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Pengaruh Antioksidan dan Kombinasi Pengawet terhadap 
Stabilitas Ekstrak Cair NADES Biji Kopi Hijau 

 Delly Ramadon1, Rosalina Mesusi Septiani2, Salsabila Nursyifa Putri2,  

Abdul Mun’im2* 
Abstract: Green coffee beans (Coffea canephora Pierre ex A. Froehner) contain 
caffeine and chlorogenic acid which are beneficial for health. These two main 
ingredients can be extracted using Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) in 
combination with the Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) method which is 
environmentally friendly. NADES can be used for extracting green coffee beans, but 
the solvent cannot be evaporated, thus the result is a liquid extract. During storage, 
liquid extracts are susceptible to oxidation and bacterial growth so that they can 
disrupt physical, chemical, and microbiological stabilities. In this study, butylated 
hydroxytoluene (BHT) was added as a synthetic antioxidant and a combination of 
methylparaben-propylparaben as preservative to determine its effect on the physical, 
chemical, and microbiological stability of the NADES liquid extract of green coffee 
beans, as well as to determine the best storage temperature. The concentrations of 
BHT added in this study were 10, 20, and 30 ppm. The concentration of the methyl 
paraben:propyl paraben combination added was 110:55 ppm, 100:50 ppm, and 90:45 
ppm. Each extract was stored at storage temperatures of -20°C ± 5°C, 5°C ± 3°C, and 
30°C ± 2°C for 54 days. The results showed that the liquid extract added with 30 ppm 
BHT concentration and a combination of preservatives with a concentration of 110:55 
ppm and stored at a storage with the temperature of -20°C ± 5°C which had the best 
physical, chemical, and microbiological stability. This shows that the addition of BHT 
and a combination of preservatives can increase the stability of the green coffee bean 
NADES extract. 

Keywords: green coffee beans, BHT, methylparaben, NADES, propylparaben, 
stability 

Abstrak: Biji kopi hijau (Coffea canephora Pierre ex A. Froehner) mengandung 
senyawa kafein dan asam klorogenat yang bermanfaat bagi kesehatan. Dua 
kandungan utama tersebut dapat diekstraksi menggunakan pelarut Natural 
Deep Eutectic Solvents (NADES) yang dikombinasi dengan metode Ultrasound-
Assisted Extraction (UAE) yang bersifat ramah lingkungan. NADES dapat 
digunakan untuk mengekstraksi biji kopi hijau, namun pelarutnya tidak dapat 
diuapkan sehingga hasil akhir yang didapatkan berupa ekstrak cair. Ekstrak cair 
selama penyimpanan rentan mengalami oksidasi dan pertumbuhan bakteri 
sehingga dapat mengganggu stabilitas fisik, kimia, dan mikrobiologi. Pada 
penelitian ini, dilakukan penambahan butil hidroksi toluen (BHT) sebagai 
antioksidan sintetik dan kombinasi metil paraben-propil paraben sebagai 
pengawet untuk mengetahui pengaruhnya terhadap stabilitas fisik, kimia, dan 
mikrobiologi ekstrak cair NADES biji kopi hijau, serta untuk mengetahui suhu 
penyimpanan yang paling optimal. Konsentrasi BHT yang ditambahkan pada 
penelitian ini adalah 10, 20, dan 30 ppm. Konsentrasi kombinasi metil 
paraben:propil paraben yang ditambahkan adalah 110:55 ppm, 100:50 ppm, 
dan 90:45 ppm. Masing-masing ekstrak disimpan pada suhu penyimpanan -
20°C ± 5°C, 5°C ± 3°C, dan 30°C ± 2°C selama 54 hari. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa ekstrak cair yang ditambahkan BHT konsentrasi 30 ppm 
dan kombinasi pengawet konsentrasi 110:55 ppm serta disimpan pada suhu 
penyimpanan -20°C ± 5°C memiliki stabilitas fisik, kimia, dan mikrobiologi 
paling optimal. Hal ini menunjukkan bahwa penambahan BHT dan kombinasi 
pengawet dapat meningkatkan stabilitas ekstrak NADES biji kopi hijau. 

Kata kunci: biji kopi hijau, BHT, metil paraben, NADES, propil paraben, 
stabilitas.  
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Pendahuluan 

Dua jenis kopi yang memiliki tingkat 
produksi tinggi adalah kopi arabika dan kopi 
robusta. Pada biji kopi hijau terdapat dua 
senyawa utama, yaitu asam klorogenat dan 
kafein. Kopi robusta mengandung senyawa asam 
klorogenat dan kafein lebih tinggi dibandingkan 
kopi arabika. Senyawa kafein dalam kopi hijau 
berfungsi menstimulasi sistem saraf pusat (1,2). 
Konsumsi kafein umumnya dikaitkan dengan 
peningkatan kewaspadaan, kinerja fisik, 
kapasitas belajar, dan membuat suasana hati yang 
lebih baik (1). Kemudian terdapat penelitian lain 
yang juga menunjukkan adanya efek antioksidan, 
antimikroba, dan antihiperlipidemik pada 
senyawa kafein (3). Asam klorogenat merupakan 
salah satu polifenol yang paling banyak 
terkandung dalam biji kopi hijau yang memiliki 
aktivitas pada antioksidan, antidiabetes, 
pengelolaan obesitas, dan antihipertensi (2). 

Penggunaan NADES telah terbukti dalam 
ekstraksi senyawa fenolik dan alkaloid (4,5). 
Ekstrak yang diperoleh bersifat aman untuk 
diaplikasikan dalam bidang farmasi, kosmetik, 
dan industri makanan karena menggunakan 
pelarut yang merupakan eksipien dalam sediaan 
farmasi. Penelitian sebelumnya yang dilakukan 
oleh Yuniarti dkk pada tahun 2019 telah berhasil 
mengoptimasi metode ekstraksi senyawa bioaktif 
dari biji kopi hijau (Coffea canephora Pierre ex A. 
Froehner) menggunakan pelarut NADES yang 
terdiri dari campuran kolin klorida dan sorbitol 
dengan metode Ultrasound-Assisted Extraction 
(UAE). NADES merupakan pelarut yang sulit 
untuk diuapkan, namun salah satu keuntungan 
dari pelarut NADES adalah sifatnya yang yang 
aman untuk dikonsumsi sehingga ekstrak cair 
yang dihasilkan tidak memerlukan penguapan 
pelarut (6). 

