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RINGKASAN

Penetapan Kadar Kafein Pada Berbagai Jenis Minuman Kopi Menggunakan
Metode Skanometri: Rahma Riska Panida: 192210101089; 2023; 71 halaman:
Fakultas Farmasi, Universitas Jember.

Kopi merupakan salah satu komoditi yang penting dalam perekonomian
Indonesia dan banyak digunakan dalam kehidupan sehari-hari seperti minuman,
makanan bahkan obat-obatan. Selain karena rasa dan aromanya yang nikmat, kopi
banyak digemari karena memiliki efek untuk menghilangkan kantuk. Efek im
disebabkan oleh kandungan senyawa kafein pada kopi. Kafein merupakan sebuah
senyawa alami yang berasal dari kelompok xanthin dan dapat berperan sebagai
stimulan sistem saraf pusat, meningkatkan denyut jantung dan meningkatkan
aktivitas otak. Kafein juga berperan sebagai stimulan psikoaktif dan diuretik ringan,
serta secara medis dapat mengurangi kelelahan fisik dan mengembalikan
kewaspadaan saat mengantuk. Akan tetapir konsumsi kafein dalam jumlah tinggi
dapat menimbulkan efek samping berupa kecemasan, kegelisahan, insomnia,
kelelahan, jantung berdebar, gangguan gastrointestinal dan peningkatan tekanan
darah. Sehingga perlu dilakukan penetapan kadar katein dalam sampel olahan kopi
yang berbeda untuk memastikan bahwa kadar kafein yang terkandung di dalamnya
sudah sesuail dengan regulasinya. Terdapat banyak metode yang telah digunakan
untuk mendeteksi kafein tetapt beberapa metode tersebut memiliki kelemahan.
Untuk mengatasinya, perlu dilakukan pengembangan metode penetapan kadar
kafein. Salah satu metode yang dapat dikembangkan untuk penetapan kadar kafein

adalah metode kolorimetri.

Metode kolorimetr1 adalah sebuah metode pengujian yang memanfaatkan
perubahan warna untuk menentukan keberadaan analit secara kualitatif atau
semikuantitatif. Pada penelitian in1, kafein akan dideteksi menggunakan reagen
natrium periodat, asam asetat dan 3-metil-2-benzotiazolinon (MBTH) pada
lempeng sumuran mikro. Pengukuran Kkafein dilakukan dengan mengukur
perubahan warna yang dihasilkan (mean blue) menggunakan scanner komersial

dan hasilnya dianalisis menggunakan program ImageJ.

Vil



Karakterisasi metode analisis yang dilakukan pada penelitian 1n1 adalah waktu
respon 20 menit, linearitas dengan membuat kurva baku menggunakan standar
kafein terhadap rentang konsentrasi 50 hingga 900 yang memiliki nilai koetfisien
korelasi (r) sebesar 0,9996 dalam persamaan regresi y= 0,003x+71,793. Nilai batas
deteks1 (LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ) yang dihasilkan sebesar masing-
masing 36,4773 ppm dan 110,5374 ppm. Nila1 presisi dilihat menggunakan nilai
RSD dengan syarat di bawah 5,3%, hasil presisi standar 500 ppm adalah 1,157%
dan pada sampel sebesar 1,197%. Untuk nilai akurasi, didapatkan nilai akurasi
standar 500 ppm dan sampel masing-masing 99,914% dan 98,670%, dimana syarat
persentase recovery adalah 90-107%. Pada karakterisasi interferensi, metode akan
terganggu dengan adanya asam tanat dengan perbandingan 1:4 dan asam klorogenat
dengan perbandingan 1:2, 1:4 dan 1:8 karena menghasilkan persentase interferensi
melebih 5%. Reagen yang digunakan pada penelitian in1 tidak dapat digunakan
setelah 180 menit jika disimpan pada suhu ruang (25°C) dan setelah 2 hari jika
disimpan pada suhu lemari es (4°C). Setelah 1tu, apabila dibandingkan
menggunakan instrumen spektrofotometr1 UV-Vis, metode 1n1 tidak memberikan
perbedaan yang signifikan («>0,05). Sehingga dapat ditarik kesimpulan, bahwa
metode skanometri dapat digunakan sebagai metode alternatif untuk mendeteksi

kafein.
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BAB I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia adalah negara kepulauan dengan berbagal macam potensi.
Indonesia termasuk negara agraris dan maritim, dimana sektor pertanian,
kehutanan dan perikanannya berperan besar dalam perekonomian Indonesia.
Kopi merupakan salah satu komoditi yang penting dalam perekonomian
Indonesia. Menurut Badan Pusat Statistik (2022), tingkat produksi kopi
meningkat 1,31 persen pada tahun 2020 dan 3,12 pada tahun 2021.
Meningkatnya produksi kopi juga berpengaruh pada tingkat konsumsi kop1 di
masyarakat. Menurut International Coffee Organization (ICO), tingkat
konsumsi kopi di dunia meningkat 3,3% pada tahun 2021 dibandingkan tahun
sebelumnya. D1 Indonesia, tingkat konsumsi kopi meningkat hingga 98% dalam

satu dekade terakhir.

Kopi1 adalah tanaman yang banyak digunakan dalam kehidupan sehari-
har1 sebagai bahan makanan, minuman dan obat. Salah satu olahan kop1 yang
banyak digemar1 oleh masyarakat dari berbagai usia adalah minuman kopi.
Minuman kopi banyak disukai oleh masyarakat karena kopi dapat menstimulasi
sistem syaraf pusat untuk menghasilkan kewaspadaan dalam waktu singkat
(Camargo dan Camargo, 2019). Efek 1in1 ditimbulkan oleh salah satu senyawa

yang terkandung dalam kopi, yaitu kafein.

Kafein merupakan sebuah senyawa alami yang berasal dar1 kelompok
Xanthin dan dapat ditemukan pada bij1 atau buah pada enam puluh tiga spesies
tanaman di dunia (Temple dkk., 2017). Kafein memiliki banyak efek fisiologis
yang penting, seperti berperan sebagair stimulan sistem saraf pusat,
meningkatkan denyut jantung dan meningkatkan aktivitas otak. Kafein juga
berperan sebagail stimulan psikoaktif dan diuretik ringan, serta secara medis

dapat mengurangi kelelahan fisik dan mengembalikan kewaspadaan saat

mengantuk (Yazid dkk., 2019).



Meskipun kafein merupakan zat psikoaktif yang paling banyak
dikonsumsi dan dipelajar1 dalam sejarah, efeknya pada kesehatan manusia
masih kontroversial. Umumnya, konsumsi kafein dalam jumlah sedang jarang
dianggap sebagai risiko kesehatan, melainkan meningkatkan kinerja tubuh
dengan merangsang otot jantung, sekresi lambung dan ginjal, saraf pusat dan
sistem pernapasan (Furtado dkk, 2019). Menurut Food and Drug Assossication
(FDA), dosis maksimal untuk kafein adalah 400 miligram dalam satu hari.
Konsumsi kafein lebih dar1 400 miligram akan menyebabkan terjadinya efek
samping berupa kecemasan, kegelisahan, insomnia, Kkelelahan, jantung

berdebar, gangguan gastrointestinal dan peningkatan tekanan darah (Nehlig

1999; Furtado dkk, 2019).

Untuk menghindari hal tersebut, perlu dilakukan pengembangan metode
untuk penetapan kadar katein dalam sampel olahan kopi yang berbeda. Terdapat
banyak metode yang telah digunakan untuk mendeteks: kafein seperti:
spektrofotometri ultraviolet-tampak (UV-Vis), kromatografi cair kinerja tinggi
(HPLC), elektroforesis kapiler (CE), spektrometr1 FT Raman, spektroskopi
inframerah (NIR), dan kromatograti gas (GC). Akan tetapi, semua metode yang
telah disebutkan memiliki beberapa kelemahan yaitu memerlukan biaya yang
mahal dan sulit untuk dioperasikan. Selain 1tu, dalam menggunakan metode
spektrofotometri, meskipun biaya yang dikeluarkan lebith murah, prosedurnya
sederhana, dan memberikan akurasi serta reproduktifitas tinggi hanya dari
sampel yang kecil, tidak semua peneliti dapat mengakses instrumen ini. Salah
satu metode yang dapat dikembangkan untuk penetapan kadar kafein adalah

metode kolorimetri.

Metode kolorimetr1 adalah sebuah metode pengujian yang
memanfaatkan perubahan warna untuk menentukan keberadaan analit secara
kualitatif atau semikuantitatif. Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan
penetapan kafein menggunaan metode kolorimetri pada sediaan farmasi
menggunakan reagen natrium periodat, asam asetat dan 3-metil-2-

benzotiazolinon (MBTH) menggunakan spektrofotometri UV-Vis (Singh dan



Sahu, 2006). Sebelum dianalisis, katein akan dioksidast menggunakan reagen
natrium periodat dan asam asetat. Kemudian, ditambahkan reagen MBTH untuk
memberikan warna biru. Mengingat kelemahan spektofotometri yang telah
dijabaran sebelumnya, perlu dilakukan pengembangan dalam penetapan kadar
kafein. Metode skanometri adalah metode penetapan kadar yang diperkenalkan
oleh Abbaspour menggunakan scanner komersial untuk memperoleh gambar
yang kemudian dianalisis dan diukur intensitas warna dari larutan. Kelebihan
metode 1n1 adalah kemudahan penggunaan, waktu scan singkat, biaya
terjangkau, mudah dibawa, imobilisasi reaktan mudah, tidak perlu menentukan

panjang gelombang maksimal, bisa digunakan untuk sampel yang tidak
transparan (Shokrollahi dkk., 2017).

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang akan dibahas pada penelitian in1 antara lain:

1. Bagaimana kondisi optimum metode skanometri kafein yang meliputi
volume lempeng sumuran mikro, konsentrasi reagen NP, MBTH dan asam
asetat, suhu pemanasan, dan kanal intensitas warna®?

2. Bagaimana karakteristik analisis metode skanometri kafein terhadap standar
kafein yang meliputi waktu respon, linearitas, batas deteksi dan batas
kuantitas1 (LOD dan LOQ), selektivitas, presisi, akurasi dan waktu pakai?

3. Bagaimana aplikasi metode skanometri kafein pada minuman kopi

dibandingkan dengan metode spektrototometr1t UV-Vis?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian 1n1 antara lain:

1. Menentukan kondisi optimum metode skanometr1 kafein yang meliputi
volume lempeng sumuran mikro, konsentrasi reagen NP, MBTH dan asam
asetat, suhu pemanasan, dan kanal intensitas warna.

2. Menentukan karakteristik analisis metode skanometri kafein terhadap
standar kafein yang meliputi waktu respon, linearitas, batas deteksi dan
batas kuantitasi (LOD dan LOQ), selektivitas, presisi, akurasi dan waktu
pakai.

3. Menentukan aplikasi metode skanometri kafein pada minuman Kkopi

dibandingkan dengan metode spektrofotometr1 UV-Vis.

1.4 Manfaat Penelitian

Mantfaat yang diharapkan atas pelaksanaan penelitian 1n1 antara lain:

1. Pengembangan teknologi penetapan kadar kafein menggunakan metode
skanometr1 pada sampel minuman kopi untuk lembaga atau instansi yang
tidak dapat menggunakan instrumen spektrofotometri UV-Vis.

2. Memberikan i1nformasi kadar kafein dalam sampel minuman Kkopi
menggunakan metode skanometr1 menggunakan reagen MBTH dan asam
asetat.

3. Mampu mendeteksi kafein dalam sampel minuman kopi dengan cepat,
mudah, murah dan akurat.

4. Penelitian 1n1 diharapkan bisa digunakan sebagai dasar penelitian penetapan

kadar kafein menggunakan metode skanometri lebih lanjut.



