

terbentuk.

3.5.4 Analisis Kadar Kafein dan Asam Klorogenat
3.5.4.1 Analisis Kadar kafein (Elfariyanti et al., 2020)
3.5.4.1.1 Pembuatan larutan baku kafein 100 ppm

Dilarutkan 0,1 gram kafein baku dengan 30 ml akuades panas dalam beaker
glass. Kemudian larutan dimasukkan kedalam labu ukur 100 ml dan
ditandabataskan sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya diambil
10 ml dari larutan 1000 ppm untuk diencerkan pada labu ukur 100 ml sehingga

diperoleh konsentrasi 100 ppm.
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3.5.4.1.2 Penentuan panjang gelombang maksimum

Diambil 10 ml larutan baku 100 ppm kedalam 100 ml labu ukur, lalu
diencerkan dengan akuades hingga tandabatas, sehingga diperoleh larutan baku

10 ppm. Kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 200-800 nm.

3.5.4.1.3 Pembuatan kurva standar

Diambil sebanyak 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 dan 1,2 ml dari larutan baku standar
kafein 100 ppm, lalu diencerkan menggunakan akuades pada 10 ml labu ukur,
sehingga diperoleh konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10, dan 12 ppm. Selanjutnya larutan

standar kafein diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum.

3.5.4.1.4 Penentuan kadar kafein

Dikerok noda pada plat KLT kemudian ditanda bataskan dalam labu ukur 5
ml, selanjutnya ditandabataskan lagi dalam labu ukur 10 ml. Diukur absorbansi
pada panjang gelombang maksimum 273 nm menggunakan Spektrofotometer
UV-Vis.

3.5.4.2 Analisis Kadar Asam Klorogenat (Elfariyanti et al., 2020)

3.5.4.2.1 Pembuatan larutan baku asam klorogenat 100 ppm

Dilarutkan 0,1 gram asam klorogenat baku dengan 30 ml akuades panas
dalam beaker glass. Kemudian larutan dimasukkan kedalam labu ukur 100 ml dan
ditandabataskan sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya diambil
10 ml dari larutan 1000 ppm untuk diencerkan pada labu ukur 100 ml sehingga

diperoleh konsentrasi 100 ppm.
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3.5.4.2.2 Penentuan panjang gelombang maksimum

Diambil 10 ml larutan baku 100 ppm kedalam 100 ml labu ukur, lalu
diencerkan dengan akuades hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan baku

10 ppm. Kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 200-800 nm.
3.5.4.2.3 Pembuatan kurva standar

Diambil sebanyak 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 dan 1,2 ml dari larutan baku standar
asam klorogenat 100 ppm, lalu diencerkan menggunakan akuades pada 10 ml labu
ukur, sehingga diperoleh konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10, dan 12 ppm. Selanjutnya
larutan standar asam klorogenat diukur absorbansinya pada panjang gelombang

maksimum.
3.5.4.2.4 Penentuan kadar asam klorogenat

Dipipet 0,4 ml fasa air kedalam labu ukur 100 ml dan ditandabataskan
menggunakan akuades. Selanjutnya diukur absorbansi pada panjang gelombang

maksimum menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.
3.5.5 Analisis Data

Data yang diperoleh berupa konsentrasi (ppm) kafein dan asam klorogenat
dari tiga jenis sampel kopi. Penentuan kadar kafein dihitung menggunakan

perhitungan massa sebagai berikut ;

» Massa senyawa UV-Vis = konsentrasi (mg / P X V terakhir (L)

....................................................................................... 3.1

» Massa pada fasa orgnaik = massa senyawa UV-Vis (mg) X Fp ........... 3.2
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massa pengeringan (g)

massa KLT (g) X massa pada fasa organik (g)

> Massa hasil kit =

....................................................................................... 3.3

> bl = MASSAhasURLTG) o 000 3.4

massa sampel (g)
Penentuan kadar asam klorogenat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut ;

konsentrasi (mg/l ) X volume (L) X FP

%b/b = X 100% ..oovviiiiiii 3.5

berat sampel (mg)

Selanjutnya data diolah menggunakan software SPSS untuk menghitung rata-rata,
kemudian dilanjutkan uji standar deviasi. Data diolah menggunakan oneway
ANOVA. Jika terdapat pengaruh nyata (nilai alpha < 0,05) pada perlakuan akan

dilanjutkan dengan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Persiapan Sampel