Namun demikian, ekstrak cair rentan 
terhadap pertumbuhan mikroba seperti bakteri, 
terutama apabila terdapat kandungan air di 
dalamnya (7). Pertumbuhan bakteri dapat 
mengganggu stabilitas ekstrak dan memengaruhi 
kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak 
tersebut (8 ,9). Konstituen yang terkandung 
dalam tanaman dapat dimetabolisme oleh bakteri 
sehingga menyebabkan terjadinya degradasi 
terhadap konstituen yang terkandung dalam 
tanaman tersebut (10). Selain itu, mikroba dapat 

mengubah karakteristik fisikokimia berupa 
warna, bau, dan pH dari suatu ekstrak yang 
menyebabkan terjadinya perubahan yang 
merugikan pada kualitas ekstrak (10). Selain itu, 
antioksidan alami yang terkandung dalam 
ekstrak, yaitu asam klorogenat cukup rentan 
terhadap oksidasi dan degradasi selama 
penyimpanan karena senyawa tersebut memiliki 
sensitivitas tinggi terhadap kondisi lingkungan 
(11). Oleh karena itu, laju oksidasi dan degradasi 
harus diminimalkan untuk meningkatkan 
stabilitas dan menghindari kehilangan 
kandungan zat aktif serta aktivitas 
farmakologisnya. Ekstrak cair yang stabil 
diperlukan untuk hasil analisis yang tepat sebab 
ekstrak cair rentan terhadap oksidasi yang dipicu 
oleh adanya udara, panas, dan cahaya (11, 12). 
Reaksi oksidasi akan menghasilkan radikal bebas 
yang dapat mengoksidasi zat aktif, 
mempengaruhi rasa, bau, warna, dan mengurangi 
shelf-life (umur simpan) (12,13, 14). 

 Salah satu upaya yang dapat dilakukan 
untuk menjaga stabilitas ekstrak yang 
berhubungan dengan adanya pertumbuhan 
mikroba adalah dengan menambahkan pengawet 
(10). Pengawet yang ditambahkan adalah 
kombinasi metil paraben dan propil paraben. 
Kombinasi keduanya dapat memberikan efek 
antimikroba yang lebih baik (13). Metil paraben 
dan propil paraben banyak digunakan karena 
toksisitasnya yang rendah, memiliki aktivitas 
spektrum yang luas, harganya terjangkau, serta 
memiliki stabilitas kimiawi yang sangat baik (15). 
Kemudian, untuk oksidasi dapat dihambat 
dengan menggunakan antioksidan. Secara 
bersamaan, perlindungan dari suhu, udara, dan 
cahaya (13, 14). BHT (Butylated Hydroxytoluene) 
merupakan antioksidan sintetik yang dapat 
mempertahankan kualitas bahan secara 
keseluruhan dengan melindungi zat aktif, 
memperlambat kerusakan, ketengikan, dan 
perubahan warna yang disebabkan oksidasi (13). 
Pada penelitian yang dilakukan Obzansky (1989) 
dan Türkyilmaz (2015) telah menggunakan BHT 
sebagai antioksidan sintetik dalam larutan dan 
efektif pada konsentrasi rendah sehingga ideal 
digunakan sebagai antioksidan pada larutan. 
Salah satu studi menunjukkan bahwa BHT dalam 
ekstrak daun Mesembryanthemum crystallinum 
memiliki aktivitas sebagai antioksidan (16). BHT 
telah umum digunakan di berbagai bidang 
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industri, seperti farmasi, makanan, dan kosmetik 
(17). BHT juga umum digunakan karena memiliki 
efektivitas yang tinggi, ketersediaannya yang luas, 
dan harganya yang tidak mahal (13). 

Uji stabilitas secara umum bertujuan 
untuk membuktikan mengenai kualitas zat aktif 
atau produk jadi yang disimpan di bawah 
pengaruh berbagai faktor lingkungan seperti 
suhu, kelembaban, dan cahaya dalam rentang 
waktu tertentu serta untuk menentukan umur 
simpan dari produk jadi dan memberikan 
rekomendasi kondisi penyimpanan yang paling 
baik. Uji stabilitas produk obat herbal mengacu 
pada pedoman pengujian stabilitas zat aktif yang 
telah ada dan produk jadi (18). Namun, terdapat 
beberapa pengecualian untuk uji stabilitas obat 
herbal, seperti pengujian pada kondisi 
penyimpanan dipercepat atau pada kondisi 
penyimpanan intermediate dapat diabaikan 
untuk herbal substances atau herbal preparations, 
jika kondisi penyimpanan di bawah 25°C dapat 
diberi label dengan jelas. Stress testing biasanya 
dianggap tidak perlu untuk herbal substances atau 
herbal preparations kecuali jika menurut 
penilaian toksikologi perlu dilakukan (19). Pada 
pengujian stabilitas dari obat herbal, frekuensi 
pengujian dapat dikurangi dan disesuaikan (18). 

Oleh karena itu, BHT sebagai antioksidan 
sintetik perlu ditambahkan ke dalam ekstrak cair 
untuk meningkatkan stabilitas fisik dan kimia 
dari ekstrak cair NADES biji kopi hijau. Selain itu, 
dilakukan juga percobaan lain berupa 
penambahan kombinasi metil paraben dan propil 
paraben sebagai pengawet untuk meningkatkan 
stabilitas fisik, kimia, dan mikrobiologi dari 
ekstrak cair NADES biji kopi hijau. Penelitian ini 
dilakukan untuk mengetahui pengaruh 
penambahan BHT sebagai antioksidan sintetik 
terhadap stabilitas kimia dan fisik ekstrak cair 
NADES biji kopi hijau serta pengaruh 
penambahan kombinasi metil paraben dan propil 
paraben sebagai pengawet terhadap stabilitas 
fisik, kimia, dan mikrobiologi ekstrak cair NADES 
biji kopi hijau pada suhu penyimpanan tertentu. 

Bahan dan Metode 

Bahan 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini 
adalah biji kopi hijau robusta (Coffea canephora 
Pierre ex A. Froehner) yang diperoleh dari 

kabupaten Lampung Barat, standar asam 
klorogenat (Chengdu Biopurify Phytochemicals), 
standar kafein (Chengdu Biopurify 
Phytochemicals), kolin klorida (Rongsheng-
Biotech. Xi’an, China), D-Sorbitol (Neosorb P 60 
W, PT. Barentsz), asetonitril HPLC grade (Merck, 
Jerman), metanol HPLC grade (Merck, Jerman), 
asam asetat (Merck, Jerman), etanol food grade 
96% (Brataco, Indonesia), Butylated 
Hydroxytoluene (BHT) (Subur Kimia Jaya, 
Indonesia), metil paraben (Brataco, Indonesia), 
propil paraben (Brataco, Indonesia), aqua pro 
injeksi (PT. Ikapharmindi Putramas, Indonesia), 
dan aquades (Brataco, Indonesia), dan larutan 
NaCl 0,9% (PT Widatra Bhakti, Indonesia). 

Alat 

Penelitian ini menggunakan peralatan 
antara lain, Ultrasound-assisted Extraction (UAE) 
(Krisbow, China), alat sentrifugasi, KCKT (Agilent 
1200 Infinity High Performance Autosampler) 
yang dilengkapi dengan kolom C-18 Inertsil ODS 
3,5 mm (4,6 mm x 150 mm; GI Sciences, Tokyo, 
Japan), detektor UV-Vis (Agilent 1200 Infinity 
High Performance Autosampler), kertas saring 
millipore 0,45 mm (Merck, Jerman), Pipet mikro 
(Socorex, Swiss), timbangan mikro (Mettler 
Toledo), 3M petrifilm aerobic count plate (Sigma 
Aldrich), pH meter (Hanna HI 8424), kulkas, 
freezer, blender (Miyako), hotplate dan magnetic 
stirrer (IKA® C-MAG HS7). 

