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Abstract

A study determination of solvent and eluent on extraction process and fractination of
individual cathecin especially epigallocathecin gallate (EGCG) by column chromato-
graphy method. This study devided on two steps, i.e. determination of raw material, sol-
vent, process optimation for extraction and fravtination of green tea extract, evaporation
and drying. Characterization of polyphenol conducted by visible spectrophotometer,
analysis of individual cathecin by HPLC. This study was did in Laboratory of Processing
Technology and Laboratory of Testing for Tea and Cinchona, Research Institute for Tea
and Cinchona, at September 2007 up to March 2008. Result of this study shown that ratio
of solvent aceton and water 7:3 v/v, ratio of tea and solvent 1:15 w/v for 15 minutes at
55-60°C obtained 53.39% polyphenol on extract and yield gradiently produce extract
with purity of cathecin is 94% b/b, EGCG 64.03% from feed with cathecin content is
82.96% w/w and EGCG 42.34% wi/w.

Keywords: green tea, tea extract, cathecin fractination, column chromatography

Abstrak

Telah dilakukan penelitian penentuan pelarut dan eluen dalam proses ekstraksi dan
fraksionasi katekin menjadi individual katekin terutama epigalokatekin galat (EGCG)
menggunakan metode kromatografi kolom. Penelitian dibagi dalam beberapa tahap yaitu
pemilihan bahan baku, pemilihan pelarut, optimasi waktu dan rasio teh-pelarut dalam
proses ekstraksi, fraksionasi katekin dari ekstrak teh hijau, pengkonsentratan dan penge-
ringan. Karakterisasi yang dilakukan adalah analisa polifenol menggunakan spektrofoto-
meter visibel, analisa katekin (epigalokatekin galat, epikatekin galat, epigalokatekin,
epikatekin, katekin, gallokatekin) menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).
Penelitian dilakukan di Laboratorium Teknologi Pengolahan Hasil dan Laboratorium
Pengujian Teh dan Kina, Pusat Penelitian Teh dan Kina, waktu penelitian September
2007 sampai Maret 2008. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil optimum dari proses
ekstraksi adalah menggunakan pelarut aseton-air (70:30 v/v), rasio teh/pelarut 1 : 15 b/v,
selama 15 menit pada suhu 55-60°C diperoleh kadar total polifenol 53,30% b/b dalam
ekstrak dan rendemen 40,17% b/b. Fraksionasi dua Kkali elusi menggunakan fase diam
silika gel dan eluen etil asetat-etanol 90% (1 : 1 v/v) secara bergradien menghasilkan
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ekstrak berkadar total katekin 94% b/b dengan EGCG 64,03% dari umpan berkadar total

katekin 82,96% b/b dengan EGCG 42,34% b/b.

Kata kunci: teh hijau, ekstraksi teh, fraksionasi katekin, kromatografi kolom

PENDAHULUAN

Polifenol merupakan senyawa yang
tersedia secara alami pada teh yang ber-
tanggungjawab terhadap ketajaman rasa dan
aroma yang unik. Disamping itu, polifenol
memiliki potensi antioksidan yang demi-
kian kuat. Kandungan polifenol dalam daun
teh berkisar antara 25-35% berat kering.
Tinggi rendahnya kandungan kimia dalam
teh termasuk polifenol sangat dipengaruhi
oleh jenis klon, variasi musim, kesuburan
tanah, perlakuan kultur teknis, umur daun,
intensitas sinar matahari yang diterimanya
dan faktor-faktor pendukung lainnya.

Kandungan polifenol dalam tanaman
teh (Camellia sinensis) varietas assamica
lebih tinggi bila dibandingkan dengan
varietas sinensis. Alasan inilah yang men-
jadi sandaran mengapa teh Indonesia yang
sebagian besar berbahan baku varietas
assamica lebih potensial daripada teh Je-
pang atau China yang berbahan baku
varietas sinensis. Diantara sejumlah poli-
fenol yang tersedia dalam teh, katekin
merupakan senyawa yang paling banyak
menyita perhatian. Sejumlah riset terkini
menyatakan bahwa katekin merupakan se-
nyawa yang paling berperan dalam efek
kesehatan yang diterbitkan oleh teh, baik itu
teh hitam, teh hijau maupun teh oolong.

Dengan meningkatnya perhatian ma-
syarakat terhadap manfaat kesehatan dari
katekin teh, mendorong para peneliti untuk
memperoleh katekin dalam bentuk ekstrak.
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Beberapa metode pemisahannyapun mulai
dikembangkan. Baik di Jepang maupun di
China, penggunaan pelarut-pelarut organik
sampai dengan menggunakan membran
semipermeabel sudah banyak dilakukan.