Sampel bubuk kopi yang diambil bersifat representatif (mewakili) populasi
bahan yang akan dianalisis dan homogen. Penelitian ini menggunakan 3 jenis kopi
dengan 3 merk yang berbeda, kemudian dikelompokkan tiap jenis dan
dihomogenkan. Proses preparasi sampel dilakukan dengan menimbang sampel
bubuk kopi sebanyak 5 gram. Kemudian dilarutkan dalam 100 mL akuades pada
suhu 80-90°C sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer pada penangas air
selama 30 menit. Hasil penyeduhan kopi disaring menggunakan kertas saring

Whattman.

Penentuan kadar kafein dan asam klorogenat dalam sampel kopi perlu
dilakukan pemisahan dengan cara ekstraksi cair-cair. Hal ini disebabkan karena
senyawa kafein dan asam klorogenat berada pada rentang panjang gelombang yang
sama, sehingga jika tidak dipisahkan akan terjadi tumpang tindih antara kafein dan
asam klorogenat (Belay, 2009). Filtrat kopi dalam keadaan hangat ditambahkan
CaCO0g, yang berfungsi untuk memutus ikatan antara kafein dengan senyawa lain
(Alamri et al., 2022). Filtrat kopi ditambahkan dalam keadaan hangat hal ini
dikarenakan CaCOs akan terdekomposisi menjadi CaO. Kemudian CaO bereaksi
dengan air menghasikan Ca(OH).. Reaksi yang terjadi ditampilkan pada persamaan

41-43.

CaC03 —_— Cao + C02 ........................................................... 4.1
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Ca0 + HyO —3 Ca(OH)y c-evveemiriaiiiaiiiiaaie el 4.2

Ca(OH)2 bersifat basa yang dapat membasakan kafein yang telah terpisah dari
senyawa asam — asam organik. Kafein dalam keadaan basa bebas ini merupakan
bentuk kafein yang paling tidak polar sehingga dapat larut dalam kloroform. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Maimuna (2020) bahwa kloroform
mampu meningkatkan pembentukan interaksi ikatan non-kovalen seperti hidrogen
antara kafein dengan kloroform. Adapun reaksi yang terjadi dapat dilihat pada

persamaan 4.3.

O
\N N/ \N N/
5 )\ | > + Ca(OH), == ? )\ | /> +2H,0 + CaX,
* o) N N
X |

0 N T
| H

4.3

Penambahan kloroform sebagai pelarut sebanyak 25mL dilakukan 4 kali
agar proses pemisahan berlangsung sempurna. Pengocokan dilakukan selama 10
menit yang bertujuan untuk memaksimalkan kontak pelarut dengan sampel.
Kemudian didiamkan hingga terbentuk 2 lapisan. Lapisan bawah disebut sebagai
fasa organik, berwarna krem dengan tekstur kental yang merupakan hasil reaksi
CaO dengan air (Ca(OH).), pada fasa organik ini terdapat senyawa kafein yang

terlarut dalam kloroform dan sudah terpisah dari asam-asam organik.

Asam klorogenat akan larut dalam air karena memiliki gugus hidroksil yang

bersifat polar. Adapun struktur asam klorogenat dapat dilihat pada gambar 4.1:
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HO, ,COOH

5 ~ OH

HO

OH
Gambar 4.1 Gugus hidroksil asam klorogenat

Lapisan atas disebut sebagai fasa air yang berwarna coklat dengan tekstur seperti
air, pada fasa air ini terdapat asam klorogenat yang telah terpisah dari senyawa
kafein. Fasa air berada dilapisan atas karena air memiliki berat molekul (18,01528

g/mol) lebih rendah dari kloroform (119,38 g/mol) (Gambar 4.2).