Metode 

Penyiapan Bahan Uji 

Simplisia biji kopi hijau diserbukkan 
menggunakan blender dan disaring menggunakan 
penyaring ukuran 40/80 mesh. Hasil serbuk kopi 
yang telah didapatkan kemudian disimpan pada 
suhu ruangan di dalam botol tertutup rapat (20, 
21). 

Ekstraksi Biji Kopi Hijau 

Sebanyak 1 g serbuk biji kopi hijau 
ditimbang kemudian dilarutkan dalam 30 mL 
larutan NADES. Larutan tersebut kemudian 
diekstraksi menggunakan UAE selama 60 menit 
Hasil ekstraksi disentrifugasi dengan kecepatan 
putar sebesar 4500 rpm selama 17 menit (21). 

Rancangan Variasi Konsentrasi dan Suhu 
Penyimpanan 
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Pada penelitian ini terdiri dari dua 
percobaan. Percobaan pertama, yaitu ekstrak cair 
NADES biji kopi hijau yang ditambahkan BHT 
dengan konsentrasi 10, 20, dan 30 ppm yang 
secara berturut-turut merupakan ekstrak A, B, C, 
dan ekstrak tanpa penambahan BHT, yaitu 
ekstrak D. Kemudian, percobaan kedua, yaitu 
ekstrak cair NADES biji kopi hijau yang 
ditambahkan kombinasi metil paraben:propil 
paraben dengan konsentrasi 110:55 ppm, 100:50 
ppm, dan 90:45 ppm yang secara berturut-turut 
merupakan ekstrak W, X, Y, dan ekstrak tanpa 
penambahan pengawet, yaitu ekstrak Z. Masing-
masing ekstrak disimpan pada vial kaca tertutup 
rapat pada suhu  30°C ± 2°C (kondisi umum), 5°C 
± 3°C (refrigator) dan -20°C ± 5°C (freezer) (18). 
Kemudian masing-masing ekstrak diuji 
stabilitasnya selama 54 hari pada hari ke-0, 4, 8, 
18, 36, dan 54 (22). 

Uji Stabilitas Fisik 

Pengujian stabilitas fisik dilakukan 
dengan mengamati bau, warna, homogenitas, dan 
pengukuran pH dari masing-masing ekstrak (23). 
Pengujian warna dicocokan dengan Pantone color 
chart (24). Uji pH dilakukan dengan 
menggunakan pH meter (23).  

Uji Stabilitas Kimia 

Pengujian stabilitas kimia dilakukan 
dengan melihat kadar asam klorogenat dan kafein 
dari masing-masing ekstrak. Analisis kuantitatif 
asam klorogenat dan kafein dilakukan dengan 
cara larutan sampel dipipet sebanyak 0,4 mL 
kemudian dilarutkan dengan aqua bidestilata 
hingga 10 mL. Campuran tersebut dikocok hingga 
homogen dan difiltrasi menggunakan membran 
mikropori 0,45 µm. Setelah itu, diambil 20 µL dan 
diinjeksikan ke kolom KCKT dengan fase gerak 

gradien yang ditunjukkan pada Tabel l. Asam 
klorogenat diukur pada panjang gelombang 326 
nm dan kafein diukur pada panjang gelombang 
272 nm (21). 

Uji Stabilitas Mikrobiologi 

Pengujian stabilitas mikrobiologi 
dilakukan dengan metode uji angka lempeng total 
(23). Uji ALT dilakukan dengan cara melakukan 
pengenceran sampel ke dalam 9 mL larutan NaCl 
0,9% dalam tabung reaksi sehingga didapatkan 
pengenceran 10-1. Dari pengenceran 10-1 dipipet 1 
mL ke dalam larutan NaCl 0,9% sehingga 
didapatkan pengenceran 10-2 kemudian dari 
pengenceran 10-2 dipipet 1 mL ke dalam larutan 
NaCl 0,9% sehingga didapatkan pengenceran 10-

3. Dari setiap pengenceran dipipet 1 mL ke dalam 
3M petrifilm aerobic count plates dan dibuat duplo 
kemudian diratakan dengan menggunakan 
spreader agar suspensi tersebar merata. Petrifilm 
diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 24 jam 
kemudian jumlah koloni yang tumbuh pada 
petrifilm dihitung. Uji stabilitas mikrobiologi 
hanya dilakukan pada ekstrak W, X, Y, dan Z.   

Validasi Metode Analisis 

Uji kesesuaian sistem dilakukan dengan 
cara menginjeksikan larutan standar kafein dan 
asam klorogenat konsentrasi 20 ppm sebanyak 6 
kali pengulangan.  Lalu parameter yang dilihat 
adalah jumlah plat teoritis, tailing factor, dan 
%RSD waktu retensi dari kromatogram standar 
kafein dan asam klorogenat yang didapat (25, 26). 
Uji linearitas dilakukan dengan dengan cara 
menginjeksikan larutan standar kafein dan asam 
klorogenat konsentrasi 10-50 ppm (20). Lalu 
dibuat kurva kalibrasi sehingga didapatkan 
persamaan regresi linear y = a + bx dan nilai r 
(koefisien korelasi) (20, 27).

Tabel 1. Komposisi fase gerak dan waktu yang digunakan. 

Lama Waktu 
(menit) 

Pelarut Gradien 
0,1% asam asetat (pelarut X) Asetonitril (pelarut Y) 

20 90% 10% 
10 80% 20% 
5 90% 10% 
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Uji presisi dan akurasi dilakukan secara 
inter-day dan intra-day. Persisi dinyatakan 
sebagai simpangan baku relatif atau koefisien 
variasi (%KV) (28). Akurasi dapat dilihat 
berdasarkan hasil uji perolehan kembali (%UPK). 
Uji akurasi dilakukan dengan metode adisi (29). 
Preparasi sampel tanpa spike dilakukan dengan 
cara 0,5 g serbuk biji kopi hijau ditimbang, 
kemudian diekstraksi menggunakan NADES kolin 
klorida-sorbitol (4:1) selama 10 menit 
menggunakan UAE dengan perbandingan pelarut 
sampel 30:1 mL/g (21). Pembuatan sampel spike 
dilakukan dengan penambahan masing-masing 3 
konsentrasi larutan standar kafein dan asam 
klorogenat, yaitu 50, 25, dan 12,5 ppm ke dalam 
ekstrak cair NADES biji kopi hijau dan masing-
masing konsentrasi dianalisis sebanyak 3 kali 
pengulangan (26, 27). Kemudian pada masing-
masing larutan sampel dipipet sebanyak 0,4 mL 
dan dilarutkan dalam aquades bidestilata hingga 
batas labu ukur 10,0 mL. Lalu disaring 
menggunakan membran mikropori 0,45 µm dan 
dianalisis kadar kafein dan asam klorogenat 
(21).   

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi 
(LOQ) dapat dihitung secara statistik dengan 
garis regresi linear kurva kalibrasi (28). 

