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Kopi merupakan salah satu hasil komoditi perkebunan yang banyak
dikembangkan di Indonesia. Kopi biji mengandung beberapa senyawa bioaktif
seperti kafein, asam klorogenat dan trigonelin yang memiliki sifat fungsional
sehat seperti aktivitas antioksidan. Sumber antioksidan yang mendominasi pada
kopi biji yaitu asam klorogenat yang termasuk dalam golongan senyawa polifenol.
Senyawa polifenol memiliki kelemahan vyaitu bersifat tidak stabil terhadap
pengaruh lingkungan, upaya untuk mempertahankan senyawa tersebut dilakukan
dengan menggunakan teknologi nanoenkapsulasi. Nanoenkapsulasi merupakan
suatu teknik peyalutan senyawa aktif dalam bahan penyalut dalam bentuk cair
maupun padat dengan ukuran nano. Kelebihan nanopartikel yaitu dapat
meningkatkan bioviabilitas dan dapat menembus ruang antar sel yang tidak dapat
ditembus oleh partikel yang lebih besar. Metode yang banyak digunakan dalam
pembentukan nanopartikel yaitu metode gelasi ionik karena sederhana, murah dan
mudah diaplikasikan. Nanopartikel diharapkan memiliki sifat fisik dan kimia yang
baik. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui karakteristik fisik dan kimia
nanopartikel kopi biji pada variasi konsentrasi kitosan dan penambahan ekstrak
kopi biji.

Penelitian dilakukan dalam empat tahapan yaitu (1) ekstraksi kopi biji, (2)
karakterisasi ekstrak kopi biji meliputi pH, rendemen, total padatan terlarut dan
total polifenol, (3) sintesis nanopartikel kopi biji, (4) pengujian fisik nanopartikel
meliputi ukuran partikel, distribusi partikel, morfologi partikel dan zeta potensial.
Pengujian kimia meliputi efisiensi enkapsulasi kandungan total polifenol, FTIR,
aktivitas antioksidan DPPH, FRAP (ferric reducing antioksidan power) dan
radikal OH.

Hasil penelitian menunjukkan nilai efisiensi enkapsulasi nanopartikel kopi
biji pada konsentrasi kitosan 0,1 % dengan penambahan ekstrak kopi biji 0,1
hingga 0,5 mL berturut turut 13,36; 10,60; 10,56; 10,56 dan 8,62%, sedangkan
pada konsentrasi kitosan 0,2% dengan penambahan ekstrak 0,1 hingga 0,5 mL
nilai efisiensi enkapsulasi yaitu 9,18; 8,96; 5,57; 5,22, dan 4,61% Kandungan
polifenol nanopartikel kopi biji pada konsentrasi kitosan 0,1% berkisar antara 0,46
hingga 1,98 mg GAE/mL, sedangkan pada konsentrasi kitosan 0,2% kandungan
total polifenol berkisar antara 0,47 hingga 1,96 mg GAE/mL. kenampakan visual

Vi


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

nanopartikel pada semua formulasi konsentrasi kitosan dan ekstrak kopi
menunjukkan adanya crosslink yang ditandai dengan kondisi opaque pada larutan
nanopartikel. Berdasarkan hasil pengujian efisiensi enkapsulasi, kandungan total
polifenol dan kenampakan visual dipilih 4 formulasi yaitu 0,1 dan 0,2 % kitosan
dengan penambahan ekstrak 0,3 dan 0,4 mL untuk dilakukan pengukuran terhadap
ukuran dan distribusi partikel. Hasil pengujian ukuran partikel dan distribusi
partikel pada konsentrasi kitosan 0,1% dengan penambahan ekstrak kopi 0,3 dan
0,4 yaitu 290,067; 292,167 nm dengan nilai distribusi 0,296; 0,285 PDI,
sedangkan pada konsentrasi kitosan 0,2 % dengan penambahan ekstrak 0,3 dan
0,4 mL yaitu 355,633 dan 462,9 nm dengan nilai ditribusi partikel 0,480; 0,496
PDI.

Berdasrkan pengujian ukuran dan distribusi partikel dipilih satu formulasi
yaitu pada konsentrasi kitosan 0,1% ekstrak 0,4 mL. formulasi terpilih  memiliki
karakteristik nilai efisiensi enkapsulasi 10,17 %, ukuran partikel 292,9 nm,
distribusi partikel 0,285 PDI, nilai zeta potensial 38,93 mV. Hasil analisis FTIR
menunjukkan adanya gugus amina, hikroksi dan beberapa cincin aromatis dari
polifenol pada nanopartikel. Kandungan total polifenol 1,771 mg GAE/mL,
aktivitas antioksidan DPPH 0,392 mmol TE/mL, FRAP 0,138 mmol TE/mL,
Radikal OH 0,147 mmol TE/ mL.