Gambar 4.2 Hasil ekstraksi kopi
4.2 Analisis Kadar Asam Klorogenat dalam Sampel Kopi Wonosalam

Proses analisis kadar asam klorogenat menggunakan spektrofotometri UV-
Vis diawali dengan pengukuran panjang gelombang maksimum dari asam
klorogenat pada rentang 200-500 nm untuk mengetahui panjang gelombang yang
memberikan serapan terbesar. Dari hasil pengukuran asam klorogenat dicirikan

oleh dua puncak pada panjang gelombang 324 nm dengan bahu 295 nm. Panjang
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gelombang 324 nm merupakan puncak tertinggi dari serapan asam klorogenat
dalam air. Pada panjang gelombang ini akan menyerap energi kemudian energi
tersebut digunakan untuk berpindah dari = — ", elektron terlokalisasi pada cincin
benzen dan rantai karbon. Gugus kromofor pada asam klorogenat berupa benzen
menyerap radiasi pada daerah 324 nm. Karena adanya interaksi dipol-dipol antara
pelarut dan asam klorogenat, interaksi pelarut zat terlarut dalam keadaan dasar lebih
besar daripada keadaan tereksitasi sehingga mengarah ke pergeseran biru

(hipsocromic) (Belay, 2009).

H O// COOH
(@)
K OH
HOW o Z
OH
/ OH
Kromofor J
Auksokrom

Gambar 4.3 Gugus kromofor asam klorogenat
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Gambar 4.4 Panjang gelombang maksimum asam klorogenat
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Gambar 4.5 Serapan asam klorogenat fasa air sampel kopi

Hasil serapan asam klorogenat sampel kopi menunjukkan puncak yang
identik dengan standar asam klorogenat. Terdapat puncak pada panjang gelombang
322 nm dengan bahu 295 nm. Senyawa-senyawa yang mungkin ada pada fasa air
sampel kopi dapat dilihat pada tabel 4.1. Berdasarkan tabel tersebut kemungkinan
adanya serapan senyawa lain sangatlah kecil karena memiliki rentang panjang
gelombang yang cukup jauh dengan asam klorogenat. Kemungkinan adanya asam-
asam organik lain yang belum terpisah dengan asam klorogenat bisa terjadi tetapi

tidak terlihat pada serapan UV-Vis karena konsentrasinya yang sangat kecil.

Tabel 4.1 Senyawa Pada Fasa Air

No. Senyawa Panjang gelombang Referensi
Maksimum

1. Asam klorogenat 324 nm

2. Asam laktat 340 nm Jose, (2013)

3. Asam oksalat 352 nm Myo, (2018)

4. Asam tartarat 510 nm Asti, dkk (2013)

5. Asam askorbat 265 nm Yogesh, (2020)
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6. Melanoidin 410 nm Azreen, (2016)

7. Asam piruvat 340 nm Jose, (2013)

Kurva standar menyatakan hubungan antara konsentrasi dan absorbansi,
berdasarkan hukum Lambert-Beer absorbansi akan berbanding lurus dengan
konsentrasi. Dari perhitungan regresi linier y=bx+a, maka akan diperoleh garis
lurus. Uji linieritas suatu metode bertujuan untuk membuktikan adanya hubungan
yang linier antara konsentrasi analit yang sebenarnya dengan respon alat. Hubungan
linier antara x dan y dapat diketahui dari harga koefisien kolerasi (r). Nilai r

mendekati satu menyatakan kurva linier (Gambar 4.5)

Kurva Standar CGA

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =0,0497x - 0,0058
R?=10,9975

Absorbansi

0 2 4 6 8 10 12 14
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.6 Grafik kurva standar asam klorogenat

Pengukuran kadar asam klorogenat dilakukan dengan cara mengencerkan fasa air

asam klorogenat dalam aquades.



30

Tabel 4.2 Kadar Asam Klorogenat

No. Sampel Kadar CGA  Kadar CGA  Rata-rata kadar
(mg/g) (%) CGA (%) £ SD
40,19 4,01

1. Robusta 4215 421 4,07 £0,11°
40,09 4
67,03 6,7

2. Arabika 69,57 6,95 6,83 +0,12°
68,59 6,85
43,84 4,84

3. Excelsa 49,47 4,94 4,81 £+ 0,14°
46,53 4,65

Notasi yang berbeda (a,b, ¢) menunjukkan perlakuan beda nyata.