Hara (1995) menggunakan pelarut air,
kloroform dan etil asetat untuk memperoleh
katekin kasar. Druzynska, et al., (2007)
menggunakan aseton 70%, etanol 70% dan
air untuk mengekstraksi polifenol. Ekstraksi
menggunakan membran ultrafiltrasi dan os-
mosis balik dilakukan oleh Zhang dan
Matsuuro (1991). Rohdiana dan Shabri
(2007) melakukan pemisahan katekin dari
komponen makromolekul dan kafein meng-
gunakan membran mikrofiltrasi, ultrafiltrasi
dan nanofiltrasi serta osmosis balik. Bur-
dick and Carl (2001) telah mempatenkan
proses produksi epigallokatekin galat
menggunakan berbagai absorben dari bahan
baku ekstrak polifenol “Polyphenon®”.
Amarowicz, et al., (2003) telah memisah-
kan individual katekin dari teh hijau meng-
gunakan kolom silika gel dan kromatografi
cair kinerja tinggi (high performance liquid
chromatography). Mengingat peranannya
yang demikian penting, maka penelitian
terkait katekin termasuk fraksionasi pada
teh hijau yang diolah dengan kombinasi
steaming dan CTC (Crushing, Tearing and
Curling) perlu dilakukan.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
menganalisis kandungan individual katekin
teh hijau hasil fraksionasi kromatografi
kolom.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Pengujian mutu dan pelayanan, Pusat
Penelitian Teh dan Kina pada tahun 2010.
Bahan baku utama yang digunakan dalam
penelitian ini adalah teh hijau yang diolah
dengan kombinasi sistem steaming dan
CTC (Crushing, Tearing and Curling) yang
diperoleh dari Laboratorium Pilot Plan
Bagian Teknologi Pusat Penelitian Teh dan
Kina Gambung, Bandung, Jawa Barat.

Bahan percobaan

Absorben (fase diam): silika gel
untuk kromatografi kolom 70-230 mesh,
Ekstraksi pelarut: aquades, etanol, aseton,
etil asetat, heksan, kloroform, dikloro-
metan. Eluent: aquades, kloroform, etil
asetat, etanol.

Bahan-bahan yang digunakan untuk
analisis berupa aquades, metanol, standar
asam tanat, reagen fero sulfat dan kalium
natrium tartrat, dinatrium hidrogen pospat,
kalium dihidrogen pospat, enam standar
katekin meliputi catechin (C), epicatechin
(EC), gallocatechin (GC), epigallocatechin-
3-galat (EGCG), epigallocatechin (EGC),
epicatechin galat (ECG). Pelarut atau eluen
meliputi aquades, asam pospat, asetonitril
grade KCKT, etil asetat, kloroform, meta-
nol grade KCKT.

Metode
Preparasi sampel teh hijau

Sebanyak 2 gr teh hijau dilarutkan
dengan 100 ml aquades, pipet 50 ml ke
dalam corong pisah 250 ml, lalu dicuci
menggunakan kloroform sebanyak 50 ml.
Lalu dikocok 2 menit dan didiamkan hing-
ga terbentuk dua lapisan, lapisan bawah
adalah lapisan kloroform dipisahkan dan

lapisan atas adalah lapisan air. Pekerjaan ini
diulang 3 kali. Lapisan air diambil untuk
diekstraksi dengan etil asetat 50 ml dalam
corong pisah 250 ml. Lalu dikocok selama
2 menit dan dibiarkan hingga terbentuk 2
lapisan. Lapisan atas berupa etil asetat
diambil dan lapisan bawah diekstraksi kem-
bali dengan etil asetat dengan volume yang
sama, diulangi sebanyak 4 kali. Kemudian
lapisan etil asetat diuapkan menggunakan
rotavapor pada suhu 60°C sampai kering.
Ekstrak kering dilarutkan dengan 100 ml
pelarut (fase gerak KCKT), dipipet 1 mi
untuk diencerkan dalam labu 25 ml
(Yoshida et al., 1999; Zhang and Matsuraa,
1991).

Pemilihan eluen

Fraksionasi komponen katekin dari
teh hijau menggunakan pelarut (eluen) dari
literatur (Amarowicz et al., 2003) yaitu
campuran kloroform-metanol-air (65 : 35 :
10 v/vlv), kemudian dilakukan percobaan
menggunaan kombinasi eluen berbasis etil
asetat dan etanol. Hal ini dilakukan untuk
menggantikan pelarut kloroform dan meta-
nol, karena kedua pelarut ini sangat toksik.