BAB II TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kopi (Cofttea sp.)

Kopi merupakan salah satu tanaman dar1 famili Rubiaceae dan genus
Coffea. Tanaman 1n1 banyak digunakan dalam kehidupan sehari-har1 sebagai
bahan makanan, minuman dan obat. Kopi tumbuh pada daerah tropis maupun
subtropis dengan ketinggian di atas 800 meter. Secara umum, kopi memiliki
banyak jenis, akan tetapi yang paling banyak dikonsumsi adalah jenis kopi

arabika dan robusta.

2.1.1 Taksonomi Kopi

Menurut United States Departement of Agriculture (USDA), taksonomi

tanaman kopi1 adalah sebagai berikut:

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Viridiplantae

Superdivisi: Embryophyta

Divisi: Tracheophyta

Kelas: Magnoliopsida

Subkelas: Asteridae

Ordo: Gentianales

Famili: Rubiaceae

Genus: Coffea

Spesies: Coffea arabica L., Coffea benghalensis Heyne ex Schult,
Coffea canephora Pierre ex Froehner, Coffea congensis Froehner,
Coffea liberica W. Bull ex Hiern, Coffea stenophylla G. Don
(USDA, 2021)



2.1.2 Morfologi Kopi

Kopi tumbuh di daerah tropis dan subtropis, terutama pada daerah
equatorial dengan ketinggian antara 200-1.200 meter pada suhu 18-220C.
Sedangkan tanaman kopi liar tumbuh pada daerah dengan ketinggian 1.300-

1.600 meter. Pada iklim yang hangat dan lembab, kop1 sangat rentan terhadap
infeksi jamur (Patay dkk., 2016a).

Kopi merupakan tanaman yang dapat hidup di alam selama 10 hingga 15
tahun. Bentuk pohon kopi bervariasi bergantung pada spesies dan varietasnya.
Secara umum, batang kopi terdir1 dari tiga bagian, yaitu batang utama yang
tegak dengan cabang lateral primer, sekunder, dan tersier. Cabang in1 disebut
suckers pada tahap perkembangan. Daun kopi berbentuk bulat dengan ujung
agak runcing, terlihat mengkilap, bergelombang dan bewarna hijau dengan urat
daun yang mencolok (Farah dan Dos Santos, 2015). Kop1 arabika memiliki daun
yang lebih tipis dan kecil dibandingkan dengan kop1 robusta. Selain 1tu, warna
dari daun kopi arabika adalah hijau gelap, sedangkan daun kopi robusta

bewarna hijau terang.

Menurut Vionita (2021), buah kopi mentah bewarna hijau terang
sedangkan untuk buah kop1 yang sudah matang bewarna merah atau merah tua.
Panjang dar1 buah kopi arabika adalah 12-18 mm sedangkan buah kopi robusta
memiliki panjang 8-16 mm. Bi1j1 kop1 secara umum memiliki bentuk lonjong

atau elips dan memiliki warna kuning.



2.1.3 Jenis kopi

Kopi merupakan tanaman yang umum diketahui dan tersebar di seluruh
dunia. Spesies kopi yang terkenal adalah kopi arabika (Coffea arabica), kopi
robusta (Coffea canephora) dan kopi liberika (Coffea liberica) (Patay dkKk.,
2016a).

a. Kop1 arabika

Kop1 arabika (Coffea arabica) berasal dar1 Ethiopia dan tumbuh pada tanah
dengan ketinggian diantara 1300 hingga 2000 meter. Kopi in1 mendominasi
sekitar 70% pasar kopi1 global. Dibandingkan dengan kopi robusta, kop1 arabika
memiliki kualitas dan aroma yang lebih baik. Hal 1n1 dikarenakan kopi arabika

memiliki kadar asam klorogenat yang lebih rendah (Chu, 2012).

b. Kopi1 robusta

Kopi robusta (Coffea canephora) banyak tersebar di daerah Afrika tropis
dengan ketinggian di bawah 1000 meter. Tanaman kopi robusta memiliki
ketahanan yang tinggi terhadap hama dan penyakit serta mudah dirawat. Kopi
robusta mengandung antioksidan dan kafein lebih banyak daripada kopi
arabika. Selain 1tu, kop1 robusta juga mengandung asam klorogenat lebih tinggi
daripada kopi arabika sehingga membuat kopi robusta memiliki ketahanan

terhadap mikroorganisme, serangga dan radiasi UV (Chu, 2012).

c. Kopi liberika

Kop1 liberika (Coffea liberica) adalah jenis kopi yang berasal dar1 Afrika.
Kop1 liberika menyediakan sekitar 2% dar1 total produksi kopi di dunia.
Meskipun memiliki tingkat kebutuhan yang rendah, ekstrak volatil dar1 biji
mentahnya memiliki kadar antioksidan yang lebih tinggi daripada kopi arabika
dan robusta. Kopi in1 jarang dibudidayakan karena memiliki kadar kafein yang

rendah dan sensitif terhadap Fusarium xyloriode (Patay dkk., 2016b).



2.1.4 Kandungan Senyawa

Tanaman kopr mengandung beberapa senyawa kimia, antara lain: air,
karbohidrat dan fiber, protein dan asam amino bebas, lemak, mineral, asam

organik, asam klorogenat, trigoneline dan kafein (Chu, 2012).

Tabel 2. 1 Kandungan senyawa dalam kopi

 — Konsentrasi (g/100 g)
Kopi Arabika  Kopi Robusta

Karbohidrat/fiber
Sukrosa 6-9 0,9-4
Gula Pereduksi 0,1 0.4
Polisakarida 34-44 48-55
Lignin 3 3
Pektin 2 2
Komponen nitrogen
Protein/peptida 10-11 11-15
Asam amino bebas 0.5 0,8-1
Kafein 0.9-1,3 1,5-2,5
Trigoneline 0.6-2 0,6-0,7
Lemak
Minyak kopi 15-17 7-10
Diterpena 0.5-1,2 0,2-0,8
Mineral 3-4,2 4.4-4.5
Asam dan ester
Asam klorogenat 4,1-7.9 6,1-11.3
Asam alifatik | |
Asam quinic 0,4 0,4

(Sumber: Chu, 2012)



2.2 Kafein

Katein (1,3,7-trimethylxantine) adalah senyawa alkaloid metilxantin yang
ditemukan pada beberapa bagian tanaman seperti kacang, polong, bij1 dan daun
(Zabot, 2019). Kafein umumnya ditemukan pada tanaman kola nut (Cola
acuminate), kakao (Theobroma cacao), ber1 guarana (Paullinia cupana), yerba
mate (/lex paraguariensis), kopi (Coffea sp) dan daun teh (Camelia siniensis)
(Richards dan Smith, 2016). Senyawa in1 merupakan senyawa yang stabil dalam

pemanasan dan konsentrasinya lebih banyak ditemukan pada kopi robusta (Chu,

2012).
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Gambar 2. 1 Struktur kafein

Dalam bentuk padatan, kafein tidak memiliki warna dan bau serta
memiliki rasa yang sedikit pahit. Kafein tersublimasi pada suhu 180°C dan
meleleh pada suhu 136°C di bawah tekanan. Kelarutan kafein bergantung pada
tipe pelarut dan suhu. Pada suhu ruang, kafein mudah larut pada pelarut
kloroform dibandingkan dengan air. Namun, kafein akan lebih mudah larut

pada air mendidih, dimana kelarutannya meningkat hingga 70% w/v (Vuong dan

Roach, 2014).
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Tabel 2. 2 Kelarutan kafein pada berbagai pelarut dan suhu

Pelarut Suhu (°C) Kelarutan (%w/w)
Air 25 2.2
Air 100 66,7
Alkohol 25 1,2
Alkohol 600 4.5
Eter 25 0,3
Kloroform 25 2.5
Etil Asetat 25 18
Aseton 25 2
Benzena 25 |

Sumber: (Vuong dan Roach, 2014)

Kafein merupakan senyawa yang mudah larut dalam air dan lemak
sehingga senyawa 1n1 dapat ditemukan dalam semua cairan tubuh, termasuk
saliva dan cairan serebrospinal. Kafein diabsorbsi di usus kecil selama kurang
dar1 satu jam dan terdifusi secara cepat pada jaringan lain. Kafein mencapai
puncak plasma 45 menit setelah dikonsumsi dan pada serum setelah dua jam.
Kafein memiliki waktu paruh yang lama, sekitar tiga hingga tujuh jam pada
orang dewasa. Sedangkan pada bayi, waktu paruhnya sekitar 65 hingga 130 jam
karena fungsi ginjal dan hati yang belum sempurna (Barcelos dkk., 2020). Efek
samping kafein seperti takikardia, aritmia dan kejang dapat diamati pada dosis

1200 mg (FDA, 2018).

Menurut FDA (Food Drug Administration), batas normal konsumsi kafein
adalah 400 mg per hari. Apabila dikonsumsi dalam batas normal, kafein dapat
merangsang sistem saraf pusat sebagai antagonis reseptor adenosin. Hal ini
disebabkan karena kafein berasal dari kelompok xanthine adalah senyawa yang
dapat menstimulasi sistem syaraf pusat untuk membangkitkan kewaspadaan
dalam waktu singkat (Camargo dan Camargo, 2019). Kafein juga dapat
meningkatan kewaspadaan, kemampuan belajar, kinerja olahraga, dan
mengubah suasana hati. Dalam kehidupan sehari-hari, kafein dapat
meningkatkan kinerja dalam menjalankan tugas, menyetir dan dalam pekerjaan
industri. Sedangkan dalam bidang kesehatan, kafein dapat dimanfaatkan

sebagai pengobatan sakit kepala dan sudah digunakan sebagai stimulan
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pernafasan pada bayi prematur (Holstege dan Holstege, 2014). Dalam dosis
tinggi, kafein dapat menimbulkan perasaan gugup, gelisah, tremor, insomnia,

hipertensi, mual dan kejang (Maramis dkk., 2013).

Selain dapat menyebabkan efek samping karena konsumsi yang
berlebihan, ada beberapa kelompok populasi yang dapat terpengaruh secara
negatif terhadap kafein. European Food Safety Authority (EFSA) menyatakan
bahwa mengonsumsi kafein 5 mg/kg berat badan dapat menyebabkan
perubahan perilaku sementara seperti peningkatan gairah, perasaan marah,
gugup, atau cemas pada anak-anak. Pada ibu hamil, konsumsi kafein dapat
meningkatkan resiko terjadinya keguguran dan berat lahir bay1 rendah (LWB).
Kafein biasa dikonsumsi untuk mengurangi mual dan rasa tidak nyaman selama
kehamilan dengan menurunkan kadar esterogen pada darah. Namun,
menurunnya kadar esterogen juga dapat menyebabkan peningkatan resiko
keguguran (Jafar1 dkk., 2022). Selain 1tu, kafein juga dapat meningkatkan kadar
katekolamin yang memiliki efek vasokonstriks1 dan dapat menyebabkan
hipoksia pada bayi. Kafein juga dapat meningkatkan kadar adenosine
monofostat siklik (CAMP) yang mempengaruhi perkembangan janin dan
pertumbuhan sel (L1 dkk., 2015). Konsumsi kafein pada masa kehamilan juga
dapat meningkatkan resiko terjadinya rendahnya berat lahir bay1r (LWB). Hal
in1 disebabkan karena bayi tidak dapat memproduksi enzim untuk mencerna
kafein (Rhee dkk., 2015). Melihat hal 1ni, beberapa badan pemerintahan

membatasi asupan kafein selama kehamilan dari 200-300 mg per hari (Chu,

2012).
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2.3 Metode Skanometri

Metode kolorimetri adalah sebuah metode pengujian yang memanfaatkan
perubahan warna untuk menentukan keberadaan analit secara kualitatif atau
semikuantitatif. Metode skanometri termasuk dalam subkategori dar1 metode
kolorimetri (Wong dkk., 2014). Metode skanometri diperkenalkan oleh
Abbaspour (2011) dengan menggunakan scanner komersial untuk memperoleh
gambar yang kemudian dianalisis dan diukur intensitas warna dari larutan.
Larutan yang sudah discan kemudian dianalisis menggunakan sistem RGB
(Red, Green, Blue). Kelebihan metode in1 adalah kemudahan penggunaan,
waktu scan singkat, biaya terjangkau, mudah dibawa, imobilisasi reaktan

mudah, tidak perlu menentukan panjang gelombang maksimal, bisa digunakan

untuk sampel yang tidak transparan (Shokrollahi dkk., 2017).