Hasil perhitungan diperoleh kadar asam klorogenat tertinggi pada jenis kopi
Arabika dengan rata-rata 6,83 % sedangkan kadar asam klorogenat terendah
dihasilkan pada jenis kopi Robusta dengan rata-rata 4,07 %. Dapat diketahui
bahwa jenis kopi mempengaruhi kadar asam klorogenat. Jenis kopi dapat
mempengaruhi kadar asam klorogenat karena pada tiap jenis kopi memiliki
susunan karakteristik genotip yang berbeda, setidaknya 1 sifat yang membedakan
antara jenis satu dengan yang lainnya. Hal ini berpengaruh pada karakteristik fisik
dari tiap jenis biji kopi. Perbedaan karakteristik fisik tiap jenis kopi berpengaruh
terhadap intensitas serangan hama. Biji kopi excelsa memiliki kulit buah yang
lebih tebal sehingga lebih tahan terhadap serangan hama, sedangkan biji kopi
arabika memiliki kulit buah yang lebih tipis sehingga rentan terhadap serangan
hama. Jenis kopi arabika akan memproduksi lebih banyak senyawa asam
korogenat untuk melidungi diri dari serangan hama. Oleh karena itu jenis kopi

arabika menghasilkan kadar asam klorogenat tertinggi.
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Sifat fisiologis tanaman mempengaruhi serangga untuk menyerang
tanaman. Sifat fisiologis yang paling berperan ialah kandungan senyawa kimia
yang dihasilkan. Asam klorogenat yang terkandung dalam buah kopi dapat
menarik hama Hypothenemus hampei Ferr. Semakin bertambah umur tanaman
kopi, produksi buah juga semakin meningkat dan sumber nutrisi bagi
Hypothenemus hampei Ferr. semakin tersedia. Hal ini mengakibatkan intensitas

serangan hama naik secara signifikan (Girsang, 2020).

Berdasarkan perbedaan karakteristik fisik dari tiap jenis kopi, ketinggian
tanah berpengaruh terhadap kadar asam klorogenat pada kopi, semakin tinggi
maka semakin rendah suhu udara dan semakin tinggi curah hujan. Iklim akan
mempengaruhi proses penguraian bahan organik dan komposisi kimia pada tanah
yang berpengaruh pada pertumbuhan tanaman kopi (Somporn, et al., 2012). Jenis
kopi Arabika tumbuh baik pada ketinggian 700-1700 mdpl, kopi Robusta tumbuh
baik pada ketinggian 400-700 mdpl dan kopi Excelsa tumbuh baik pada
ketinggian 0-700 mdpl. Berdasarkan cctcid (Coffee and Cocoa Training Center)
kopi Robusta yang ditanam di dataran rendah dengan suhu lingkungan udara lebih
panas, memiliki kadar asam klorogenat lebih tinggi dari kopi Arabika yang
ditanam di dataran tinggi. Pada kebun kopi Wonosalam, jenis kopi Robusta
ditanam di daerah dataran tinggi (>1000 mdpl), kemudian dibawahnya ditanam
jenis kopi Arabika (>800 mdpl) dan di dataran rendah ditanam kopi Excelsa (>600

mdpl).

Hal ini membuktikan bahwa tiap jenis kopi dengan karakteristik genotip
yang berbeda akan mempengaruhi tingkat ketahanannya terhadap serangan hama

yang secara tidak langsung berkaitan juga dengan faktor lingkungan. Oleh karena
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itu ketahanan terhadap serangan hama, iklim, intensitas cahaya, daerah tempat
tumbuh akan mempengaruhi produksi senyawa asam klorogenat dalam tiap jenis
biji kopi. Faktor — faktor ini menyebabkan kadar asam klorogenat dari 3 jenis kopi
yang ditanam di Wonosalam berbeda. Meskipun jenis kopi Arabika tidak ditanam
pada ketinggian yang sesuai, tetap menghasilkan kadar asam klorogenat tertinggi
dibandingkan jenis kopi Excelsa dan Robusta. Sehingga faktor genetik lebih
berpengaruh terhadap kadar asam klorogenat yang dihasilkan kopi dari pada

faktor lingkungan.

Kadar asam klorogenat pada kopi tidak diatur dalam SNI namun, hasil yang
diperoleh pada penelitian ini telah sesuai dengan literatur yaitu sekitar 4 — 6 %
CGA pada biji kopi sangrai (Belay, 2009). Berdasarkan hasil analisis oneway
ANOVA menunjukkan bahwa variasi jenis kopi memiliki pengaruh secara
signifikan terhadap kadar asam klorogenat. Hal tersebut didukung dengan hasil

uji BNT yang berbeda nyata.