Preparasi ekstrak umpan kolom

Sebanyak 200 gr teh hijau diekstraksi
dengan 2 x 1.500 ml aseton 70% dalam air
selama 15 menit (sesuai hasil optimasi
ekstraksi menggunakan pelarut aseton).
Ampas/ residu dibuang dan diperoleh filtrat
sebanyak 2.400 ml atau 2,4 L, lalu filtrat
dipekatkan menggunakan evaporator putar
hampa pada suhu 60°C sampai diperoleh
konsentrat + 500 ml. Konsentrat diekstraksi
cair-cair dengan 4 x 100 ml dikloro metan
(metilen klorida). Fase dikloro metan
dibuang, fase air diekstraksi katekinnya
dengan 5 x 200 ml etil asetat. Fase air
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dibuang dan fase etil asetat dikonsentatkan
pada suhu 60°C kondisi hampa hingga
hilang bau pelarut organiknya. Konsentrat
dikeringkan hingga diperoleh bubuk ekstrak
kering sebanyak 40 gram berkadar air 6%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kadar komponen individual katekin

Proses fraksionasi bertujuan untuk
memperoleh katekin teh hijau berkadar
EGCG yang tinggi dengan cara mengeli-
minasi komponen katekin yang lain.
Kombinasi pelarut yang dicoba adalah (a)
etanol 90%, (b) etil asetat-etanol 90% (1 :
1 vlv), (c) etil asetat-etanol 90% secara
bergradien (etil asetat, etil asetat-etanol 1:1,
etanol), (d) kloroform-metanol-air (65 : 35 :
10 v/viv) sebagai kontrolnya.

Gambar 1 menunjukkan bahwa frak-
sionasi menggunakan etanol 90% atau
etanol-air (9:1) diperoleh 6 fraksi utama.
Hasil analisis pada ke-6 fraksi utama ter-
sebut menunjukkan bahwa fraksi 1 mengan-

dung dua komponen utama vyaitu EC
sebesar 60,93% dan ECG 18,18%); fraksi 2
mengandung EGCG 41,74% dan ECG
17,52%; fraksi 3 mengandung EGCG hing-
ga 45,81% dan ECG 19,45%, fraksi 4
mengandung EGCG 39,96% dan C 19,73%,
fraksi 5 mengandung C 33,18% dan EGCG
31,83%, dan fraksi 6 didominasi oleh C
55,10%. Hasil analisis diatas juga menun-
jukkan bahwa fraksi 2 dan 3 mengandung
EGCG yang sangat dominan.

Berbeda dengan hasil fraksionasi
menggunakan pelarut etanol yang mengha-
silkan 6 fraksi utama, fraksionasi menggu-
nakan etil asetat-etanol 90% (1:1 v/v) seper-
ti yang terilihat pada Gambar 2 diatas
menghasilkan 5 fraksi utama. Fraksi 1
mengandung dua komponen utama berupa
EGCG sebesar 40,85% dan EGC 24,83%.
Fraksi 2, 3 dan 4 mengandung EGCG ma-
sing-masing sebesar 47,96%; 46,31%; dan
42,24% serta ECG masing-masing sebesar
21,4%; 2,8%; dan 18,42%. Sedangkan
fraksi 5 didominasi senyawa C sekitar
55,4%.
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Kadar individual katekin (% total
katekin)

Fraksi eluat

mEGCG BGC

BEGC acC

GAMBAR 1

Perolehan EGCG dari fraksionasi satu tahap menggunakan eluen etanol 90%.

84



Jurnal Penelitian Teh dan Kina 15(2) 2012: 81-88

60 55,40
= 47,96 46,31
5 50 42,24
® 40,85 mGC
% 40 - MEGC
g £ 30 - 24,83 a
=3 2080 1842 mEC
2% 20 WEGCG
- BECG
£ 10
o
E’ ) _O. 0. 0. ‘ 0. ‘ |
F1 F2 F3 F4 F5-6
Fraksi
GAMBAR 2
Perolehan EGCG dari fraksionasi satu kali menggunakan eluen etil asetat-etanol 90% (1:1 v/v).
80 7349

70 - 66,19

60 47,08 4515
50 -

40 -
30 ~
20 -
10 ~

43,95

kadar individual katekin (%
total katekin)

F1 F2 F3 F4 F6

Fraksi

BGC mEGC mC =EC BEGCG mECG

GAMBAR 3
Perolehan EGCG dari fraksionasi satu kali Menggunakan eluen etil asetat-etanol (1:1) secara bergradien.
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Perolehan EGCG dari fraksionasi satu tahap menggunakan eluen kloroform-metanol-air (65:35:10 v/v/v).
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GAMBAR 5