Sistem warna RGB bekerja berdasarkan prinsip bahwa setiap warna terdiri
dari komposisi komponen merah (R), hijau (G), dan biru (B). Menurut sistem
warna RGB, sebuah warna terbentuk dengan menambahkan cahaya pada warna
awal, sehingga system warna RGB juga dikenal dengan sistem warna aditif.
Setiap warna dalam spektrum RGB terdiri dari nilai yang berbeda untuk
masing-masing komponen merah, hijau, dan biru. Dalam sistem RGB, setiap
warna direpresentasikan dalam bentuk (R, G, B), di mana (0, 0, 0) dan (255,

255, 255) masing-masing mengacu pada hitam dan putih. Dalam sistem 1ni,

total 16.777.216 warna dapat dibuat (Shokrollahi dkk., 2017).
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2.3.1 Natrium Periodate (NP)

Natrium Periodate (NalO4) adalah tetragonal putih, senyawa kristal tidak
berwarna dengan berat molekul 213,89 g mol-1, titik leleh 300°C serta berat jenis
3,865. Senyawa 1n1 adalah reagen yang relatif murah dan digunakan secara luas
dalam reaksi oksidasi dalam aplikasi sintetis organik. Natrium periodate hanya
dapat digunakan dalam air atau pelarut organik berair. Senyawa in1 larut dalam air
(H>O), asam sulfat (H>SO4), asam nitrat (HNOs3), dan asam asetat (CH3COOH)
tetap1 tidak larut dalam pelarut organik yang khas. Natrium periodat reaktif pada

pH netral dan dalam kondisi ringan yang kompatibel dengan berbagai fungsi

(Sudalai dkk., 2015).
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Gambar 2. 2 Struktur kimia natrium periodate

2.3.2 Senyawa kromogenik 3-Metil-2-Benzotiazolinon (MBTH)

Senyawa 3-metil-2-benzotiazolinon (MBTH) adalah reagen kromogenik yang
dipakai dalam metode kolorimetri. MBTH memiliki rumus molekul CoHoN3S
dengan berat molekul sebesar 215,7 ¢ mol”'. MBTH memiliki pemerian sebagai
kristal atau serbuk kristalpatau serbuk bewarna putih atau putih kekuningan dan

dapat larut dalam air. Reagen MBTH umumnya digunakan sebagai reagen untuk

mendeteksi senyawa fenol, polihidroksi, aldehida, amina aromatik dan senyawa

amino hetero aromatik termasuk indoles, karbazol dan fenotiazin.
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Gambar 2. 3 Struktur kimia senyawa MBTH
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2.3.3 Reaksi Kimia

Pengembangan metode pendeteksian kafein dapat dilakukan dengan
mengamati perubahan warna yang terjadi akibat reaksi oksidasi kafein dengan
natrium periodate dalam suasana asam. Setelah 1tu, hasil oksidasi ditambahkan
dengan reagen 3-metil 2-benzothiazolinon hydrazone hidroklorida (MBTH).

Reaksi 1n1 akan menghasilkan produk bewarna biru yang akan menunjukkan

keberadaan kafein dalam sampel (Singh dan Sahu, 2006).
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Gambar 2. 4 Reaksi kimia pembentukan senyawa bewarna biru (Sumber: Singh
dan Sahu, 2006)
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2.4 Karakterisasi Metode Analisis

Sebelum digunakan untuk penetapan kadar, perlu dilakukan validasi metode
untuk metode yang sedang dikembangkan. Validasi metode ini1 dilakukan

dengan melihat beberapa karakteristik dar1t metode analisis.

2.4.1 Linearitas

Linieritas adalah sebuah parameter untuk menilai kemampuan metode
analisis dalam mendapatkan hasil uj1 yang proposional terhadap konstentrasi
analit dalam sampel. Menurut International Council for Harmonisation (ICH),
linearitas dapat ditentukan menggunakan minimal 5 konsentrasi berbeda,
dimana rentang konsentrasi yang digunakan adalah 80-120% konsentrasi uji
(Depkes RI, 2020). Parameter untuk menentukan nilai linearitas adalah
koefisien korelasi (r) yang diperoleh dari regresi linier y= bx + a. Sebuah

metode analisis dianggap linier jika nilai r mendekati nilai 1 (Depkes RI, 2020).

2.4.2 Sensitivitas

Sensitivitas adalah kemampuan sebuah metode analisis dalam
membedakan konsentrasi analit pada konsentrasi kecil. Nilai sensitivitas dapat

ditentukan dengan nilai slope (b) dari persamaan regresi liner y=bx+a

(Kuswandi, 2010).

2.4.3 Batas Deteksi dan Batas Kuantitas (LOD dan LOQ)

Batas deteksi (LOD) adalah konsentrasi analit terendah dalam sampel
yang dapat dideteksi. Batas kuantifikasi (LOQ) adalah konsentrasi analit
terendah dalam sampel yang dapat ditentukan dengan akurasi dan presisi dalam
kondisi percobaan yang sudah ditetapkan (Depkes RI, 2020). Batas deteks1 dan
batas kuantifikasi dapat dihitung menggunakan metode kurva kalibrasi dengan

persamaan.:
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Lop - 335
~ b
10S,,
L0Q = —

Keterangan:

LOD = batas deteksi
L.OQ= batas kuantifikasi
Sa = standar deviasi respon

b = kemiringan kurva kalibrasi (Shrivastava dan Gupta, 2011)

2.4.4 Selektivitas

Menurut International Council for Harmonisation (ICH), selektivitas
adalah kemampuan metode analisis untuk menetapkan keberadaan analit
dengan tambahan bahan pengganggu. Selektivitas metode dapat ditunjukkan
dengan menambahkan bahan pengganggu seperti cemaran atau eksipien pada
senyawa obat dan hasil penetapan kadar tidak dipengarui oleh bahan yang

ditambahkan (Depkes RI, 2020). Selektivitas dikatakan baik apabila nilai

interferensinya sebesar <5% (Ermer dan Nethercote, 2015).

massa kafein analisis — massa kafein teoritis

Opselektivitas = _ — X 100%
massa kafein teoritis

2.4.5 Presisi

Presisi adalah kedekatan respon analit antara hasil uj1 apabila prosedur
digunakan secara berulang terhadap sampling ganda atau sampling homogen.
Parameter untuk menentukan nilai presisi adalah nilai standar deviasi relatif
(RSD) maupun standar deviasi koefisien variasi (CV). International Council for
Harmonisation (ICH) merekomendasikan penentuan presisi menggunakan
minimal 9 penentuan, termasuk 3 tingkat konsentrasi berbeda yang ditentukan
atau minimal 6 penentuan pada konsentrasi uji (Depkes RI, 2020). Presisi dapat

dinyatakan sebagai reprodusibilitas atau repitabilitas. Reprodusibilitas adalah
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kedekatan respon analit yang diukur dalam waktu yang berbeda namun dengan
kondisi yang relatif sama sedangkan ripitabilitas adalah kedekatan respon analit

yang diukur pada waktu dan kondisi yang sama.

Tabel 2. 3 Nila1 Presisi yang Memenuhi Syarat pada Tiap Konsentrasi

Konsentrasi Analit (%) Unit RSD (%)
100 100% 1,3
>100 10% 2.0
>1 1% 2,8
>0, 1 0,1% 3
0,01 100 ppm T
0,001 10 ppm 7,3
0,0001 1 ppm 11
0,00001 100 ppb 15
0,000001 10 ppb 21
0,0000001 1 ppb 30

Sumber: (Huber, 2007)

2.4.6 Akurasi

Akurasi adalah parameter yang menunjukkan kedekatan hasil analisis
analit yang terdeteksi dengan nilai sebenarnya. Untuk mendapatkan nilai
akurasi yang tinggi, dapat menggunakan peralatan yang terkalibrasi, reagen dan
pelarut yang baik, pengontrolan suhu baik, serta dilakukan sesuai prosedur.
Akurasi dinyatakan sebagai persentase perolehan kembali (% recovery)
(Harmita, 2004). Dokumen International Council for Harmonisation (ICH)
merekomendasikan bahwa akurasi ditetapkan dengan menggunakan minimal 9
penetapan meliputi 3 tingkat konsentrasi berbeda yang telah ditetapkan (Depkes
RI, 2020). Persentase perolehan kembali dihitung dengan menggunakan:

konsentrasi hasil percobaan

Jpbrecovery = _ — X 100Y%
’ y konsentrasi teoritis }
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Akurasi dapat ditentukan dengan dua metode, yaitu:

a. Metode simulasi (spiked-placebo recovery)

Penentuan nila1 akurasi menggunakan metode simulasi dilakukan
dengan cara sejumlah analit ditambahkan ke dalam plasebo (campuran sediaan
farmasi) dan dianalisis. Kadar yang telah didapatkan kemudian dibandingkan
dengan kadar analit yang ditambahkan (Harmita, 2004).

b. Metode penambahan standar (standard addition)

Penentuan nilai akurasi menggunakan metode penambahan standar
dilakukan dengan cara sejumlah analit ditambahkan ke dalam sampel yang telah
dianalisis. Setelah dianalisis, selisith antara kedua hasil analisis tersebut
kemudian dibandingkan dengan kadar yang sebenarnya (Harmita, 2004).
Penentuan akurasi menggunakan metode 1m1 dilakukan apabila tidak
dimungkinkan membuat sampel plasebo karena matriks tidak dapat diketahui

atau analit berupa senyawa endogen.

Tabel 2. 4 Nila1 Akurasi yang Diperbolehkan Pada Tiap Konsentrasi

Konsentrasi Analit (%) Unit Mean Recovery (%)
100 100% 98-102
>100 10% 98-102
>1 1% 97-103
>0,1 0,1% 95-105
0,01 100 ppm 90-107
0,001 10 ppm 80-110
0,0001 1 ppm 80-110
0,00001 100 ppb 80-110
0,000001 10 ppb 60-115
0,0000001 1 ppb 40-120

Sumber: (Huber, 2007)
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2.4.7 Waktu Respon

Berdasarkan rekomendasi International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), waktu respon adalah waktu ketika campuran reagen dan

analit menghasilkan respon yang stabil (steady state).

2.4.8 Waktu Pakai

Waktu pakail adalah waktu yang menunjukkan lama masa pakai sistem.
Waktu pakai didefinisikan sebagai waktu dar1 campuran reagen dan analit
memberikan respon yang stabil terhadap analit hingga waktu dimana respon

sensor terhadap analit mengalami penurunan lebih dar1 15% dar1 respon awal

(Kuswandi, 2010).



BAB III METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah jenis penelitian eksperimental

laboratorium.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian mulai dilakukan pada bulan September 2022 hingga Mei

2023 di Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi Universitas Jember.

3.3 Rancangan Penelitian
3.3.1 Definisi Operasional

Definis1 operasional pada penelitian in1 terdiri dari:

1. Metode skanometri kafein adalah metode untuk menentukan keberadaan
kafein menggunakan scanner untuk memperoleh gambar yang kemudian
dianalisis intensitas warnanya menggunakan nilai RGB.