Hasil dan Diskusi 

Penelitian ini menggunakan bahan uji 
berupa biji kopi hijau (Coffea canephora Pierre ex 
A. Froehner) yang dibeli dari kabupaten Lampung 
Barat, hal ini dikarenakan kopi robusta 
mengandung senyawa kafein dan asam 
klorogenat yang lebih tinggi dibandingkan jenis 
kopi arabika (1, 30). Pada penelitian ini 
menggunakan biji kopi hijau yang diperoleh tanpa 
melalui proses pemanggangan (2). Penggunaan 
biji kopi hijau bertujuan agar kandungan asam 
klorogenat yang bersifat termolabil dapat terjaga. 
Sedangkan kafein bersifat termostabil membuat 
senyawa ini tidak rusak akibat pemanggangan biji 
kopi (2. 31). Oleh karena itu, dengan 
menggunakan biji kopi hijau, kedua kandungan 
tersebut dapat diperoleh secara optimal. 

Penyiapan bahan uji dalam penelitian ini 
dilakukan dengan cara, menyerbukan simplisia 
biji kopi hijau robusta menggunakan blender agar 
mendapatkan serbuk halus biji kopi hijau robusta. 
Pengecilan ukuran simplisia sebelum proses 

ekstraksi bertujuan agar dapat memaksimalkan 
proses transfer senyawa yang terkandung dalam 
tanaman ke pelarut yang digunakan (32). 
Kemudian, biji kopi yang telah diserbukkan 
disimpan dalam wadah tertutup rapat.  

Proses ekstraksi biji kopi hijau robusta 
dengan NADES sebagai pelarut menggunakan 
metode UAE telah dioptimasi sebelumnya oleh 
Yuniarti et al., (2019). Pelarut yang digunakan 
untuk mengekstraksi biji kopi hijau robusta 
dalam penelitian ini adalah NADES berbasis kolin 
klorida dan sorbitol dengan perbandingan molar 
4:1. NADES merupakan suatu pelarut yang terdiri 
dari campuran hydrogen bond acceptor (HBA) dan 
hydrogen bond donor (HBD) dengan 
perbandingan molar tertentu yang mampu 
berinteraksi melalui ikatan hidrogen sehingga 
dapat membentuk campuran eutektik dengan 
titik lebur lebih rendah dari masing-masing 
komponen penyusunnya sehingga hasil akhir 
yang didapatkan berupa cairan jernih (6, 33, 34). 
Penambahan air pada proses pembuatan NADES 
bertujuan untuk mengurangi viskositas dari 
NADES karena pada viskositas yang tinggi dapat 
mengurangi efisiensi pada proses esktraksi (6). 
Namun, harus diperhatikan penambahan air agar 
tidak melebihi batas 50% (v/v) karena 
pengenceran air yang berlebihan dapat 
menggangu ikatan hidrogen dalam NADES dan 
melemahkan interaksi antara NADES dengan 
senyawa bioaktif yang diinginkan (6, 35). 

Penggunaan NADES sebagai pelarut 
untuk mengekstraksi senyawa bioaktif yang 
terdapat dalam biji kopi hijau dikombinasikan 
dengan penggunaan ultrasound assisted 
extraction (UAE). Penggunaan UAE dalam proses 
ekstraksi bertujuan untuk mengurangi 
penggunaan energi dan telah diakui dapat 
meningkatkan efisiensi proses ekstraksi (36). 
Penggunaan UAE dapat meningkatkan efisiensi 
proses ekstraksi karena adanya gelombang 
ultrasonik yang menyebabkan terbentuknya 
gelembung kavitasi dalam pelarut NADES dan 
dapat menyebabkan terjadinya kerusakan pada 
dinding sel tanaman sehingga terjadi pelepasan 
dan kontak langsung antara senyawa di dalam sel 
dengan pelarut (37). 

Sebelum dilakukan penetapan kadar 
sampel dalam ekstrak menggunakan HPLC, 
dilakukan validasi metode analisis terlebih 
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dahulu. Hasil uji kesesuaian sistem menunjukkan 
bahwa semua parameter berada dalam rentang 
persyaratan penerimaannya yang tertulis pada 
Tabel 2 sehingga dapat disimpulkan metode 
analisis yang digunakan memenuhi persyaratan 
untuk uji kesesuaian sistem (26). Pada parameter 
linearitas diperoleh persamaan regresi linear 
untuk standar kafein adalah y = 67,178x – 93,573 
dengan nilai r sebesar 0,9999 dan untuk asam 
klorogenat diperoleh persamaan regresi linear y = 
50,289x – 203,14 dengan nilai r sebesar 0,9965. 
Hasil koefisien korelasi (r) dari kafein dan asam 
klorogenat dapat diterima dikarenakan 
memenuhi persyaratan koefisien korelasi, yaitu 
nilai r >0,99 (29). Berdasarkan hasil uji presisi 
dan akurasi yang dilakukan secara intraday dan 
interday diperoleh koefisien variasi ≤ 2% dan nilai 
%UPK pada rentang 98-102% sehingga nilai 
presisi dan akurasi untuk kafein dan asam 

klorogenat memenuhi syarat keberterimaan (28). 
Hasil %KV dan %UPK kafein dan asam klorogenat 
ditunjukkan pada Tabel 3. Pada penelitian ini 
diperoleh nilai LOD kafein dan asam klorogenat 
berturut-turut adalah 0,62 ppm dan 4,57 ppm, 
untuk nilai LOQ kafein dan asam klorogenat 
berturut-turut adalah 2,08 ppm dan 15,25 ppm.  

Setelah dilakukan validasi metode 
analisis, dilanjutkan dengan evaluasi awal untuk 
ekstrak cair NADES biji kopi hijau. Evaluasi awal 
pada hari ke-0 dilakukan pada masing-masing 
ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z. Masing-masing 
ekstrak dievaluasi organoleptis, homogenitas, pH, 
dan penetapan kadar kafein serta asam 
klorogenatnya. Kemudian untuk ekstrak W, X, Y, 
dan Z terdapat uji tambahan yang dilakukan, yaitu 
evaluasi mikrobiologi.  

Tabel 2. Uji kesesuaian sistem standar kafein dan asam klorogenat. 

 
Standar 

Plat teoritis (N) 
(Rata-rata  SD) 

Tailing Factor 
(Tf) 

(Rata-rata  SD) 

%RSD Waktu 
retensi 

(%RSD  SD) 

 
Kesimpulan 

Syarat keberterimaan N > 2000 Tf ≤ 2,0 %RSD < 1,0 Dapat diterima 

Kafein 14915,49  
1603,35 

0,65  0,03 0,75  ,04 Dapat diterima 

Asam Klorogenat 71346,89  
16769,98 

1,39  0,24 0,78  0,08 Dapat diterima 

 

Tabel 3. Hasil koefisien variasi (%KV) dan perolehan kembali (%UPK) kafein dan asam klorogenat. 