Perolehan EGCG dari fraksionasi dua tahap menggunakan eluen etil asetat-etanol 90% (1:1) secara bergradien

Seperti halnya hasil fraksionasi meng-
gunakan etil asetat-etanol 90% (1:1 v/v),
fraksionasi menggunakan eluen etil asetat-
etanol 90% (1:1 v/v) secara bergradien juga
menghasilkan 5 fraksi utama. Fraksi 1
mengandung dua komponen utama yaitu
EGCG 47,08% dan ECG 20,73%; fraksi 2
mengandung EGCG 45,15% dan EGC
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19,20%. Fraksi 3 mengandung senyawa
EGCG 43,95%, sedangkan fraksi 4 didomi-
nasi oleh C 66,19% dan EGCG hanya
19,72%. Fraksi 6 diperoleh C 73,19% dan
GC 14,86%. Fraksi 5, 7 dan 8 tidak diana-
lisis menggunakan KCKT mengingat ren-
demen ekstrak yang diperoleh sangat
sedikit.
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Fraksionasi menggunakan pelarut
kloroform-metanol-air ~ (65:35:10  v/v/v)
menghasilkan 6 fraksi utama, dimana fraksi
1, 2 dan 3 didominasi oleh dua komponen
utama berupa EGCG dengan kandungan
masing-masing sebesar 44,61%; 46,12%;
dan 44,84% serta ECG masing-masing
sebesar 20,21%; 21,02%; dan 19,94%.
Fraksi 4 mengandung EGCG 40,24% dan
C 17,30%, fraksi 5 mengandung C 40,86%
dan EGCG 29,28%. Sedangkan fraksi 6
didominasi oleh C 78,82% dan EC 12,71%.

Hasil analisis individual katekin dari
berbagai kombinasi pelarut yang dicoba
menunjukkan bahwa elusi dengan menggu-
nakan etil asetat-etanol bergradien mengha-
silkan fraksi EGCG vyang lebih tinggi
dibandingkan dengan pelarut lainnya. Oleh
karena itu eluen ini akan digunakan untuk
elusi tahap selanjutnya. Eluat yang diper-
oleh dari kelompok fraksi 1-3 dipekatkan
untuk selanjutnya dielusi lebih lanjut meng-
gunakan etil asetat-etanol 90% (1:1 v/v)
secara gradien. Hasil analisis perolehan
EGCG dari fraksionasi tahap 2 menggu-
nakan eluen etil asetat-etanol 90% (1:1 v/v)
secara bergradien dapat dilihat pada
Gambar 5.

Gambar 5 diatas menunjukkan bahwa
sebanyak 4 fraksi utama telah diperoleh dari
elusi ini. Fraksi 1-3 mengandung dua
komponen utama berupa EGCG dengan
kandungan masing-masing fraksi sebesar
64,03%; 56,44%; dan 53,93% serta ECG
20,66%; 18,35%; dan 16,73%. Fraksi 4
mengandung EGC 22,51% dan EGCG
35,88%. Fraksi 5-8 tidak dianalisis meng-
gunakan KCKT mengingat hasil yang
diperoleh sangat sedikit.

EGCG dan ECG banyak terelusi
diawal fraksi, sedang 4 komponen lainya
lebih cenderung terelusi diakhir fraksi. Hal

ini disebabkan sifat kedua senyawa tersebut
yang relatif agak non polar dibanding
dengan senyawa katekin lainnya. Di sam-
ping itu EGCG dan ECG yang merupakan
senyawa ester galat relatif lebih kuat larut
dalam etil asetat.

KESIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil pengamatan dan pem-
bahasan dapat disimpulkan sebagai berikut.

1. Hasil optimal dari proses ekstraksi
adalah menggunakan pelarut aseton-air
(70:30 v/v), rasio teh/pelarut 1 : 15 b/v,
selama 15 menit pada suhu 55-60 °C
diperoleh kadar total polifenol 53.30%
b/b dalam ekstrak dan rendemen ekstrak
40,17% bl/b.

2. Proses fraksionasi dua kali elusi meng-
gunakan fase diam silika gel dan eluen
etil asetat-etanol 90% (1:1 v/v) secara
gradien menghasilkan ekstrak berkadar
total katekin hingga 94% b/b dengan
EGCG 64,03% b/b dari umpan berkadar
total katekin 82,96% b/b dengan EGCG
42,29% bi/b.
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