2. RGB (Red, Green, Blue) adalah analisis warna yang digunakan pada
aplikasi ImageJ untuk mengetahui perubahan warna yang terjadi setelah
penambahan reagen NP), asam asetat dan MBTH.

3. Amean blue adalah selisih antara mean blue blanko dan mean blue standar
kafein maupun larutan sampel.

4. Pengambilan gambar untuk mengamati perubahan warna larutan di lempeng
sumuran mikro dilakukan dengan menggunakan scanner.

5. Sampel yang digunakan adalah beberapa minuman kopi yang tersedia

dipasaran.



21

3.3.2 Diagram Alur Penelitian

Diagram alur penelitian in1 adalah sebagai berikut:

Persiapan alat dan bahan

Optimasi Volume Pada Lempeng
T Sumuran Mikro
v Optimasi Konsentrasi Reagen NP,
MBTH, Asam Asetat
Optimasi —
— Optimasi Suhu Pemanasan
Optimasi Pembacaan Intensitas
e
Warna
v

Karakterisasi skanometri yang meliputi waktu respon, linearitas, LOD dan
LOQ, selektivitas, presisi, akurasi dan waktu pakai.

v '

Penentuan Kadar Kafein Penentuan Kadar Kafein pada
pada sampel minuman sampel minuman kopi
kopi menggunakan menggunakan metode
metode skanometri spektrofotometr1 UV-Vis

v

Perbandingan hasil penentuan kadar katein menggunakan metode
skanometr1 dan spektrofotometri UV-Vis
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3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat yang digunakan adalah: ball pipet, serangkaian alat gelas, neraca
analitik, eppendorf tube, pipet mikro 10-100 mikroliter, pipet mikro 100-1000
mikroliter, yellow tip, blue tip, well-plate 96, scanner EPSON V800 Pro, oven,
botol tetes, spektrofotometrt UV-Vis Shimadzu UV-1280.

3.4.2 Bahan

Bahan yang dibutuhkan adalah: serbuk kafein (Sigma-Aldrich), natrium
periodate (Sigma-Aldrich), MBTH (Sigma-Aldrich), asam asetat (Smart-Lab),
etanol (Smart-Lab), aquadest, diklorometana, sampel bubuk minuman kopi

instan.

3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Preparasi Larutan Induk Standar Kafein

Larutan induk kafein dibuat 2 konsentrasi, yaitu 2500 ppm dan 3000
ppm. Larutan induk kafein 2500 ppm dibuatpdengan menimbang 0,25 gram
kafein dan dilarutkan etanol pada labu ukur 100 ml hingga tanda batas. Larutan
induk kafein 3000 ppm dibuat dengan menimbang 0,3 gram kafein dan

dilarutkan etanol pada labu ukur 100 ml hingga tanda batas.
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3.5.2 Preparasi Larutan Standar Kafein

Larutan standar kafein dibuat dengan konsentrasi 50, 300, 500, 750, dan
900 ppm. Larutan standar katein 50, 500, dan 750 ppm masing-masing dibuat
dengan memipet 0,5 ml, 2 ml dan 3 ml larutan induk kafein konsentrasi 2500
ppm dan diencerkan masing-masing pada labu ukur 25 dan 10 ml. Larutan
standar kafein 300 dan 900 ppm dibuat dengan memipet masing-masing 1 ml
dan 3 ml larutan induk kafein konsentrasi 3000 ppm dan diencerkan masing-

masing pada labu ukur 10 ml.

3.5.3 Preparasi Larutan Reagen Natrium Periodate

Reagen natrium periodate dibuat dengan menimbang 0,053 gram
natrium periodate kemudian dilarutkan menggunakan aquadest pada labu ukur

25 ml. Konsentrasi natrium periodate yang diperoleh adalah 0,01 M.

3.5.4 Preparasi Larutan Reagen MBTH

Reagen MBTH dibuat dengan menimbang 0,054 gram MBTH
kemudian dilarutkan menggunakan aquadest pada labu ukur 25 ml. Konsentrasi

MBTH yang diperoleh adalah 0,01 M.

3.5.5 Preparasi Larutan Reagen Asam Asetat

Reagen asam asetat dibuat dengan menimbang larutan asam asetat
glasial sebesar 0,5985 gram kemudian dilarutkan menggunakan aquadest pada

labu ukur 100 ml. Konsentrasi asam asetat yang diperoleh adalah 0,1 M.
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3.6 Optimasi Reagen dan Konsentrasi Reagen dan Kafein
3.6.1. Optimasi Volume Pada Lempeng Sumuran Mikro

Optimasi volume reagen dilakukan dengan memastikan volume

maksimal well pada well plate well plate menggunakan aquadest. Kemudian,

aquadest dipipet sejumlah 100 pl, 200 pl dan 300 pl pada well dan diamati

volume yang dihasilkan memenuhi, melebihi atau kurang memenuhi well.

3.6.2. Optimasi Konsentrasi Reagen NP, MBTH dan Asam Asetat

Optimasi konsentrast reagen dilakukan dengan membandingkan
intensitas warna yang dihasilkan pada beberapa konsentrasi yang akan gunakan.

Variasi konsentrasi yang akan diuji dapat dilihat pada tabel 3.1.

Tabel 3. 1 Variasi konsentrasi reagen NP, MBTH dan asam asetat

Variasi NP MBTH Asam Asetat
A 0,001 M 0,001 M 0,01 M

B 0,01 M 0,01 M 0,1 M

C 0,1 M 0,1 M 1 M

3.6.3. Optimasi Suhu Pemanasan

Optimasi suhu pemanasan dilakukan dengan cara membandingkan
intensitas warna campuran standar dan reagen yang telah dipanaskan di oven

pada suhu 50, 60 dan 70 derajat celcius.

3.6.4. Optimasi Pembacaan Intensitas Warna

Optimasi pembacaan intensitas warna dilakukan dengan mengukur

intensitas warna Red (R), Green (G), Blue (B) dan RGB pada hasil scan

lempeng sumuran mikro dan dibandingkan nilai koefisien korelasi (r).
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3.7 Pembuatan Kurva Baku Kafein

Kurva baku kafein dibuat dengan memipet larutan standar kafein pada well
dan ditambahkan reagen dengan volume yang sudah dioptimasi kemudian
direplikas1 sebanyak tiga kali. Setelah 1tu, wellplate di-scan menggunakan
scanner dan dianalisis menggunakan program image-J untuk mendapatkan nilai

mean blue. Kurva baku dibuat antara nilai mean blue dan konsentrasi.

3.8 Penentuan Intensitas Warna

Intensitas warna ditentukan dengan melakukan scanning wellplate
menggunakan scanner dan dianalisis menggunakan program Image-J. Hasil
analisis image-J akan menunjukkan komposisi warna RGB dar1 campuran
standar dan reagen pada lempeng sumuran mikro. Nilai yang akan diukur adalah

nilair mean blue.

3.9 Karakteristik Sensor Kimia

3.9.1. Waktu Respon

Waktu respon diuji pada larutan standar kafein pada konsentrasi
optimum yang direplikasi sebanyak 3 kali. Pengukuran intensitas warna
dilakukan setiap 2 menit hingga dicapai kondisi steady state. Penentuan waktu
respon dilakukan dengan membuat kurva antara waktu dengan intensitas warna
(mean blue). Waktu respon sensor adalah waktu pertama kali sensor

memberikan respon sinyal yang stabil.

3.9.2. Linearitas

Uy linearitas dilakukan dengan menguji campuran standar kafein
dengan reagen dan diukur intensitas warna yang dihasilkan (mean blue).

Parameter linearitas yang digunakan adalah koefisien korelasi (r). Koefisien
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korelasi didapatkan dari analisis regresi linier dengan persamaan regresi y= bx

+ a. Sensor dianggap linier jika nilai koetisien korelasinya mendekati nilai 1.

3.9.3. Sensitivitas

Sensitivitas ditentukan dengan melihat nilai slope pada persamaan
regresi linier pada uji linearitas. Semakin besar nilai slope, maka semakin

sensitif sensor yang dibuat.

3.9.4. Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi (LOD dan LOQ)

Batas kuantifikasi (LOQ) dan batas deteksi (LOD) ditentukan dengan
mengujl reagen NP, MBTH dan asam asetat pada larutan standar kafein dan
diukur nila1 mean blue menggunakan program Image-J. Batas deteksi dan batas

kuantifikasi dihitung menggunakan persamaan:

LoD = 2>
b
10S,
LOQ = —

Keterangan:
Sa= Standar deviasi respon

b= nilai slope atau kemiringan kurva baku (Shrivastava dan Gupta,

2011)

3.9.5. Selektivitas

Selektivitas dilakukan dengan membandingkan nilai intensitas warna
larutan kafein yang ditambahkan bahan pengganggu dengan larutan standar
kafein tanpa bahan pengganggu. Pengganggu yang digunakan adalah asam
klorogenat dan asam tanat. Perbandingan yang digunakan pada asam klorogenat
adalah 1:2, 1:4 dan 1:8. Sedangkan perbandingan yang digunakan untuk asam

tanat adalah 1:1, 1:2 dan 1:4. Pengukuran intensitas warna dilakukan sebanyak
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3 kali replikasi. Nila1 % interferensi dihitung menggunakan persamaan:

massa kafein analisis — massa kafein teoritis

Opinterferensi = . — X 100%
massa kafein teoritis

3.9.6. Presisi

Presisi ditentukan dengan mengukur standar kafein konsentrasi 500 ppm
dengan enam kali pengulangan. Data intensitas warna dimasukkan kedalam
kurva baku presisi dan ditentukan massa kafein yang dianalisis. Setelah itu,

dihitung kedekatannya dengan nila1 standar deviasi relatif (RSD).

3.9.7. Akurasi

Akurasi ditentukan dengan metode adisi. Standar yang ditambahkan
sebesar 30%, 45% dan 60% dari kafein konsentrasi 500 ppm dan direplikasi
sebanyak 3 kali. Nilai intensitas warna yang didapatkan setelah dianalisis,
dimasukkan ke dalam persamaan kurva linearitas kafein sehingga diperoleh
massa kafein. Massa kafein kemudian dibandingkan dengan massa kafein

teoritis sehingga diperoleh nilai persentase perolehan kembali.

3.9.8. Waktu Pakai

Waktu pakai ditentukan dengan mengukur nilai intensitas warna (mean
blue) yang didapatkan setelah kafein direaksikan dengan reagen yang
digunakan. Waktu pengujian adalah 24 jam dimana campuran reagen dan
standar akan disimpan pada suhu kamar (£25°C) ataupun suhu lemari es (+4°C).
Sensor dinyatakan sudah tidak layak pakai apabila intensitas warna (mean blue)

yang dihasilkan mengalami penurunan > 15% dari1 respon awal.
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3.10 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian 1n1 adalah berbagai minuman
kop1 yang tersedia dipasaran. Ada lima sampel yang akan digunakan, yaitu
sampel A (Robusta), B (Robusta), C (Robusta), D (Robusta), E (Robusta-
Arabika Blend). Preparasi dilakukan dengan menimbang masing-masing
sampel hingga 50 mg dan diberi label. Setelah 1tu, sampel yang sudah ditimbang
diekstraksi menggunakan aquadest sebanyak 25 ml. Larutan kopi kemudian
diaduk hingga larut menggunakan magnetic stirer sambil dipanaskan. Setelah
larut, kop1 disaring menggunakan kertas saring dan ditambahkan diklorometana
sebanyak 25 ml. Kafein yang ada dalam larutan kopi1 kemudian diekstrak

dengan bantuan corong pemisah. Ekstraksi dilakukan sebanyak empat kali
replikasi (Belay dkk., 2008).