 
Analit 

 
Kosentrasi (ppm) 

Intra-Day Inter-Day 
KV 

(%) 
UPK 
(%) 

KV 
(%) 

UPK 
(%) 

Kafein 12,5 0,23 100,71 0,32 100,53 
25 0,16 99,34 0,35 99,38 

50 0,37 100,33 0,43 99,92 

Asam Klorogenat 12,5 0,11 99,72 0,21 101,07 
25 0,23 100,30 0,25 99,54 

50 0,35 100,34 0,47 100,04 
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a) 

 

b) 

 

Gambar 1. Kromatogram standar kafein dan asam klorogenat (a) dan sampel uji (b) 

 

Tujuan evaluasi awal, yaitu untuk 
membandingkan parameter-parameter tersebut 
sebelum dan sesudah dilakukan uji kestabilan 
untuk mengetahui stabilitas dari masing-masing 
ekstrak selama penyimpanan. Hasil evaluasi awal 
untuk kedelapan ekstrak yaitu memiliki warna, 
bau, dan homogenitas yang sama. Kedelapan 
ekstrak berwarna putih kekuningan muda (PMS 
100), bersifat homogen, serta memiliki aroma 

yang khas, yaitu campuran kopi, NADES, dan 
etanol. Selanjutnya untuk nilai pH pada ekstrak A, 
B, C, D, W, X, Y, dan Z secara berturut-turut, yaitu 
5,84; 5,85; 5,86; 5,84; 5,59; 5,58; 5,58 dan 5,85. 
Perolehan kadar kafein pada hari ke-0 untuk 
ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z secara berturut-
turut, yaitu 21,42 ± 0,08 mg/g; 21,52 ± 0,08 mg/g; 
21,60 ± 0,24 mg/g; 21,56 ± 0,07 mg/g; 29,35 ± 
0,29 mg/g; 28,73 ± 0,55mg/g; 28,45 ± 0,13 mg/g; 
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serta 28,46 ± 0,05 mg/g serbuk biji kopi hijau. 
Kemudian untuk kadar asam klorogenat pada 
hari ke-0 pada ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z 
secara berturut-turut, yaitu 47,93 ± 0,01 mg/g; 
47,90 ± 0,01 mg/g; 47,94 ± 0,02 mg/g; 47,94 ± 
0,03 mg/g; 55,77 ± 0,22 mg/g; 55,94 ± 0,43 mg/g; 
55,74 ± 0,19 mg/g; serta 55,62 ± 0,18 mg/g 
serbuk biji kopi hijau. Jumlah cemaran mikroba 
ekstrak W, X, Y, dan Z hari ke-0 secara berturut-
turut berada pada kisaran 310-435 cfu/mL, 425-
540 cfu/mL, 460-525 cfu/mL, dan 615-680 
cfu/mL. Kromatogram standar kafein dan asam 
klorogenat dengan sampel ekstrak cair NADES 
biji kopi hijau ditunjukkan pada Gambar 1.  

Perubahan warna yang terjadi pada 
kedelapan ekstrak pada masing-masing suhu 
penyimpanan selama 54 hari dapat dilihat pada 
Tabel 4. Namun, perubahan warna yang terjadi 

pada setiap masing-masing ekstrak tidak terlalu 
berbeda jauh bila dibandingkan dengan hari ke-0. 
Secara berurutan ekstrak yang mengalami 
perubahan warna lebih cepat dan gelap pada 
percobaan pertama adalah ekstrak D > A > B > C, 
kemudian percobaan kedua adalah ekstrak 
Z>Y>X>W. Kemudian kondisi suhu penyimpanan 
secara berurutan yang paling mempengaruhi 
perubahan warna lebih cepat dan gelap, yaitu 
30°C ± 2°C > 5°C ± 3°C > -20°C ± 5°C. Hasil 
menunjukkan bahwa kedelapan ekstrak yang 
disimpan pada ketiga suhu yang berbeda selama 
54 hari tidak menunjukkan terjadinya perubahan 
bau atau tidak berbau tengik. Hasil uji 
homogenitas juga menunjukkan ekstrak tetap 
homogen selama penyimpanan yang ditandai 
dengan tidak terbentuknya endapan padat 
(kristal) (38)..

Tabel 4. Hasil pengamatan organoleptis ekstrak A, B, C, D, W, X, Y, dan Z pada ketiga suhu penyimpanan  
selama 54 hari. 

 
Ekstrak 

Perubahan Warna 

-20°C ± 5°C 5°C ± 3°C 30°C ± 2°C 

A Tidak mengalami perubahan Hari ke-54 (PMS 106) Hari ke-18 dan 36 (PMS 
106); Hari ke-54 (PMS 113) 

B Tidak mengalami perubahan Tidak mengalami perubahan Hari ke-18 dan 36 (PMS 
106); Hari ke-54 (PMS 113) 

C Tidak mengalami perubahan Tidak mengalami perubahan Hari ke-54 (PMS 106) 

D Tidak mengalami perubahan Hari ke-36 dan 54 (PMS 106) Hari ke-18 (PMS 106); Hari 
ke-36 dan 54(PMS 113) 

W Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS 
106) 

Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS 
106) 

Hari ke-18 dan 36 (PMS 
106); Hari ke-54 (PMS 113) 

X Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS 
106) 

Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS 
106) 

Hari ke-18 dan 36 (PMS 
106); Hari ke-54 (PMS 113) 

Y Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS 
106) 

Hari ke-18, 36, dan 54 (PMS 
106) 

Hari ke-18 dan 36 (PMS 
106); Hari ke-54 (PMS 113) 

Z Hari ke-18 dan 36 (PMS 106); 
Hari ke-54 (PMS 113) 

Hari ke-18 dan 36 (PMS 106); 
Hari ke-54 (PMS 113) 

Hari ke-18 dan 36 (PMS 
106); Hari ke-54 (PMS 113) 

Keterangan: PMS 100 = Putih kekuningan muda; PMS 106 = Putih kekuningan gelap  
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Perubahan warna dan bau dapat terjadi 
karena adanya reaksi oksidatif yang 
menghasilkan radikal bebas (13). Oksidasi itu 
sendiri dapat dipengaruhi oleh oksigen, suhu, dan 
cahaya (11). Perubahan warna dapat terjadi 
karena reaksi oksidasi dari senyawa fenolik, 
seperti asam klorogenat dengan pengaruh suhu 
yang semakin tinggi membuat kandungan fenolik 
pada ekstrak semakin mudah teroksidasi dan 
menyebabkan pembentukan pigmen yang lebih 
gelap (39, 40). Selain itu, perubahan warna yang 
terjadi pada ekstrak cair juga dapat disebabkan 
karena adanya hasil metabolit yang diproduksi 
oleh bakteri yang terdapat dalam ekstrak cair 
tersebut sehingga menyebabkan terjadinya 
perubahan warna (41). Selain itu, bakteri juga 
dapat mendegradasi senyawa fenolik yang 
terkandung dalam ekstrak cair biji kopi hijau 
sehingga menyebabkan terjadinya perubah 
warna pada ekstrak (42). 