Vii
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SUMMARY

Physical and Chemical Characterization of Nanoparticle Green Bean Coffee
Using lonic Gelation Method; Fita Ning Tias, 141710101065; 2018; 58 pages;
Department of Agricultural Technology, Faculty of Agricultural Technology,
University of Jember.

Coffee is one of horticultural commodity products which much developed
in Indonesia. Coffee contains several bioactive compounds such as caffeine,
chlorogenate acid and trigonelin which gives healthy functional properties such as
antioxidant activity. The dominated antioxidant source in green bean is
chlorogenat acid which included in the group of polyphenol compound. The
polyphenol compound has the weakness. It is unstable on the environment effect.
Then, the effort to maintain that compound by nanoencapsulation.
Nanoencapsulation is one of the techniques used to supply the active compound in
the supplying of liquid or solid material in nano size. The excess of nanoparticles
can increase the bioavailability and stab the space between cells which cannot be
stabbed by the bigger particles. The most method used in nanoparticle formation
is ionic gelation method because it is simple, cheap and applicable. Nanoparticle
is expected to have good chemical and physical properties. Objec of this research
was to know the characterization of physical and chemical of nanoparticle green
bean in variety of chitosan and green coffee extract addition.

This research was conducted in four stages, they were: (1) green coffee
extraction, (2) characterization of green coffee extract including pH, rendement,
total dissolved solids and polyphenol total, (3) synthesis of nanoparticle green
bean, (4) nanoparticle physical test including the particle size, particle
distribution, particle morphology, and potential zeta. The chemical test was
including encapsulation efficiency, total polyphenol contents, FTIR, antioxidant
activity DPPH, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) and OH radical.

The research result showed that encapsulation efficiencies of nonparticle
green bean in 0.1 % of chitosan concentration by adding 0.1 to 0.5 mL of the
green bean coffee extract were 13.36; 10.60; 10.56; 10.56 and 8.62%, while in
0.2% of chitosan concentration by adding 0.1 to 0.5 mL of the coffee extract, the
encapsulation efficiency values were 9.18; 8.96; 5.57; 5.22, and 4.61%. The
polyphenol content of nonparticle green bean in 0.1% of chitosan concentration
was between 0.46 to 1.98 mg GAE/mL, while in 0.2% of chitosan concentration
was between 0.47 to 1.96 mg GAE/mL. The nonparticles visual appearance in all
of the chitosan concentration formulation and coffee extract showed that there
was a crosslink which marked by the opaque condition in the nonparticle
solubility. Based on encapsulation efficiency test result, total polyphenol content
and 4 formulation chosen of the visual appearance were 0.1% and 0.2% of
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chitosan by adding 0.3 and 0.4 mL extract to measure the size and particle
distribution. The result of the particles size and particle distribution in 0.1% of
chitosan concentration by adding 0.3 and 0.4 mL extract were 290.067; 292.167
nm and distribution particles were 0.296; 0.285 PDI, while in 0.2% of chitosan
concentration by adding 0.3 and 0.4 mL of the extract were 355.633 and 462.9 nm
and the distribution particles were 0.480; 0.496 PDI.

Based on the size and particles distribution test, one formulation chosen
was in 0.1% of chitosan and 0.4 mL of extract. The chosen formulation had
10.17% of encapsulation efficiency, particles size 292.9 nm, particles distribution
0.285 PDI, zeta potential 38.93 mV. FTIR analysis result showed that there was
amines group, hidroxyl and several aromatic ring of the polyphenol in the
nonparticles. The total polyphenol was 1.77 mg GAE/mL, DPPH antioxidant
activity was 0.392 mmol TE/mL, FRAP was 0.138 mmol TE/mL, OH radical was
0.147 mmol TE/ mL.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kopi merupakan salah satu komoditi hasil perkebunan yang banyak
dikembangkan di Indonesia. Kopi banyak diolah menjadi produk minuman karena
memiliki rasa dan aroma yang khas. Produk minuman kopi pada umumnya
melalui proses penyangraian yang dapat menghasilkan aroma khas dari kopi
(Ridwansyah, 2003). Proses penyangraian dapat merusak senyawa bioaktif pada
kopi yang berupa asam klorogenat. Kopi biji diproses tanpa penyangraian
sehingga mengandung asam klorogenat yang lebih tinggi dibanding kopi sangrai
(Dias et al., 2015). Produk berbasis kopi biji (green bean) saat ini mulai
dikembangkan untuk mendapatkan lebih banyak senyawa bioaktif.

Kopi biji mengandung beberapa senyawa bioaktif seperti kafein, asam
klorogenat dan trigonelin (Esqual dan Jimenez, 2012). Kandungan senyawa
bioaktif pada kopi biji dapat memberikan efek fungsional sehat pada tubuh, salah
satunya yaitu sebagai sumber antioksidan. Sumber antioksidan yang mendominasi
pada kopi biji yaitu asam klorogenat yang merupakan jenis senyawa polifenol
(Lee et al., 2008). Senyawa polifenol pada kopi dapat menurunkan berat badan
dan antidiabetes (Henry et al., 2010). Senyawa antioksidan dapat mencegah
adanya stress oksidatif yang disebabkan oleh adanya radikal bebas, sehingga dapat
mencegah kanker, penyakit kardiovaskuler maupun penyakit neuregeratif lainnya
(Winarsih, 2007).