3.11 Aplikasi Metode Penetapan Kadar Kafein

Pada aplikas1i metode, dilakukan penetapan kadar kafein pada sampel
menggunakan dua metode yang berbeda. Metode yang digunakan adalah
metode spektrofotometr1 UV-Vis dan metode skanometri. Metode skanometri
dilakukan dengan memipet 25 ul larutan standar kafein atau sampel, 50 pl
reagen NP dan 25 ul larutan asam asetat pada lempeng sumuran mikro dan
dipanaskan pada oven suhu 50°C selama 2 menit. Setelah dipanaskan,
ditambahkan 100 ul reagen MBTH dan didiamkan selama 20 menit untuk
menunggu waktu respon. Setelah 1tu, lempeng sumuran mikro discan
menggunakan scanner EPSON V800 Pro dan diukur nilai mean blue
menggunakan program [ImageJ. Konsentrasi kafein ditentukan dengan
memasukkan nilai mean blue pada kurva baku larutan standar kafein terhadap
nilai mean blue.

Metode spektrofotometri dilakukan dengan mengukur absorbansi
larutan standar kafein 50-900 ppm dan sampel pada panjang gelombang 630

nm. Kemudian, persamaan regresi kurva baku dibuat menggunakan data
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konsentrasi larutan standar kafein dan absorbansi yang diperoleh. Pengukuran
kadar kafein menggunakan metode spektrofotometrt UV-Vis dilakukan dengan
memipet 0,5 ml sampel, 1 ml reagen NP dan 0,5 ml larutan asam asetat pada
vial. Campuran reagen kemudian dipanaskan menggunakan oven pada suhu
50°C selama 2 menit. Setelah dipanaskan, campuran reagen ditambahkan 2 ml
reagen MBTH dan ditunggu selama 20 menit. Setelah itu, diukur nilai
absorbansinya (Singh dan Sahu, 2006). Konsentrasi kafein diperoleh dengan
memasukkan nilar absorbansi pada kurva baku persamaan regresi kurva baku
standar katein.

Hasil pengukuran kadar kafein menggunakan metode skanometri dan
spektrofotometr1 UV-Vis kemudian dibandingkan dengan independent t-test
menggunakan program microsoft excel untuk mengetahui nilai rerata yang
mengalami perbedaan hasil dar1 kedua metode dengan melihat nilai

signifikannya.



BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Optimasi Metode Analisis

Sebelum melakukan validasi metode analisis, perlu dilakukan optimasi
untuk menentukan kondisi optimal dalam validasi metode. Optimasi yang
dilakukan adalah optimasi volume pada lempeng sumuran mikro, optimasi

konsentrasi reagen natrium periodat (NP), 3-metil-2-benzotiazolinon (MBTH)

dan asam asetat, suhu pemanasan dan pembacaan intensitas warna.

4.1.1 Optimasi Volume Pada Lempeng Sumuran Mikro

Optimasi volume pada lempeng sumuran mikro bertujuan untuk
mengetahul volume maksimal yang dapat ditampung oleh sumuran. Dengan
mengetahur volume maksimal pada sumuran, maka dapat ditentukan total
volume yang akan digunakan. Selain itu, kepenuhan sumuran juga akan
berpengaruh pada hasil scan. Semakin banyak volume yang terdapat pada
sumuran, maka intensitas kecerahan juga akan semakin meningkat sehingga
bayangan pada sumuran dapat diminimalisir. Hal in1 akan menyebabkan

meningkatnya Kkualitas gambar dan Kkeakuratan dalam perhitungan

(Abderrahim, Mohamed, 2016).

Pada penelitian 1n1, optimasi volume dilakukan dengan memipet
akuades sebanyak 100, 200 dan 300 pl ke dalam sumuran. Setelah itu, diamati
untuk mengetahui tingkat kepenuhan sumuran dan discan untuk melihat
bayangan yang terbentuk. Berdasarkan tabel 4.1, diketahui bahwa semakin
penuh 1s1 sumuran pada lempeng sumuran mikro maka bayangan yang
terbentuk juga semakin berkurang. Dari hasil pengamatan, volume maksimal

pada lempeng sumuran mikro adalah 300 pul.
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Tabel 4. 1 Hasil optimasi volume lempeng sumuran mikro

Volume Gambar Hasil Scan
' o
100 pl
200 pl )
’ [
300 ul

4.1.2 Optimasi Konsentrasi Reagen NP, MBTH dan Asam Asetat

Optimasi konsentrasi dilakukan untuk menentukan konsentrasi optimal
reagen NP, MBTH dan asam asetat dalam perubahan warna. Perubahan warna
terjadi karena adanya hasil oksidasi kafein yang disebabkan oleh penambahan
reagen NP dan asam asetat yang dideteksi oleh reagen MBTH, sehingga larutan
dapat berubah warna menjadi biru. Pada penelitian sebelumnya, konsentrasi
reagen NP, MBTH dan asam asetat, masing-masing 0,01 M; 0,01 M dan 0,1
M dan diukur menggunakan metode spektrototometr1 UV-Vis (Singh dan
Sahu, 2006). Karena perbedaan instrumen yang digunakan untuk melakukan
pengukuran, maka perlu dilakukan optimasi konsentrasi reagen yang akan

digunakan.
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Pada variasi konsentrasi A, terjadi perubahan warna menjadi biru pucat.
Akan tetapi, warna yang dihasilkan akan berubah menjadi warna bening
setelah beberapa menit. Pada variasi konsentrasi B, terjadi perubahan warna
menjadi biru. Dibandingkan dengan variasi konsentrasi A, warna biru yang
dihasilkan lebih intens dan tidak terjadi perubahan warna kembali setelah
beberapa menit. Pada variasi konsentrasi C, terjadi perubahan warna menjadi
hitam. Oleh karena 1tu, dar1 tiga variasi konsentrasi yang diuji, maka dipilih
variasi konsentrasi B yang menghasilkan warna biru untuk digunakan pada uji

selanjutnya.

Tabel 4. 2 Variasi Konsentrasi Reagen NP, MBTH dan Asam Asetat

Asam
Variasi NP MBTH Gambar

Asetat

A 0,00lM 0,001 M 0,01 M

B 0,01 M 0,01 M 0,1 M

C 0,1 M 0,1 M 1M

4.1.3 Optimasi Suhu Pemanasan

Optimasi suhu pemanasan dilakukan unutk menentukan suhu
pemanasan campuran reagen dan standar saat proses oksidasi dan perubahan
warna. Pemanasan dibutuhkan untuk mempercepat terjadinya reaksi oksidasi
kafein yang disebabkan oleh natrium periodate (NP) dalam suasana asam. Hal
in1 disebabkan karena suhu yang meningkat akan meningkatkan energi kinetik

molekul sehingga reaksi berjalan dengan cepat. Suhu pemanasan yang

digunakan adalah 50 °C, 60 °C dan 70°C. Penentuan suhu yang optimal
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dilakukan dengan melihat nilai koefisien korelasi (r) pada kurva baku.

Dar1 gambar 4.1 hingga 4.3, dapat diketahui nilai koefisien korelasi dari
tiap suhu pemanasan. Suhu pemanasan yang digunakan adalah suhu 50°C
dengan nilal r sebesar 0,9983 yang merupakan nilai r terbesar dibandingkan

dengan nila1 r pada suhu pemanasan lainnya.

/4
e V> ——= i
o | e
= 70 i .........
n »--
O — — i
i ¢ I — 7 i
5 -------- y =0,007/9x + 65,26
E 66 % '''''' Rz - 0,9967

64

0 200 400 600 800 1000
Konsentrasi (ppm)
Gambar 4. 1 Kurva baku kafein pada suhu 50°C

/6
0
s
o /4 §
= i ...........
g 7 =
2 e
5 y | | — y =0,0046x + 69,32
= i R2 = 0,9833

68

0 200 400 600 800 1000

Konsentrasi (ppm)

Gambar 4. 2 Kurva baku kafein pada suhu 60°C



34

115

(O

-

= 140

= .

% 105 % ................. {

%100 ; .................. + — .010%x+ 98,414
= R2 = 0,9356

95
0 200 400 600 800 1000

Konsentrasi (ppm)
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4.1.4 Optimasi Pembacaan Intensitas Warna

Optimasi pembacaan intensitas warna dilakukan untuk menentukan
kanal warna yang didapatkan dar1 analisis hasil scan menggunakan program
ImageJ. Hasil analisis ImageJ akan menghasilkan empat kanal warna, yaitu
Red (R), Green (G), Blue (B) dan RGB. Intensitas warna ditentukan
menggunakan nilai koefisien korelasi (r) dar1 tiap kanal warna dan dipilih

apabila nilai1 r mendekati nila1 1.

Berdasarkan hasil kurva yang dilihat pada gambar 4.4 hingga 4.7,
dipilih kanal warna biru sebagai intensitas warna yang akan diukur dengan
nilai r sebesar 0,998 yang merupakan nilai r terbesar dibandingkan dengan

nilai r pada kanal warna lainnya.
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4.2 Karakterisasi Metode Analisis
Setelah dilakukan optimasi, maka dilakukan validasi metode analisis.
Validas1 adalah proses untuk membuktikan bahwa suatu metode telah

memenuh1 persyaratan sesuai dengan tujuan penggunaannya (Depkes RI,

2020).

4.2.1 Waktu Respon

Waktu respon adalah waktu yang dibutuhkan campuran reagen dan
analit untuk menghasilkan perubahan intensitas warna yang relatif konstan.
Waktu respon ditunjukkan dengan nilai perubahan intensitas warna yang
steady state atau konstan. Waktu respon diukur dengan cara membuat kurva
nilai respon mean blue terhadap waktu. Pengukuran waktu respon dilakukan
setiap dua menit selama satu jam. Berdasarkan kurva waktu respon, diketahui
kondisi steady state mulai terjadi pada menit ke-20. Oleh karena itu, waktu

respon 1ni akan digunakan untuk pengujian lebih lanjut.
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Gambar 4. 8 Kurva waktu respon
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4.2.2 Linearitas

Linieritas adalah sebuah parameter untuk menilar kemampuan metode
analisis dalam mendapatkan hasil uj1 yang proposional terhadap konstentrasi
analit dalam sampel. Pada penelitian in1, linearitas ditentukan menggunakan
larutan standar kafein dengan konsentrasi 50 ppm, 300 ppm, 500 ppm, 750
ppm, dan 900 ppm. Parameter yang digunakan untuk menentukan linearitas
metode adalah koefisien korelasi () dengan syarat nilai r mendekati nilai 1

(Depkes RI, 2020). Nila1 r didapatkan dar1 kurva baku konsentrasi kafein

terhadap intensitas warna (Amean blue).

Berdasarkan gambar 4.1, diketahui persamaan regresi adalah y= 0,003x
+ 71,793 dengan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,9996. Dari hasil
linearitas, dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi antara intensitas warna
dan konsentrasi standar kafein, dimana warna biru yang dihasilkan akan

semakin pekat dengan meningkatnya konsentrasi standar kafein.
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Gambar 4. 9 Kurva linearitas standar kafein 50-900 ppm

4.2.3 Sensitivitas

Sensitivitas adalah kemampuan metode untuk membedakan konsentrasi
analit dalam konsentrasi kecil. Parameter untuk menentukan nilai sensitivitas

adalah nilai slope (b) pada persamaan regresi linear. Nilai slope (b)



38

menunjukkan besarnya perubahan nilai intensitas warna apabila nilai
konsentrasi yang diukur juga mengalami perubahan. Semakin besar nila1 slope,
maka semakin besar juga sensitivitasnya (Kuswandi, 2010). Akan tetapi, nilai
slope yang terlalu besar juga dapat mengganggu hasil pengukuran karena
metode akan semakin sensitif terhadap noise. Oleh karena 1tu, nilai slope yang
diukur untuk parameter sensitivitas merupakan nilai slope yang didapatkan
dari persamaan kurva regresi linear yang telah memenuhi syarat linearitas dan
memiliki nila1 slope error yang Kkecil. Slope error adalah nilan yang
menunjukkan perbedaan nilai slope yang diinginkan dengan nilai slope kurva

linearitas. Semakin kecil nilai slope error maka semakin baik linearitas dan

sensitivitasnya (Daul dkk., 2021).