Pada penelitian ini, ekstrak yang 
ditambahkan BHT mengalami perubahan warna 
lebih lambat dibandingkan dengan ekstrak 
NADES biji kopi hijau tanpa penambahan BHT. 
Oksidasi dapat diminimalkan dengan 
penambahan antioksidan untuk menjaga kualitas 
ekstrak dengan menghambat produk oksidasi 
sehingga dapat memperlambat perubahan warna 
dan ketengikan. BHT berperan sebagai free 
radical scavengers yang bereaksi dengan radikal 
bebas untuk mendonorkan hidrogen pada radikal 
bebas sehingga dapat memecah rantai radikal 
bebas dan menghasilkan radikal bebas yang stabil 
atau non reaktif sehingga dapat mencegah 
oksidasi lebih lanjut pada ekstrak (13). Selain itu, 
semakin meningkatnya konsentrasi BHT yang 
ditambahkan maka perubahan warna juga 
semakin lambat yang berarti semakin tinggi 
konsentrasi BHT maka semakin tinggi juga 
aktivitas antioksidannya sehingga dapat menjaga 
kestabilan warna lebih baik. Pada penelitan ini, 
semakin rendah suhu penyimpanan pada ekstrak 
maka akan semakin lama perubahan warna dapat 
terjadi. Hal ini disebabkan pada suhu rendah 
dapat menurunkan laju reaksi oksidasi enzimatik 
penyebab warna pada ekstrak menjadi lebih 
gelap (40). Oleh karena itu, keempat ekstrak yang 
disimpan pada -20°C ± 5°C tidak mengalami 
perubahan warna. 

Pada penelitian ini, secara umum ekstrak 
cenderung mengalami penurunan pH dengan 
semakin bertambahnya waktu penyimpanan. 
Penurunan nilai pH ini dapat disebabkan oleh 
reaksi oksidasi yang terjadi pada senyawa 
polifenol dalam ekstrak sehingga terjadi 
pelepasan H+ yang dapat menambah keasaman 
pada ekstrak (39). Selain itu, terjadinya 
penurunan pH pada ekstrak dapat disebabkan 
karena adanya pengaruh dari bakteri. Bakteri 
dapat mengubah pH suatu ekstrak dengan cara 
memproduksi asam laktat sebagai produk hasil 
metabolitnya yang dapat menyebabkan 
terjadinya penurunan pH (43). 

Nilai pH yang dihasilkan dari keempat 
ekstrak A, B, C, dan D pada masing-masing suhu 
penyimpanan hingga hari ke-54 masih berada 
pada kisaran pH 5,71-5,62, sedangkan ekstrak W, 
X, Y berada pada kisaran pH 5,59-5,35, dan 
ekstrak Z berada pada kisaran pH 5,85-5,62. 
Terdapat sedikit perbedaan pH antara ekstrak 
cair NADES biji kopi hijau yang ditambahkan 
pengawet dengan ekstrak tanpa penambahan 
pengawet. Hal ini mungkin disebabkan karena 
struktur dari metil paraben dan propil paraben 
yang merupakan turunan dari asam p-
hidroksibenzoat serta pada struktur metil 
paraben dan propil paraben terdapat gugus OH 
yang menyebabkan metil paraben dan propil 
paraben bersifat sedikit asam dalam suatu larutan 
(44, 45). Pada kisaran pH 3-9 kandungan asam 
klorogenat dalam ekstrak cair biji kopi masih 
stabil dan untuk kafein berada pada kisaran pH 
5,5-9 (46, 47). Pengukuran pH itu sendiri 
bertujuan untuk mengetahui pH dari suatu 
ekstrak yang berkaitan dengan stabilitas zat aktif 
yang terkandung dalam ekstrak, dengan demikian 
nilai pH yang dihasilkan oleh keempat ekstrak 
pada tiga suhu penyimpanan selama 54 hari 
masih berada dalam kisaran nilai pH untuk 
menjaga kestabilan dari asam klorogenat dan 
kafein sehingga perubahan nilai pH masih dapat 
diterima. 

Berdasarkan guideline dari European 
Medicines Agency (EMEA), stabilitas ekstrak dapat 
dilihat berdasarkan persentase penurunan dari 
kadar suatu senyawa yang terkandung dalam 
ekstrak tersebut. Batas penerimaan untuk 
menentukan apakah persentase penurunan kadar 
senyawa dalam ekstrak masih dapat diterima 
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atau tidak adalah sebesar ± 5% dari kadar 
awalnya (19). Persentase penurunan kadar dalam 
ekstrak dapat digunakan untuk menentukan 
umur simpan suatu ekstrak. Kurva pengukuran 
kadar kafein dan asam klorogenat pada ekstrak A, 
B, C, D, W, X, Y, dan Z pada ketiga suhu 
penyimpanan selama 54 hari ditunjukkan 
Gambar 2 - 5. 

Berdasarkan hasil pengujian dan 
pengamatan, senyawa kafein pada ekstrak A, B, 
dan C yang disimpan pada suhu -20°C ± 5°C secara 
berturut-turut stabil hingga hari ke-18, 18, dan 
36. Pada suhu 5°C ± 3°C dan 30°C ± 2°C, senyawa 
kafein pada ekstrak A, B, dan C stabil hingga hari 
ke-8. Kemudian, senyawa kafein pada ekstrak D, 
W, X, Y, dan Z pada ketiga suhu penyimpanan 
stabil hingga hari ke-8.  

 

Gambar 2. Kurva pengukuran kadar kafein ekstrak A, B, C, dan D pada suhu 30°C ± 2°C (a), 5°C ± 
3°C (b), dan -20°C ± 5°C (c) selama 54 hari 

 

Gambar 3. Kurva pengukuran kadar asam klorogenat ekstrak A, B, C, dan D pada suhu 30°C ± 2°C 
(a), 5°C ± 3°C (b), dan -20°C ± 5°C (c) selama 54 hari 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c)  

 

(a) 

 

(b) 

 

(c)  
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Gambar 4. Kurva pengukuran kadar kafein ekstrak W, X, Y, dan Z pada suhu 30°C ± 2°C (a), 5°C ± 
3°C (b), dan -20°C ± 5°C (c) selama 54 hari 

 

Gambar 5. Kurva pengukuran kadar asam klorogenat ekstrak W, X, Y, dan Z pada suhu 30°C ± 2°C (a), 5°C 
± 3°C (b), dan -20°C ± 5°C (c) selama 54 hari 

 

Kadar senyawa asam klorogenat pada 
suhu penyimpanan -20°C ± 5°C pada ekstrak A 
dan B stabil hingga hari ke-18, ekstrak C dan W 
hingga hari ke-36, serta untuk ekstrak X dan Y 
stabil hingga hari ke-8. Pada suhu penyimpanan 
5°C ± 3°C, ekstrak A dan B stabil sampai hari ke-
18, ekstrak C hingga hari ke-36, ekstrak W, X, dan 
Y stabil hingga hari ke-8. Pada suhu penyimpanan 
30°C ± 2°C, senyawa asam klorogenat ekstrak A 

stabil hingga hari ke-8, ekstrak B dan C hingga 
hari ke-18. Ekstrak W stabil hingga hari ke-18, 
sedangkan ekstrak X dan Y stabil hingga hari ke-
8. Kemudian untuk ekstrak D dan Z pada masing-
masing suhu penyimpanan stabil hingga hari ke-
8. 