4.3 Analisis Kafein dalam Sampel Kopi Wonosalam

Proses analisis kadar kafein diawali dengan pemisahan senyawa kafein
dengan cara mengeringkan fasa organik hasil ekstraksi cair-cair sampai berat
konstan kemudian dilarutkan dalam kloroform dan ditotolkan pada plat KL Tr2s4.
Setelah proses elusidasi selesai, dilihat bercak pada lampu UV 254. Pemisahan
senyawa kafein menggunakan KLT berdasarkan perbedaan kepolaran dari sampel
dan pelarut. Fasa gerak yang digunakan berupa campuran kloroform : etanol
dengan perbandingan (99:1) yang merupakan eluen terbaik berdasarkan penelitian

Fatoni (2015). Fasa gerak dijenuhkan selama 1 jam untuk
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mendistribusikan tekanan uap sehingga dapat memisahkan senyawa kafein
dengan baik. Berdasarkan kromatrogram dihasilkan spot tunggal tiap totolan pada
plat KLT yang menunjukkan bahwa senyawa kafein telah terpisah dengan baik
sesuai dengan literatur (Palacios et al., 2017). Pada cahaya tampak bercak tidak
terlihat karena berwarna putih sesuai dengan warna kafein murni, tetapi setelah
diamati dibawah lampu UV 254 nm bercak dapat terlihat. Setelah diamati dibawah
lampu UV 254, spot ditandai menggunakan pensil dan dihitung nilai Rfnya. Hasil
yang diperoleh nilai Rf sampel sama dengan nilai Rf standar kafein sehingga dapat
dipastikan senyawa tersebut benar-benar kafein. Pada gambar 4.7, 1 spot di
sebelah kiri merupakan standar kafein dan 10 spot lainnya adalah spot yang

dihasilkan dari fasa organik yang telah diuapkan pelarutnya.

(@) (b)

Gambar 4.7 Hasil KLT sampel kopi pada cahaya tampak (a), Hasil KLT sampel

kopi pada UV 254 (b)

Pemisahan senyawa kafein menggunakan KLT perlu dilakukan untuk
mendapatkan senyawa kafein yang bersih dari pengotor dan senyawa lain.
Kromatogram KLT menghasilkan 1 spot sesuai dengan serapan dari fasa organik

yang hanya memiliki 1 puncak utama. Kemungkinan adanya senyawa lain yang
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terserap bisa terjadi tetapi tidak terlihat pada spot KLT dikarenakan

konsentrasinya yang sangat rendah.
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Gambar 4.8 Serapan kafein dalam fasa organik
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Gambar 4.9 Serapan kafein hasil KLT

Setelah diperoleh senyawa kafein hasil pemisahan KLT, maka proses
analisis dapat dilanjutkan dengan pengukuran panjang gelombang maksimum
kafein pada rentang 200-500 nm untuk mengetahui penjang gelombang yang
memberikan serapan terbesar. Panjang gelombang 273 nm merupakan puncak

tertinggi dari serapan kafein dalam air. Gugus kromofor senyawa kafein menyerap
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radiasi pada daerah 273 nm, hal ini disebabkan karena terjadi transisi elektron n—r"
dari kromofor C=0 pada cincin benzen. Pada panjang gelombang ini menunjukkan

rentang serapan golongan senyawa alkaloid purin yaitu 270-275 nm.
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Gambar 4.10 Gugus kromofor kafein

Pada standar kafein terdapat 2 puncak yang terdeteksi sesuai dengan CAS.
Puncak utamanya ada pada panjang gelombang 273 nm. Serapan hasil KLT
menghasilkan puncak yang sama dengan standar kafein dan fasa organik, terdapat
puncak 273 nm yang merupakan puncak dari senyawa kafein. Senyawa — senyawa
yang mungkin ada pada fasa organik dapat dilihat pada tabel 4.3. Berdasarkan tabel
tersebut kemungkinan adanya serapan senyawa lain sangatlah kecil karena
memiliki rentang panjang gelombang yang cukup jauh dengan Kkafein.
Kemungkinan adanya asam organik dari fasa air dan juga senyawa dari golongan
alkaloid yang memiliki range panjang gelombang berdekatan dengan kafein dan
belum terpisah dengan baik bisa terjadi namun tidak terlihat pada serapan UV-Vis

karena konsentrasinya yang sangat kecil.