Pada gambar 4.9, didapatkan persamaan regresi1 linear
y=0,003x+71,793. Dari persamaan regresi tersebut didapatkan nilai slope (b)
sebesar 0,003. Gambar 4.9 juga menunjukkan garis kurva regresi linear tidak
berbeda signifikan dengan garis linearitas yang diharapkan sehingga kurva
regresi linear memiliki nila1 slope error yang kecil. Nilai slope error yang kecil
menunjukkan nilai sensitivitas yang besar (Daul dkk., 2021). Sehingga dapat
disimpulkan bahwa nilai in1 menandakan sensitivitas metode skanometri sudah
cukup baik untuk dapat mendeteksi perubahan kecil maupun besar dari

konsentrasi analit

4.2.4 Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi (LOD dan LOQ)

Batas deteksi (LOD) adalah konsentrasi analit terendah dalam sampel
yang dapat dideteksi. Sedangkan batas kuantifikasi (LOQ) adalah konsentrasi
analit terendah yang dapat dideteks1 dan ditentukan dengan akurasi dan presisi
dalam kondisi percobaan yang sudah ditetapkan (Depkes RI, 2020). Penentuan
LOD dan LOQ dilakukan dengan menghitung nilai standar deviasi dari
intensitas warna larutan standar kafein yang digunakan pada uj1 linearitas.

Kemudian, nilai standar deviasi respon yang didapatkan dimasukkan ke dalam
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rumus LOD dan LOQ. Nilai LOD yang didapatkan adalah 36,477 ppm dan
nila1 LOQ yang didapatkan adalah 110,537 ppm. Perhitungan LOD dan LOQ
dapat dilihat pada lampiran 4.

4.2.5 Selektivitas

Selektivitas adalah kemampuan metode analisis untuk menetapkan
keberadaan analit dengan tambahan bahan pengganggu. Parameter untuk
menilai selektivitas adalah persentase selektivitas. Menurut Ermer dan
Nethercote (2015), syarat nila1 selektivitas adalah kurang dar1 lima persen. Uj1
selektivitas dilakukan dengan mencampurkan senyawa pengganggu sejumlah
tertentu dalam larutan standar kafein 500 ppm. Pemilihan konsentrasi standar
kafein yang digunakan didasarkan pada adanya kemungkinan hasil
pengukuran lebih tinggi atau lebih rendah dari nilai intensitas warna
konsentrasi 500 ppm, hasil pengukuran masih masuk ke dalam rentang

konsentrasi.

Senyawa pengganggu adalah senyawa yang dapat mempengaruhi hasil
pengukuran. Pada penelitian in1, senyawa pengganggu yang digunakan adalah
asam klorogenat dan asam tanat. Asam klorogenat adalah salah satu senyawa
polifenol yang terkandung dalam jumlah besar pada tanaman kopi. Senyawa
ini memberikan rasa pahit dan asam pada kopi. Total kandungan asam
klorogenat pada kopi robusta 1,5 lebih banyak daripada kopi arabika (Chu,
2012). Asam tanat juga salah satu senyawa polifenol yang terkandung pada
kopt sebanyak 3-5% (Sharma, 2020). Kedua senyawa ini dipilih karena
merupakan senyawa yang banyak terkandung dalam kopi.

Dar1 tabel 4.3, diketahur bahwa asam tanat memberikan gangguan
pengukuran pada perbandingan 1:4 dan asam klorogenat memberikan
gangguan pengukuran pada semua perbandingan. Asam Kklorogenat
memberikan gangguan pengukuran karena adanya senyawa chlorogenic acid

quinone (CGA-q) hasil oksidasi asam klorogenat dengan natrium periodat.
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Senyawa in1 kemudian akan berikatan dengan MBTH dan menghasilkan warna
merah muda (Hidayat dkk., 2017). Sedangkan asam tanat memberikan
gangguan pengukuran karena hasil oksidasinya dapat berikatan dengan MBTH
dan menghasilkan warna merah (Hidayat dkk., 2016). Oleh karena itu, perlu
dilakukan 1solasi kafein dari sampel untuk melakukan penetapan kadar kafein

menggunakan metode 1ni.

Tabel 4. 3 Hasil uj1 selektivitas

Interferen Perbandingan Bobot %selektivitas

1:4 S5.571
l: 4,250
2511

Kafein : Asam tanat 2
1:1
1:8 22.300
e
2

18,161
14,838

Kafein : Asam klorogenat

4.2.6 Presisi

Presisi adalah kedekatan respon analit antara hasil uj1 apabila prosedur
digunakan secara berulang terhadap sampling ganda atau sampling homogen
dan dinyatakan dalam nilai standar deviasi relatif (RSD) atau nilai koefisien
variasi (CV). Uji presisi dilakukan dengan standar kafein 500 ppm dan sampel
minuman kopi1 E. Sampel kop1 E dipilih karena termasuk dalam kategori
ground coffee yang memiliki lebih banyak kafein dibandingkan dengan kopi
instan. Hal 1n1 disebabkan karena kop1 instan terbuat dar1 ekstrak kopi yang
telah didehidrasi sehingga banyak kafein yang terbuang dalam proses
pembuatan kopi instan (Chu, 2012). Tujuan dilakukannya uji presisi pada
standar dan sampel adalah untuk memastikan bahwa metode yang diuj1 dapat
menghasilkan pengukuran yang memenuhi persyaratan presisi. Presisi

dilakukan dengan melakukan replikasi pada standar dan sampel sebanyak

enam kali (Depkes RI, 2020).
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Berdasarkan tabel 4.4 dan 4.5, didapatkan nilai presisi standar kafein
500 ppm adalah 1,157% dan sampel minuman kopi E sebesar 1,971% dimana

nilai in1 memenuhi persyaratan nilai presisi yang tertera pada tabel 2.3 halaman

16.

Tabel 4. 4 Hasil uji presisi standar kafein 500 ppm

Keterangan Mean blue Amean blue Kosentrasi (ppm)
Blanko 254,458 - -
Replikasi 1 175,621 78,837 522,863
Replikasi 2 175,690 78,768 514,745
Replikasi 3 175,655 78,803 518,863
Replikasi 4 175,609 78,849 524,275
Replikasi 5 175,663 78,795 517,922
Replikasi 6 175,530 78,928 533,569

Rata-rata 522.039
SD 6,039
RSD (%) 1,137

Tabel 4. 5 Hasil uj1 presisi sampel minuman kopi E

Keterangan Mean blue Koreksi Konsentrasi (ppm)
Blanko 254 458 - -
Replikasi 1 17/8.275 76,183 225,333
Replikasi 2 178,250 76,208 215,922
Replikasi 3 178,233 76,225 221,922
Replikasi 4 178,275 76,183 216392
Replikasi 5 178,223 76,235 219,804
Replikasi 6 178,183 76,275 212 157

Rata-rata 218,588
SD 4,309
RSD (%) 1,971

4.2.7 AKkurasi

Akurasi adalah salah satu parameter validasi metode yang bertujuan
untuk menunjukkan kedekatan hasil analisis analit yang terdeteksi dengan nilai
sebenarnya. Nilail akurasi dilihat dari nilai persentase perolehan kembali atau

persentase recovery. Pengukuran akurasi kafein dilakukan dengan
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menggunakan metode standar adisi menggunakan larutan standar kafein 500
ppm dan larutan sampel E. Sampel kopi1 E dipilih karena termasuk dalam
kategor1 ground coffee yang memiliki lebih banyak kafein dibandingkan
dengan kopi1 instan. Hal 1n1 disebabkan karena kopi instan terbuat dari ekstrak
kop1 yang telah didehidrasi sehingga banyak kafein yang terbuang dalam
proses pembuatan kopi instan (Chu, 2012). Metode standar adisi dipilih karena
dapat memperkecil kesalahan yang disebabkan oleh matriks. Pengukuran
akurasi dilakukan dengan menambahkan analit sebanyak 30%, 45% dan 60%
dar1 standar katein 500 ppm maupun larutan sampel minuman kopi E Setelah

itu dilakukan pengukuran akurasi dengan tiga kali replikasi.

Berdasarkan tabel 4.6 dan 4.7, diketahui nilai persentase perolehan
kembali standar kafein 500 ppm sebesar 99,914% sedangkan pada sampel

minuman kopi E diperoleh persentase perolehan kembali sebesar 98,470%.

Merujuk pada tabel 2.4 pada halaman 17, maka dapat disimpulkan bahwa

metode skanometr1 memiliki tingkat akurasi yang baik.

Tabel 4. 6 Hasil akurasi standar kafein 500 ppm

Adisi (%) % perolehan kembali
30 100,897
45 98,293
60 100,547
Rata-rata 99,914

Tabel 4. 4 Hasil akurasi sampel minuman kopi E

Adisi (%) %o perolehan kembali
30 97,542
45 98,946
60 98,915

Rata-rata 08.470
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4.2.8 Waktu Pakai

Waktu pakai adalah parameter yang dapat menunjukkan stabilitas dari
reagen yang digunakan pada metode yang sedang divalidasi. Pada
penerapannya, waktu pakai dilakukan dengan mengukur nilai intensitas warna
pada suhu ruang (25°C) dan suhu lemari es (4°C). Apabila nilai intensitas warna
mengalami penurunan lebih dar1 15% dari nilai intensitas warna awal, maka
reagen tidak dapat digunakan kembali. Uji waktu pakai dilakukan dengan
mengukur intensitas warna setiap 30 menit pada suhu ruang (25°C) dan setiap

24 jam pada suhu lemari es (4°C).

Pada gambar 4.10 dan 4.11 diketahu1 bahwa penurunan intensitas warna
biru lebih dari 15% ditunjukkan pada menit ke-180 pada suhu 25°C. Sedangkan
pada suhu lemari es, penurunan intensitas warna biru lebih dar1 15% terjadi pada
har1 ke-3. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa reagen tidak dapat
digunakan kembali setelah disimpan pada suhu ruang selama 180 menit dan

setelah disimpan pada suhu lemari es selama 3 hari.
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Gambar 4. 10 Kurva penurunan mean blue suhu ruang
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Gambar 4. 11 Kurva penurunan mean blue suhu lemari es

4.3 Aplikasi Metode Skanometri Pada Sampel Minuman Kopi
dibandingkan Dengan Metode Spektrofotometri UV-Vis

Setelah dilakukan validasi metode, dilakukan aplikasi metode pada sampel.
Aplikasi sampel minuman kopi pada metode skanometri dilakukan dengan
memipet 25 ul sampel dan ditambahkan 50 pl reagen NP dan 25 pl larutan asam
asetat. Campuran reagen dan sampel kemudian dipanaskan pada oven dengan
suhu 50°C selama 2 menit. Setelah itu, ditambahkan 100 ul reagen MBTH.
Pemanasan 1n1 berfungsi untuk mempercepat terjadinya reaksi oksidasi kafein
menjadi produk antara yang akan berikatan dengan MBTH menghasilkan produk
bewarna biru. Akan tetapi, sebelum diaplikasikan, sampel minuman kopi1 perlu

dipreparasi.