Berdasarkan hasil yang didapatkan 
ekstrak cair NADES biji kopi hijau dengan 
penambahan BHT 30 ppm dan disimpan pada 



  Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 13 Nomor 2 (2021) 

Ramadon et al “Pengaruh Antioksidan dan Kombinasi Pengawet ………………” 140 

suhu penyimpanan -20°C ± 5°C memiliki 
kestabilan kadar kafein dan asam klorogenat yang 
paling optimal, yaitu hingga hari ke-36. Hasil 
persentase penurunan kadar kafein dan asam 
klorogenat yang paling rendah pada ketiga suhu 
penyimpanan secara berturut-turut, yaitu pada 
ekstrak C > B > A > D. Hasil persentase penurunan 
kadar kafein dan asam klorogenat yang paling 
rendah pada masing-masing ekstrak secara 
berturut-turut adalah pada suhu penyimpanan -
20°C ± 5°C > 5°C ± 3°C > 30°C ± 2°C. 

Ekstrak dengan penambahan pengawet, 
dapat disimpulkan bahwa ekstrak dengan 
penambahan pengawet kombinasi metil paraben 
dan propil paraben konsentrasi 110 ppm dan 55 
ppm pada suhu penyimpanan -20°C ± 5°C 
memiliki kadar kafein dan asam klorogenat paling 
stabil karena baru mengalami penurunan kadar 
lebih dari 5% dari kadar awalnya pada hari ke-8 
untuk senyawa kafein dan hari ke-36 untuk 
senyawa asam klorogenat. Secara umum, 
persentase penurunan kadar kafein dan asam 
klorogenat sampai hari ke-54, berturut-turut 
paling besar terjadi pada ekstrak Z > Y > X > W. 
Sedangkan, persen penurunan kadar kafein 
berturut-turut pada ekstrak W, X, Y, dan Z sampai 
hari ke-54 berdasarkan pada suhu penyimpanan 
secara umum paling besar terjadi pada suhu 
penyimpanan 30°C ± 2°C > 5°C ± 3°C > -20°C ± 5°C. 
Untuk senyawa asam klorogenat, sulit untuk 
menentukan urutan persentase penurunan kadar 
dari berbagai suhu penyimpanan karena pada 
ekstrak W dan X, persentase penurunan kadarnya 
lebih besar pada suhu 5°C ± 3°C dibandingkan 
30°C ± 2°C. Hal ini mungkin disebabkan karena 
adanya perubahan suhu yang terjadi pada kondisi 
penyimpanan 5°C ± 3°C sehingga memengaruhi 
kadar senyawa asam klorogenat yang merupakan 
senyawa yang bersifat termolabil. Namun, secara 
umum, persentase penurunan kadar asam 
klorogenat paling rendah berada pada suhu 
penyimpanan -20°C ± 5°C.  

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh 
bahwa penambahan BHT dan suhu penyimpanan 
rendah pada ekstrak cair NADES biji kopi hijau 
dapat menjaga kestabilan kimia pada ekstrak 
lebih lama, menghasilkan presentase penurunan 
kadar yang lebih kecil, dan menghasilkan kadar 
senyawa aktif yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan ekstrak cair NADES biji kopi hijau tanpa 

penambahan BHT. Reaksi oksidasi ini dapat 
menghasilkan radikal bebas yang akan 
menghasilkan oksidasi zat aktif sehingga akan 
mengurangi shelf-life (umur simpan) dari ekstrak 
yang didapat (13). Oleh karena itu, penambahan 
BHT sebagai antioksidan sintetik ke dalam 
ekstrak NADES dapat meningkatkan stabilitas 
kimia pada ekstrak dengan mencegah oksidasi. 
BHT berperan sebagai antioksidan sintetik yang 
bekerja sebagai free radical scavengers dan akan 
bereaksi dengan radikal bebas dengan 
mendonorkan hidrogen pada radikal bebas 
sehingga menghasilkan radikal bebas yang stabil 
dan non reaktif dengan begitu dapat 
menghentikan reaksi oksidasi dan mencegah 
oksidasi lebih lanjut (13). Penambahan BHT 
sebagai antioksidan sintetik berperan untuk 
menjaga kualitas ekstrak dengan memperlambat 
kerusakan yang disebabkan radikal bebas dan 
meningkatkan stabilitas kimia yang berpengaruh 
pada umur simpan pada ekstrak. Selain itu, 
semakin tinggi konsentrasi BHT yang 
ditambahkan maka semakin lama juga untuk 
menjaga kestabilan kimia pada ekstrak yang 
menunjukkan bahwa semakin tinggi penambahan 
konsentrasi BHT, maka akan semakin kuat 
aktivitas antioksidan dalam ekstrak tersebut 
untuk menjaga kestabilan kimia pada ekstrak. 
Selain penambahan BHT, metode yang dapat 
digunakan untuk menghambat oksidasi dapat 
dilakukan dengan penyimpanan pada suhu 
rendah (17). Oleh karena itu, ekstrak cair NADES 
biji kopi hijau dengan penambahan BHT 30 ppm 
dan disimpan pada kondisi penyimpanan -20°C ± 
5°C memiliki kestabilan kadar kafein dan asam 
klorogenat yang paling stabil selama 
penyimpanan. 

Penurunan kadar senyawa kafein dan 
asam klorogenat juga dapat disebabkan karena 
adanya pertumbuhan bakteri pada ekstrak. 
Bakteri dapat menyebabkan terjadinya degradasi 
pada kafein karena senyawa kafein merupakan 
sumber karbon dan nitrogen bagi pertumbuhan 
bakteri (48). Bakteri mendegradasi senyawa 
kafein melalui jalur demetilasi dengan bantuan 
enzim N-demetilase (49). Enzim N-demetilase 
menyebabkan terjadinya demetilasi berurutan 
pada tiga kelompok N-metil yang terdapat pada 
kafein (48). Awalnya kafein diubah menjadi 
teobromin (3,7-dimetilxantin) dan paraxantin 
(1,7-dimetilxantin) dengan bantuan enzim N-
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demetilase yang melepaskan gugus metil dari 
posisi N-1 dan N-3 pada molekul kafein (48, 49). 
Kemudian demetilasi lebih lanjut menghasilkan 
xanthine dengan 7-metilxantine sebagai produk 
intermediate (48). Produk akhir katabolisme 
kafein berfungsi sebagai sumber nutrisi bagi 
bakteri untuk pemeliharaan pertumbuhan dan 
aktivitas metabolism (48). Bakteri juga dapat 
menyebabkan degradasi pada senyawa asam 
klorogenat karena asam klorogenat merupakan 
sumber karbon bagi bakteri (50). Degradasi 
senyawa asam klorogenat dapat terjadi karena 
adanya aksi esterase dari bakteri yang 
menyebabkan terjadinya degradasi senyawa 
asam klorogenat sehingga menghasilkan produk 
katabolik pertama berupa asam kafeat yang 
merupakan hasil pecahan dari asam kuinat (51). 
Terjadinya degradasi pada senyawa kafein dan 
asam klorogenat dapat memengaruhi kadar 
senyawa kafein dan asam klorogenat sehingga 
menyebabkan penurunan kadar terhadap kedua 
senyawa tersebut. Selain itu, penurunan kadar 
kafein dan asam klorogenat juga dapat 
disebabkan karena NADES yang sudah tidak stabil 
akibat adanya cemaran bakteri. Berdasarkan 
penelitian yang dilakukan oleh Radošević et al., 
2018 dan Zhao et al., 2015 disebutkan bahwa 
kolin klorida dan sorbitol yang merupakan 
golongan gula alkohol sebagai penyusun NADES 
tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
(52, 53). Sorbitol dapat digunakan sebagai 
sumber nutrisi nitrogen atau karbon bagi 
beberapa bakteri dan golongan gula alkohol ini 
dapat dicerna oleh bakteri (52, 53). Hal ini dapat 
menyebabkan NADES menjadi tidak stabil 
sehingga memengaruhi kadar senyawa kafein dan 
asam klorogenat pada ekstrak. 