Tabel 4.3 Senyawa Pada Fasa Organik

No. Senyawa Panjang gelombang maksimum Referensi
1. Kafein 273 nm
2. Trigonelin 266 nm Mohamadi, (2020)
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3. Trigliserida 546 nm Febta, (2021)
4. Karbohidrat 470 nm Manik, (2021)
5. Pirazin 317 nm Samir, (2018)
2_
a8
< 1 2730 ,0.978
0_
200 300 400 500 600 700

Wavelength (nm)

Gambar 4.11 Panjang gelombang maksimum kafein

Kurva standar menyatakan hubungan antara konsentrasi dan absorbansi,
berdasarkan hukum Lambert-Beer absorbansi akan berbanding lurus dengan
konsentrasi. Dari perhitungan regresi linier y=bx+a, maka akan diperoleh garis
lurus. Uji linieritas suatu metode bertujuan untuk membuktikan adanya hubungan
yang linier antara konsentrasi analit yang sebenarnya dengan respon alat. Hubungan
linier antara x dan y dapat diketahui dari harga koefisien kolerasi (r). Nilai r

mendekati satu menyatakan kurva linier (Gambar 4.10)



37

Kurva Standar Kafein

203 y = 0,0515x + 0,0117
R2=0,9977

0 2 4 6 8 10 12 14
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.12 Grafik kurva standar kafein

Penentuan kadar kafein menggunakan spektrofotometer UV-Vis dilakukan
dengan mengerok spot yang terbentuk pada plat KLT. Spot dikerok kemudian

dilarutkan dalam aquades sebanyak 5 mL dan diencerkan sebanyak 10 mL

Tabel 4.4 Kadar Kafein

No. Sampel Kadar Kafein Kadar Rata-rata kadar
(mg/g) Kafein(%o) kafein (%) + SD
38,96 3,89
1. Robusta 40,24 4.02 3,89 +0,13%
37,64 3,76
24,31 2,43
2. Arabika 17.16 171 2,24 +0,46°
25,72 2,57
9,56 0,95
3. Excelsa 158 158 1,33 +£0,33°
14,56 1,45

Notasi yang beda (a,b,c) menunjukkan perlakuan beda nyata.
Hasil perhitungan diperoleh kadar kafein tertinggi pada jenis kopi Robusta
dengan rata-rata 3,89 % sedangkan kadar kafein terendah dihasilkan jenis kopi

Excelsa dengan rata-rata 1,32 %. Dapat diketahui bahwa jenis kopi
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mempengaruhi kadar kafein yang terkandung. Meskipun pada kebun kopi
Wonosalam jenis kopi Robusta ditanam pada ketinggian >1000 mdpl (tidak sesuai
dengan tempat tumbuh idealnya 400-700 mdpl) tetapi tetap menghasilkan kadar

kafein lebih tinggi dari jenis Arabika dan Excelsa.

Jenis kopi mempengaruhi kadar kafein karena perbedaan susunan molekuler
genetika memiliki karakteristik genotipe atau kombinasi genotipe yang dapat
membedakan dari jenis yang sama oleh setidaknya 1 sifat yang menentukan.
Molekul DNA tidak dipengaruhi oleh faktor lingkungan karena berhubungan
dengan kekerabatan dan perurutan silsilah dari generasi tanaman kopi. Tiap jenis
kopi memiliki beberapa varietas hasil persilangan yang bertujuan untuk

menghasilkan kopi dengan kadar kafein ideal serta tahan terhadap serangan hama.

Pengaruh serangan hama berhubungan dengan jenis dan varietas pada kopi
telah dibuktikan pada penelitian yang dilakukan oleh Fuad (2014) bahwa salah
satu dari 4 varietas kopi Arabika memiliki intensitas serangan hama yang rendah
karena memiliki sifat pembungaan dan pemasakan buah yang serempak. Genotipe
dengan pembungaan yang serempak bisa menekan siklus perkembangan dari
hama penggerek buah kopi, selain itu varietas ini memiliki kulit tanduk yang keras
dan tebal. Serangan hama kutu putih (Ferrisia virgate) banyak menyerang kopi
Robusta pada musim hujan dikarenakan tingkat kelembaban tinggi. Kutu ini akan
menyerap nutrisi pada tanaman kopi sehingga aliran nutrisi ke buah dan jaringan
aktif lainnya berkurang. Selain itu kotoran kutu ini mengandung banyak sukrosa
pada daun akan mengganggu proses fotosintesis dan menyebabkan munculnya

penyakit baru yaitu embun jelaga dari fungi (Meliola sp.) yang menyerang pada
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daun dengan menghalangi proses fotosintesis dan menghisap nutrisi daun

sehingga menyebabkan keguguran daun sebelum waktunya.