Preparasi sampel dilakukan untuk mengisolasi kafein dari senyawa lain
yang dapat menganggu penetapan kadar kafein. Preparasi dilakukan dengan
metode fraksinasi cair-cair menggunakan pelarut air dan diklorometana.
Diklorometana atau metilen klorida adalah salah satu pelarut organik yang dapat
melarutkan kafein. Dibandingkan dengan kloroform dan etil asetat, kafein
memiliki kelarutan yang tinggi dalam pelarut diklorometana (Vandeponseele

dkk., 2021). Pada pengerjaannya, sampel minuman kopi akan dipanaskan dengan
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25 ml akuades hingga mendidih kemudian dipindahkan ke dalam corong pisah.
Setelah 1tu, ditambahkan 25 ml diklorometana dan dilakukan fraksinasi.
Fraksinasi dilakukan sebanyak 4 kali untuk memastikan kafein pada sampel
terisolasi secara maksimal (Belay dkk., 2008). Fungsi pemanasan menggunakan
akuades adalah untuk memastikan kafein yang terkandung dalam kopi terlarut
dalam air, sehingga dapat meminimalisir larutnya senyawa selain kafein larut
dalam diklorometana. Fraksi diklorometana kemudian diuapkan dan dilarutkan

dalam labu ukur 10 ml menggunakan akuades dan etanol.

Setelah dilakukan preparasi sampel, maka aplikasi metode skanometri pada
sampel dapat dilakukan. Campuran reagen dan fraksi diklorometana didiamkan
selama 20 menit untuk menunggu waktu respon. Setelah 20 menit, campuran
reagen dan sampel discan dan dianalisis menggunakan program ImageJ untuk
mendapatkan data intensitas warna mean blue. Nilai mean blue kemudian
dimasukkan pada persamaan kurva baku untuk mendapatkan kadar kafein dalam

sampel minuman kopi.

Setelah dilakukan penetapan kadar kafein dalam sampel menggunakan
metode skanometri, dilanjutkan dengan penetapan kadar kafein dalam sampel
menggunakan metode spektrofotometr1 UV-Vis sebagai metode pembanding.
Prosedur metode spektrofotometr1 UV-Vis diawali dengan memipet 0,5 ml
sampel atau standar kafein kemudian ditambahkan 1 ml reagen NP dan 0,5 ml
larutan asam asetat pada vial dan dipanaskan selama 2 menit di oven pada suhu
50°C. Setelah itu, ditambahkan 2 ml reagen MBTH dan didiamkan selama 20

menit dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 630 nm (Singh dan

Sahu, 2006).

Setelah didapatkan hasil pengukuran dar1 kedua metode, dilakukan analisis
independent t-test. T-test adalah salah satu metode pengujian uj1 statistik
parametrik. Pengujian in1 dilakukan dengan menggunakakn tingkat signifikansi
0,05. Kriteria penerimaan uji dilihat dar1 nilai signifikansi. Apabila nilai

signifikansi lebih dar1 0,05 maka hasil uji dinyatakan tidak berbeda bermakna.
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Sebaliknya, apabila nilai signifikansi kurang dari 0,05 maka hasil uji dinyatakan
berbeda bermakna (Magdalena dan Maria, 2019). Pada tabel 4.8 diketahu1 nila1
signifikansi dari tiap sampel lebih besar dari 0,05 sehingga dapat distmpulkan
bahwa metode skanometri dapat digunakan sebagai alternatif dalam penetapan

kadar kafein.

Tabel 4.8 Hasil penetapan kadar kafein metode skanometri dan spektrofotometr1 UV-
Vis (n=3, 0=0,03)

Sampel Minuman Skanometri Spek{t}gf_(;t;?smetri Signifikansi
Kopi (ppm = SD) (ppm = SD)
A 201,327 +4,602  194,8 + 11,776 0,505
B 225,556 + 1,931  224.8 + 1,638 0,694
C 206,358 + 0,852 207,467 + 0,943 0,285
D 232,840 + 1,458 237,467 + 2,494 0,181
E 275,802 +2,423 274,133 +4,110 0,647




BAB V KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

beberapa hal yaitu:
1. Kondis1 optimum penggunaan metode skanometri untuk menentukan
kadar kafein adalah:
a. Volume maksimal dalam sumuran lempeng mikro adalah 300 ul.
b. Konsentrasi optimal reagen NP, MBTH dan larutan asam asetat
masing-masing 0,01 M, 0,01 M dan 0,1 M.
c. Suhu pemanasan optimal yang digunakan adalah suhu 50°C.
d. Data intensitas warna yang digunakan adalah nilai1 mean blue.

2. Karakterisasi metode analisis:

d.

b.

Waktu respon metode skanometri adalah 20 menit.

Linearitas dilakukan dengan rentang konsentrasi 50 hingga 900 ppm
dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0,993.

Batas deteksi dan batas kuantifikasi metode skanometri masing-
masing 36,4773 ppm dan 110,5374 ppm.

Penetapan kadar kafein menggunakan metode skanometri terganggu
oleh asam tanat dengan rasio 1:4 dan asam klorogenat dengan rasio
1:2, 1:4 dan 1:8.

Presisi metode skanometri untuk standar kafein 500 ppm dan sampel
E minuman kopi1 bernilai masing-masing 1,157% dan 1,971%.
Akurasi metode skanometri standar kafein 500 ppm dan sampel E
minuman kopi dinyatakan dengan persentase perolehan kembali
dengan nilai masing-masing 99,914% dan 98,470%.

Reagen yang digunakan pada metode skanometri stabil selama 150
menit jika disimpan pada suhu ruang (25°C) dan stabil selama 2 hari

pada suhu lemari es (4°C).
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3. Metode skanometri dapat diaplikasikan untuk penetapan kadar kafein

sampel kopi1 yang difraksinasi dalam diklorometana.

S.2 Saran

Pada penelitian “Penetapan Kadar Kafein Pada Berbagai Jenis Minuman
Kopi Menggunakan Metode Skanometri” masih memiliki beberapa
kekurangan sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut. Beberapa saran
yang dapat diberikan adalah:

a. Waktu pakal metode skanometri masih memerlukan waktu yang lama,
sehingga perlu dilakukan pengembangan metode untuk menghasilkan
waktu respon yang lebih cepat.

b. Selektivitas pada penelitian in1 tidak menggunakan perbandingan
bobot analit dan interferen pada sampel asli, sehingga perlu dilakukan
uji selektivitas menggunakan perbandingan bobot interferen dan analit

pada sampel asl.
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LAMPIRAN 4.1. Penentuan Intensitas Warna

1. Kanal Red (R)

LAMPIRAN
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Mean blue

nonsentrasl —p  riasi Replikasi Replikasi AMean o,

(ppm) 1 , 3 Rerata blue
Blanko 249,367 248,308 248,700 248,792 - 0,437
50 7,420 5,766 7,935 7,040 241,751 0,925
300 5,681 3,562 5.150 5,464 243,327 0,228
500 4,661 4,673 4,846 4.727 244,065 0,085
750 3,171 3,189 3,455 3,272 245,520 0,130
900 3,278 3,035 3,181 3,165 245,627 0,100
2. Kanal Green (G)

. Mean blue

Aonsentrasl o adi Replikasi Replikasi AMeam  un

(ppm) 1 B 3 Rerata blue
Blanko 247,62 247,908 248,02 247,849 - 0,168
50 81,136 81,618 82,382 81,712 166,137 0,513
300 81,136 81,618 82,382 81,712 166,137 0,513
500 81,63 15332 83,035 81,399 166,450 1,439
750 78,79 79,507 80,262 79,520 168,330 0,601
900 Th771 79,507 77,962 78,413 169,436 0,777
3. Kanal Blue (B)

. Mean blue

nonsentrasl —5 v asi Replikasi Replikasi DAY -

(ppm) 1 5 3 Rerata blue
Blanko 249,367 248,308 248,700 248,792 - 0,437
50 7,420 5,766 7,935 7,040 241,751 0,925
300 5,681 5,562 5,15 5,464 243,327 0,228
500 4,661 4,673 4,846 4,727 244,065 0,085
750 3,171 3,189 3,455 3272 245,520 0,130
900 3,278 3,035 3,181 3,165 245,627 0,100




4. Kanal Red-Green-Blue (RGB)
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Konsentrasi Mean blue AMean
OMSEITTAS! "Replikasi Replikasi Replikasi “mn Sp
(ppm) 1 , 3 Rerata blue
Blanko 250,336 235,233 250,384 250,317 - 0,063
50 90,209 89.490 90,849 90,183 160,134 0,555
300 89,192 89.291 89.472 89,318 160,999 0,116
500 88,538 87,808 89.134 86,938 161,824 0,542
750 86,544 86,998 87.272 86,938 163,379 0,300
900 85,975 86.401 85,966 86,114 164,203 0,203
LAMPIRAN 4.2 Penentuan Suhu Pemanasan
1. Suhu 50°C
: Mean blue
sonsentrasl —p o iiasi Replikasi  Replikasi AMean o,
(ppm) 1 , 3 Rerata blue
Blanko 253,803 253,821 254,055 253,893 - 0.115
50 188.326 188,220 188,131 188,226 65,667 0.080
300 186,291 186,068 186,950 186,436 67,457 0.374
500 184.041 185,065 184.495 184,534 69,359 0.419
750 183,049 182,699 182,038 182,595 71,298 0419
900 180,555 181,776 182,780 181,704 72,189 0.910
2. Suhu 60°C
: Mean blue
nonsentrasl —p  kasi Replikasi Replikasi AMean o,
(ppm) 1 , 3 Rerata blue
Blanko 250,478 250,018 250,731 250,409 - 0.295
50 180,244 181,906 180,692 180,947 69,462 0.702
300 179,852 179,852 179,505 179,736 70,673 0.164
500 178,625 178,127 178,575 178,442 71967 0.224
750 177,507 177,684 178,326 177,839 72,570 0.352
900 177,396 176,778 176,523 176,899 73,510 0.367
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3. Suhu 70°C
) Mean blue
nonsentrasl —p o rasi Replikasi Replikasi aerypuallE )
(ppm) 1 > 3 Rerata  blue
Blanke 247524 246,73 246.841  247.032 - 0.351
50 148441 147685 147.635  147.920 99,111  0.369
300 145458 145,642 146002 145,701 101331 0.226
500 144467 144297 14485 144538 102,494 0.231
750 142759 140,027 143718 142,168 104.864 1.564
900 137367 139,158 138.566 138364 108,668 0.745
LAMPIRAN 4.3. Waktu Respon
VR ol Bl B2 BB Dain aa
(menit) Blue
0 251.502 231.202 231,798 231.807 231.602 19.900
> 252548 231,199 231.636 230907 231247 21300
4 252703 226,677 226,891 226768 226,779 25.924
6 245688 218.881 219.234 219.062 219.059 26.629
8 246,615 218253 219.761 219701 219238 27.376
10 233.555 205312 204,841 204497 204.883 28.671
12 233.575 204.56 204332 204322 204405 29.170
14 233.591 202485 201,522 202.348 202.118 31473
16 233.677 201.216 201,186 201264 201222 32455
18 232771 200,002 198.115 199.097 199.071 33.700
20 235944 200,853 200,692 200,749 200,765 35.179
22 236327 201131 201117 201,122 201,123  35.204
24 236203 200506 200.503 200504 200,504 35.699
26 236,175 200,744 200.827 200.699 200,757 35418
28 236191 200.88 200.842 200452 200725 35.466
30 236,220 200,688 200.957 201279 200975 35.245
32 236,294 200763 200.885 201431 201,026 35.268
34 236351 200991 201,019 201,628 201213 35.138
36 236,319 200.993 201,023 201615 201210 35.109
38 247327 212.136 212.527 211.694 212,119 35.208
40 247467 212,102 212.693 212.115 212303 35.164
42 247674 212987 212.879 212.968 212,945 34.729




LAMPIRAN 4.4. Linearitas
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Konsentrasi 1 AMean
Replikasi Replikasi Replikasi SD
(ppm) 1 > 3 Rerata  blue
Blanko 254,076 254,303 254.377 254,252 - 0,128
50 183,959 180,364 182,641 182,321 71,931 1,484
300 181,582 182,817 180,308 181,569 71,293 1,024
500 178,369 181,492 182,986 180,949 72,683 1,923
750 179,016 180,431 181,119 180,189 73,303 0,875
900 178,967 181,308 179,153 179,809 74,063 1,062