Berdasarkan hasil pengamatan, kadar 
kafein dan asam klorogenat dapat lebih terjaga 
pada ekstrak yang ditambahkan kombinasi metil 
paraben dan propil paraben sebagai pengawet, 
terutama ekstrak W yang ditambahkan kombinasi 
metil paraben dan propil paraben konsentrasi 
110 ppm dan 55 ppm dan suhu penyimpanan juga 
merupakan salah satu faktor yang memengaruhi 
karena suhu penyimpanan yang lebih tinggi dapat 
mempercepat pertumbuhan bakteri sedangkan 
temperatur rendah dapat memperlambat proses 
terjadinya perubahan kimia dan pertumbuhan 
bakteri (54). Metil paraben dan propil paraben 
merupakan pengawet sehingga dapat membantu 

menjaga kadar kafein dan asam klorogenat dari 
degradasi senyawa yang disebabkan oleh bakteri. 
Sampai saat ini, belum diketahui dengan pasti 
bagaimana mekanisme aksi dari paraben Namun, 
menurut beberapa literatur, disebutkan bahwa 
paraben memiliki beberapa mekanisme aksi 
terhadap bakteri. Mekanisme aksi dari paraben, 
yaitu paraben dapat menginduksi permeabilisasi 
membran bakteri sehingga menyebabkan 
pelepasan molekul intraseluler (55). Hipotesis 
lain juga menyebutkan bahwa mekanisme kerja 
paraben pada phospholipid bilayer membran 
sitoplasma menyebabkan peningkatan 
permbeabilitas dan fluiditas sehingga 
menyebabkan terjadinya gangguan dan 
kebocoran transpor membrane (56). 

Jumlah cemaran mikroba dari hari ke-0 
sampai hari ke-54 yang terdapat pada ekstrak W, 
X, Y, dan Z pada masing-masing suhu 
penyimpanan cenderung menurun. Hal ini dapat 
disebabkan karena adanya penambahan 
kombinasi metil paraben dan propil paraben pada 
ekstrak W, X, dan Z. Kombinasi metil paraben dan 
propil paraben dapat memberikan efek bakterisid 
(membunuh bakteri), sebaliknya jika metil 
paraben dan propil paraben penggunaannya 
tidak dikombinasikan hanya dapat memberikan 
efek penghambatan pertumbuhan bakteri (57). 
Sedangkan, pada ekstrak Z yang tidak 
ditambahkan kombinasi metil paraben dan propil 
paraben memiliki jumlah cemaran yang 
cenderung lebih banyak dibandingkan dengan 
ekstrak A, B, dan C yang ditambahkan kombinasi 
metil paraben dan propil paraben. Selain itu, 
penurunan jumlah cemaran yang terjadi pada 
ekstrak D dapat disebabkan karena ekstrak kopi 
itu sendiri telah dibuktikan memiliki aktivitas 
antimikroba. Senyawa kimia yang terkandung 
dalam kopi menyebabkan ekstrak kopi memiliki 
aktivitas antimikroba (58). Senyawa kimia yang 
memberikan efek antimikroba pada ekstrak kopi 
adalah senyawa polifenol (59). Senyawa polifenol 
yang memberikan efek antimikroba diduga 
bekerja dengan cara menyebabkan perubahan 
permeabilitas membran bakteri (59). Selain itu, 
terdapat hipotesis lain yang menyebutkan bahwa 
senyawa tanin yang terkandung dalam ekstrak 
kopi dapat mengendapkan protein pada 
membran sel bakteri (60). 
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Berdasarkan petunjuk dari European Meidicines 
Agency, disebutkan bahwa kriteria penerimaan 
jumlah cemaran mikroba yang terkandung dalam 
ekstrak mengikuti kriteria penerimaan yang 
terdapat pada European Pharmacopoeia, chapter 
5.1.8. Berdasarkan European Pharmacopoeia, 
Edisi 10, chapter 5.1.8 disebutkan bahwa kriteria 
penerimaan jumlah cemaran mikroba dari hasil 
uji angka lempeng total tidak boleh melebihi 105 
koloni/mL atau 500.000 koloni/mL. Kriteria 
penerimaan jumlah cemaran maksimal yang 
diperbolehkan terkandung dalam ekstrak ini 
dapat digunakan juga untuk menentukan umur 
simpan ekstrak. Berdasarkan hal tersebut, dapat 
disimpulkan bahwa jumlah cemaran mikroba 
yang terdapat pada ekstrak W, X, Y, dan Z pada 
suhu penyimpanan -20°C ± 5°C, 5°C ± 3°C, dan 
30°C ± 2°C yang disimpan dari hari ke-0 sampai 
hari ke-54 tidak ada yang melebihi batas jumlah 
penerimaan mikroba dalam ekstrak. Namun, pada 
hari ke-18, jumlah cemaran pada ekstrak Z yang 
disimpan pada suhu -20°C ± 5°C dan 30°C ± 2°C 
serta ekstrak W, X, dan Y yang disimpan pada 
suhu 5°C ± 3°C, jumlahnya terlalu banyak 
sehingga tidak dapat dihitung. Hal ini mungkin 
disebabkan karena adanya kesalahan dalam 
proses pengerjaannya sehingga pada beberapa 
cawan petri terjadi kontaminasi. Diduga 
kontaminasi tersebut berasal dari micropipette 
yang digunakan. Namun, secara umum sampai 
hari ke-54, metil paraben dan propil paraben 
yang ditambahkan ke dalam ekstrak sebagai 
pengawet dapat menjaga jumlah cemaran 
mikroba yang terdapat dalam ekstrak sehingga 
tidak melebihi batas penerimaannya. 

Kesimpulan 

Penambahan BHT dan antimikroba 
(kombinasi metil dan propil paraben) pada 
ekstrak cair NADES dapat meningkatkan 
stabilitas esktrak, baik secara fisik maupun 
mikrobiologi. Ekstrak cair NADES yang 
ditambahkan BHT konsentrasi 30 ppm dengan 
suhu penyimpanan -20°C ± 5°C memiliki stabilitas 
fisik dan kimia yang paling optimal. Sedangkan, 
untuk ekstrak cair NADES yang ditambahkan 
kombinasi metil paraben dan propil paraben 
konsentrasi 110:55 ppm dengan suhu 
penyimpanan -20°C ± 5°C memiliki stabilitas fisik, 
kimia, dan mikrobiologi yang paling optimal. 
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