Hal ini membuktikan bahwa tiap jenis kopi dengan karakteristik genotipe
yang berbeda akan mempengaruhi tingkat ketahanannya terhadap serangan hama
yang secara tidak langsung berkaitan juga dengan iklim. Oleh karena itu
ketahanan terhadap serangan hama, iklim, intensitas cahaya, daerah tempat
tumbuh akan mempengaruhi produksi senyawa kafein dalam tiap jenis biji kopi.
Faktor — faktor ini menyebabkan kadar kafein dari 3 jenis kopi yang ditanam di
Wonosalam berbeda. Meskipun jenis kopi Robusta tidak ditanam pada ketinggian
yang sesuai, tetap menghasilkan kadar kafein tertinggi dibandingkan jenis kopi
Arabika dan Excelsa. Sehingga faktor genetik lebih berpengaruh terhadap kadar

kafein yang dihasilkan kopi dari pada faktor lingkungan.

Berdasarkan SNI 01-3542-2004 kadar kafein dalam bubuk kopi yang dapat
diterima adalah 0,9 — 2% untuk persyaratan mutu | dan 0,45 — 2% untuk
persyaratan mutu Il. Perbedaan mutu persyaratan | dan Il didasarkan pada metode
analisisnya. Berdasarkan SNI 2004 metode analisis pada penelitian ini mengacu
pada persyaratan mutu |. Kadar kafein kopi Wonosalam jenis Robusta dan
Arabika melebihi batas maksimal yang telah ditentukan dalam SNI bubuk kopi
persyaratan mutu 1 (0,9 — 2%), hal ini disebabkan karena kemungkinan adanya
senyawa lain yang masih belum bisa terpisah dengan baik. Kemungkinan adanya
asam-asam organik seperti asam askorbat yang memiliki serapan UV-Vis pada
panjang gelombang 265 nm dan senyawa golongan alkaloid yaitu trigonelin yang

memiliki serapan  UV-Vis 266 nm  berdekatan dengan  panjang
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gelombang kafein bisa terjadi meskipun tidak terdeteksi pada spot KLT dan serapan
UV-Vis karena konsentrasinya yang sangat rendah. Kedua senyawa tersebut tidak
tahan terhadap proses pemanasan sehingga sebagian besar akan terdekomposisi
ketika proses sangrai. Meskipun begitu kemampuan menoleransi kafein dalam
tubuh tiap individu berbeda-beda, jenis kopi arabika dan excelsa lebih disarankan
bagi individu yang kemampuan menoleransi kafeinnya rendah. Berdasarkan hasil
analisis oneway ANOVA menunjukkan bahwa variasi jenis kopi memiliki pengaruh
secara signifikan terhadap kadar kafein. Hal tersebut didukung dengan hasil uji

BNT yang berbeda nyata.
4.4 Hikmah Penelitian

Allah SWT menciptakan segala sesuatu yang ada dibumi telah ditentukan
ukurannya agar manusia dapat memanfaatkan dan mengambil hikmah dari alam,
dalam al-Qur’an surah Ar-Ra’d ayat 4 ;

A Oske s ke thEs 1355 SUET fe Blisg Bislai fhi 250 o5
Oskaxg o380 ot Y U 3;1‘}’5}% 3 el B \Glaky el sy sl
Artinya ; “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-
kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon korma yang bercabang dan yang tidak
bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami melebihkan sebahagian tanam-

tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya pada yang
demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.”