LAMPIRAN 4.5. Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi (LOD dan LOQ)

Persamaan regresi untuk perhitungan nilai LOD dan LOQ: y= 0,003x + 71,793

Konsentrasi

a b Y Y1 Y-Y1 (Y-Y1)
(ppm)
71,793 0,003 50 71,931 71,943 -0,0123 00,0002
71,793 0,003 300 72,683 72,693 -0,0100 0,0001
71,793 0,003 500 73,303 73,293 0,0100 0,0001
71,793 0,003 750 74,063 74,043 0,0203 0,0004
71,793 0,003 900 74,443 74,493 -0,0503 0,0025
Rata-Rata 0.,0033
Sy 00,0332
LOD 36,4773
LOQ 110,2374
Perhitungan LOD dan LOQ
(Y — Y1)? 0,0033
S}, — — — 0,0332
\J n— 2 ,\J 3
(33 x%5;) (33 x00332)
LOD = ( x ) = 0,003 = 36,4773 ppm
B 10 X S}, B (10 x 0,0322) B
LOQ = » = 0003 = 110,2374 ppm



LAMPIRAN 4.6. Presisi

Persamaan regresi kurva baku presisi: y=0,0068x + 74,393

Presisi Standar Kafein SO0 ppm

S7

AMean Konsentrasi
Mean Blue Blue b a (ppm)
Blanko 254,458 - - -

Replikasi 1 175,621 78,837  0,0068 74,393 522,843
Replikasi 2 175,690 78,768  0,0068 74,393 514,755
Replikasi 3 175,655 78,803  0,0068 74,393 518,873
Replikasi 4 175,609 78,849  0,0068 74,393 524,167
Replikasi 5 175,663 78,795  0,0068 74,393 517,990
Replikasi 6 175,530 78,928  0,0068 74,393 533,578
Rerata 652,549

SD 7,549

RSD (%) 1,157

Presisi Sampel E Minuman Kopi
AMean Konsentrasi
Mean Blue Blue b a (ppm)
Blanko 254,458 - - _

Replikasi 1 178,150 76,308  0,0068 74,393 281,667
Replikasi 2 178,230 76,228 00,0068 74,393 269,902
Replikasi 3 178,179 76,279  0,0068 74,393 277,402
Replikasi 4 178,226 76,232  0,0068 74,393 270,490
Replikasi 5 178,197 76,261  0,0068 74,393 214,755
Replikasi 6 178,262 76,196 00,0068 74,393 265,196
Rerata 215235

SD 5,386
RSD (%) 178,150
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LAMPIRAN 4.7. Akurasi
Persamaan regresi kurva baku akurasi: y= 0,0064x + 64,31

AKkurasi Standar Kafein 500 ppm

Berat

Adisi Mean AMean Konsentrasi kafein “/uperoleh_an Rerata
Blue Blue (ppm) g kembali
178,119 68,477 651,094 6,511 100,168
30 178,059 68,537 660,469 6,605 101,611
178,088 68,508 655,938 6,559 100,913
177,769 68,827 705,781 7,058 97,349
45 177,896 68,700 635,938 6,859 94,612 99,914
177,510 69,086 746,250 7,463 102,931
177,156 69,440 801,562 8,016 100,195
60 177,224 69,372 790,938 7,909 98,867
177,034 69,562 820,625 8,206 102,578
Akurasi Sampel A Minuman Kopi
.. Mean AMean  Konsentrasi Berajt % perolehan
Adisi Kafein ; Rerata
Blue Blue (ppm) - kembali
179,666 66,930 409,375 4,094 99.363
30 179,643 66,953 412,969 4,130 100,235
179,833 66,763 383,281 3,833 93,029
179,378 67,218 454,375 4,544 100,326
45 179,419 67,177 447,969 4,480 98,911 98,468
179,457 67,139 442,031 4,420 97,600
179,134 67,462 492,500 4,925 99,717
60 179,163 67,433 487,969 4,880 98,799
179,181 67,415 485,156 4,852 98,230
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Perhitungan adisi
a. Adisi standar kafein 500 ppm

Adisi 30%

30% x 5 mg = 1,5 mg -2 total standar kafein yang dibutuhkan adalah
6,5 mg

Pembuatan larutan adisi 30% -2 ditimbang 6,5 mg standar kafein

kemudian ditambahkan aquadest ad 10 ml hingga tanda batas pada
labu ukur 10 ml.

Adisi 45%

45% x 5 mg= 2,25 mg -» total standar kafein yang dibutuhkan adalah
7,25 mg

Pembuatan larutan adisi 45% -2 ditimbang 7,25 mg standar kafein

kemudian ditambahkan aquadest ad 10 ml hingga tanda batas pada
labu ukur 10 ml.

Adisi 60%

60%x5 mg= 3 mg -2 total standar kafein yang dibutuhkan adalah 8
mg

Pembuatan larutan adisi 60% -2> ditimbang 8 mg standar kafein

kemudian ditambahkan aquadest ad 10 ml hingga tanda batas pada
labu ukur 10 ml.

b. Adisi sampel E minuman kopi

Dar1 hasil presisi didapatkan konsentrasi kafeiin pada sampel E minuman
kopi adalah 273,235 ppm

Adisi 30%

30% x 273,235 ppm= 81,9705 ppm (0,82 mg)

Pembuatan larutan adisi 30% -2 ditimbang 3,3 mg sampel kemudian
ditambahkan 0,82 mg standar kafein kemudian dilarutkan dengan
aquadest ad 10 ml hingga tanda batas pada labu ukur 10 ml.

Adisi 45%

45% x 273,235 ppm= 122,95575 ppm (1,229 mg)

Pembuatan larutan adisi 45% -2 ditimbang 3,3 mg sampel kemudian
ditambahkan 1,229 mg standar kafein kemudian dilarutkan dengan
aquadest ad 10 ml hingga tanda batas pada labu ukur 10 ml.

Adisi 60%

60% x 273,235 ppm= 163,941 ppm (1,639 mg)

Pembuatan larutan adisi 60% -2 ditimbang 3,3 mg sampel kemudian
ditambahkan 1,639 mg standar kafein kemudian dilarutkan dengan
aquadest ad 10 ml hingga tanda batas pada labu ukur 10 ml.



LAMPIRAN 4.8. Interferensi

60

Interferen

Bobot

Mean blue

Rerata

AMean blue

Konsentrasi
(ppm)

Massa
(mg)

% Iinterferensi

Asam Tanat

Asam Klorogenat

178,003
178,400
177,886
178,268
178,364
177,838
178,945
178,125
177,689
33,939
55,406
39,837
78,444
78,631
78,444
96,846
96,723
96,778

178,096

178,157

178,253

55,741

78,506

96,782

49,784

49,723

49,627

172,139

149,375

131,098

526,855

521,250

512,555

11650,000

7919,000

9580,500

5,269

5,213

5,126

116,500

79,190

95,805

5,371

4,250

2211

22,500

14,838

18,161




LAMPIRAN 4.9. Waktu Pakai (Stabilitas)

a. Stabilitas pada suhu ruang (25°C)

6l

Waktu Replikasi

Replikasi

Replikasi

Yo

menit) 1 : g . e
30 179,327 180,408 182,025 180,587 2,219
60 176,679 176,593 176,468 176,580 6,065
90 169,601 169,683 169,621 169,635 7,716
120 166,665 166,594 166,699 166,653 11,635
150 159,193 159,731 159,803 159,576 13,844
180 155,493 155,393 155,871 155,586 16,028
210 151,891 151,577 151,460 151,643 17,637
b. Stabilitas pada suhu lemari es (4°C)
Waktu Replikasi Replikasi Replikasi Herut %openurunan
(hari) 1 2 3 Mean Blue
1 182,269 180,587 182,980 181,945 O
2 160,111 159,898 161,246 160,418 11,831
3 150,058 148,960 152,476 150,498 17,284
4 139,187 141,442 140,309 140,313 22,882
5 122,260 120,853 121,380 121,380 33,287
6 102,453 101,427 101,662 101,662 44,125
7 91,788 93,097 91.506 91,506 49,707




LAMPIRAN 4.10. Aplikasi Pada Sampel

a. Skanometri

S.ampel Mean Blue AMean Konsentrasi
Minuman Mean Blue Blanko Blue (ppm)
Kopi
180,097 254,094 73,997 207,747
A 180,191 254,094 73,903 199,043
180,211 254,094 73,883 197,191
179,931 254,094 74,163 223,117
B 179,903 254,094 74,191 225,710
179,880 254,094 74,214 227,840
180,118 254,094 73,976 205,802
C 180,119 254,094 73,975 205,710
180,099 254,094 73,995 207,562
179,848 254,094 74,246 230,802
D 179,818 254,094 74,276 233,580
179,812 254,094 74,282 234,136
179,343 254,094 14,751 2717.562
E 179,344 254,094 74,750 277,469
179,399 254,094 74,695 272,377

1

b. Spektrofotometri Uv-Vis

Absorbansi
-
Un
Jn
.|-
|—'Q—+

0 200 400 600 300 1000

Konsentrasi (ppm)

Persamaan regresi kurva baku: y= 0,005x + 0,2996

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
50 0,329
300 0,454
500 0,556
750 0,672
900 0777




;;;:E;:an Kopi Absorbansi Konsentrasi (ppm)
0,403 206,8
A 0,399 198,8
0,389 178,8
0,411 222.8
B 0,412 224.8
0,413 226,8
0,403 206,8
(. 0,404 208,38
0,403 206,38
0,420 240,8
D 0,418 236,38
0,417 234.,8
0.437 274.,8
E 0.439 278.,8
0.434 268,8
c. Hasil Uj1 T Bebas
1. Sampel A
Variable 1 Variable 2
Mean 194.8 201,3272
Variance 208 31,76726
Observations 3 3
Pooled Variance 119,8836
Hypothesized Mean
Difference 0
df 4
t Stat -0,73011
P(T<=t) one-tail 0,252891
t Critical one-tail 2,131847
P(T<=t) two-tail 0,505781

t Critical two-tail

2,776445
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2. Sampel B

Variable 1 Variable 2
Mean 224 8 225.3556
Variance 4 5,592707
Observations 3 3
Pooled Variance 4,796353
Hypothesized Mean
Difference 0
df 4
t Stat -0,42253
P(T<=t) one-tail 0,347181
t Critical one-tail 2,131847
P(T<=t) two-tail 0,694363
t Critical two-tail 2.,7776445

3. Sampel C

Variable 1 Variable 2
Mean 207.,4667 206,358
Variance 1,333333 1,08882
Observations 3 3
Pooled Variance 1,211077
Hypothesized Mean
Difference 0
df 4
t Stat 1,233818
P(T<=t) one-tail 0,142405
t Critical one-tail 2,131847
P(T<=t) two-tail 0,28481
t Critical two-tail 2,776445
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4. Sampel D

Variable 1 Variable 2
Mean 237.4667 232.8395
Variance 21,33333 3,1893
Observations 3 3
Pooled Variance 12,26132
Hypothesized Mean
Difference 0
df 4
t Stat 1,618421
P(T<=t) one-tail 0,090441
t Critical one-tail 2,131847
P(T<=t) two-tail 0,180883
t Critical two-tail 2.,7776445
5. Sampel E
Variable 1 Variable 2
Mean 274,1333 275,8025
Variance 25233333 8,80487
Observations 3 3
Pooled Variance 17,0691
Hypothesized Mean
Difference 0
df 4
t Stat -0,4948
P(T<=t) one-tail 0,323342
t Critical one-tail 2,131847
P(T<=t) two-tail 0,646685
t Critical two-tail 2,776445