Dalam tafsir Ath-Thabari dijelaskan makna =5 5taz% "CL; g'oﬁ I ¢35 “Dan

di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan ”, yakni tanah yang tidak

bagus dan tanah yang bagus, keduanya saling berdekatan namun keduanya

menumbuhkan makanan yang berbeda dalam rasa. .73 #5353 j;LllT Se Sz
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Ol3ia S5 4)5ha “Dan kebun-kebun anggur, tanaman-tnaman dan pohon kurma

yang bercabang dan yang tidak bercabang”, yakni pohon yang memiliki asal

yang sama dan pohon yang saling terpisah. .>1s s ' 2.3 “Disirami dengan air

yang sama”, yakni air hujan, sebagai mana manusia ada yang baik ada yang jahat

padahal bapak mereka satu. 31 & ax: |le ezas f22255 “Kami melebihkan

sebagian tanam-tanaman itu atas sebagian yang lain tentang rasanya”, Allah

membedakan rasa diantara semua jenis tanaman itu, melebihkan rasa sebagian

buah atas sebagian lainnya, yang ini manis yang ini asam dan seterusnya. o |
SNEH 234) oY IE “Sesungguhanya pada yang demikian itu terdapat tanda-

tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir”. Allah berfirman,
“sesungguhnya pembedaan yang dilakukan Allah terhadap tanah-tanah yang
berdampingan, dengan rasa buah-buahnya yang bermacam-macam, sebagaimana
yang telah dijelaskan merupkan bukti yang jelas dan pelajaran bagi orang-orang
yang mengerti perbedaan tersebut, bahwa Dzat yang membuat perbedaan tersebut
telah membuat perbedaan — perbedaan di antara makhluk-makhluk-Nya. Diantara
mereka ada yang beruntung mendapatkan petunjuk dan sebagian lain ada yang
tersesat, sebagaimana Dia menghendaki maka akan disamakan semua rasa buah-
buahan yang disirami dengan air yang sama namun memiliki rasa yang berbeda-

beda (Hidayat, 2009).

Pada penelitian ini digunakan 3 jenis kopi yang ditanam di Wonosalam

Jombang yaitu Robusta, Arabika dan Excelsa. Masing-masing jenis kopi ini
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memiliki tempat tumbuh dan iklim tersendiri sehingga ukuran kandungan senyawa
yang dihasilkan tiap jenis kopi akan berbeda. Berdasarkan hasil penelitian diperoleh
bahwa jenis kopi mempengaruhi kadar kafein dan asam klorogenat yang
terkandung, sehingga berpengaruh juga terhadap cita rasa dan aroma yang

dihasilkan.



BAB V

PENUTUP

1.1 Kesimpulan

Dari penelitian Analisis Kadar Kafein dan Asam Klorogenat Kopi
Wonosalam Jombang Menggunakan Metode Spektrofotometri UV-Vis dapat
diambil kesimpulan bahwa Kadar Kafein berdasarkan jenis kopi memiliki
perbedaan yang signifikan. Hasil Uji BNT menunjukkan adanya perbedaan yang
nyata antara variasi ketiga jenis kopi terhadap kadar kafein dan asam klorogenat.
Kadar kafein tertinggi dihasilkan pada jenis kopi Robusta dengan rata-rata 3,89 %
+0,13%; Arabika 2,24 % + 0,46° dan Excelsa 1,33 % * 0,33°. Kadar asam klorogenat
tertinggi dihasilkan pada jenis kopi Arabika dengan rata-rata 6,83 % + 0,12°
Excelsa 4,81 % + 0,14° dan Robusta 4,07 % + 0,11%.
1.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, penulis memberikan saran yang
dapat digunakan sebagai acuan untuk penelitian lebih lanjut yaitu perlu dilakukan
penentuan kadar kafein dan asam klorogenat berdasarkan pelarut yang digunakan
serta metode analisis senyawa volatil penyusun flavour pada kopi untuk
mendapatkan data kadar kafein dan asam klorogenat lebih valid menggunakan

HPLC.
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Gambar 3. Pengeringan Fasa Organik
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Gambar 5. Pemisahan senyawa kafein menggunakan KLT

Robusta Robusta Robusta
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
Arabika Arabika Arabika

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3



Excelsa Excelsa Excelsa
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

Gambar 6. Hasil KLT senyawa kafein dilihat pada lampu UV 254

Gambar 7. Pengerokan hasil KLT

Gambar 8. Pengukuran absorbansi asam klorogenat dan kafein menggunakan

spektrofotometer UV-Vis
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