Senyawa polifenol memiliki sifat yang tidak stabil terhadap pengaruh
lingkungan sehingga akan berpengaruh terhadap bioviabilitasnya dalam tubuh
(Sulistyo et al., 2002). Salah satu upaya untuk mempertahankan senyawa bioaktif
pada kopi dapat dilakukan dengan menggunakan teknologi nanoenkapsulasi.
Nanoenkapsulasi merupakan teknik penyalutan bahan aktif ke dalam bahan
penyalut untuk melindungi senyawa bioaktif baik dalam bentuk cair maupun
padat dengan ukuran nano (Kailasapathy, 2002). Nanopartikel dengan

menggunakan polimer dapat meningkatkan bioviabilitas dan mengendalikan
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pelepasan suatu zat aktif (Napsah dan Wahyuningsih, 2009). Nanopartikel mampu
menembus ruang antar sel yang tidak dapat ditembus oleh partikel yang berukuran
lebih besar (Buzea et al., 2007).

Nanopartikel dapat disitesis dengan beberapa metode antara lain metode
dispersi polimer, polimerisasi monomer dan gelasi ionik. Metode gelasi ionik
merupakan metode yang paling sederhana, murah dan mudah diaplikasikan
(Mohanraj dan Chen, 2006). Prinsip sintesis nanopartikel metode gelasi ionik
yaitu terjadinya interaksi ionik antara kation dan anion membentuk matriks tiga
dimensi kemudian senyawa bioaktif akan berada di dalam jaringan nanopartikel.
Kitosan merupakan biopolimer yang banyak digunakan dalam sintesis
nanopartikel dengan metode gelasi ionik karena kelebihan kitosan yaitu bersifat
biokompatibel, biodegradabel, tidak beracun, dan dapat membentuk matriks yang
dapat mengendalikan pelepasan senyawa bioaktif (Prabaharan, 2008). Sodium
tripolifospat banyak digunakan sebagai crosslinker dalam sintesis nanopartikel
karena memiliki banyak ion negatif sehingga meningkatkan kekuatan partikel
(Wahyono, 2010). Keberhasilan pembentukan nanopartikel menggunakan metode
gelasi ionik ditentukan oleh konsentrasi kitosan dan sodium tripolifospat (STPP)
yang seimbang. Volume ekstrak kopi biji yang ditambahkan juga akan
mempengaruhi karakteristik nanopartikel yang dihasilkan

Beberapa penelitian sintesis nanopartikel menggunakan metode gelasi ionik
telah dilakukan, diantaranya penelitian yang dilakukan Wau, et al. (2005) yaitu
sintesis nanopartikel senyawa ammonium glycrrhhizinate dengan kitosan dan
bahan penaut tripolifospat. Penelitian serupa juga dilakukan oleh Alishahi (2011)
yaitu sintesis nanopartikel vitamin C dengan bahan sintesis berupa kitosan dan
sodium tripolifospat. Penelitian sintesis nanopartikel pada senyawa kopi biji
(green bean) dengan metode gelasi ionik belum dilaporkan, sehingga penelitian
ini perlu dilakukan untuk mengetahui karakteristik fisik dan kimia nanopartikel
kopi biji pada berbagai variasi konsentrasi kitosan dan penambahan ekstrak kopi
biji.
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1.2 Rumusan Masalah

Kopi biji atau yang dikenal sebagai kopi green bean mengandung senyawa
bioaktif yang lebih tinggi dibandingkan kopi sangrai. Kandungan senyawa
bioaktif pada kopi biji meliputi kafein, asam klorogenat dan trigonelin. Senyawa
bioaktif pada kopi didominasi oleh senyawa asam klorogenat yang tergolong
dalam senyawa polifenol. Senyawa polifenol memiliki stabilitas dan bioviabilitas
yang rendah. Upaya untuk mempertahankan senyawa bioaktif pada kopi biji dapat
dilakukan menggunakan teknologi nanoenkapsulasi. Keunggulan teknologi
nanoenkapsulasi yaitu dapat meningkatkan stabilitas dan bioviabilitas senyawa
bioaktif. Metode pembuatan nanopartikel yang paling mudah untuk dilakukan
yaitu metode gelasi ionik. Faktor yang menentukan keberhasilan pembuatan
nanopartikel dengan metode gelasi ionik yaitu konsentrasi kitosan, STPP dan
ekstrak yang ditambahkan, belum diketahui formulasi penambahan kitosan dan
ekstrak kopi biji untuk menghasilkan nanopartikel kopi biji dengan karakteristik

yang baik.

1.3 Tujuan
Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu:
1. Mengetahui karakteristik fisik dan kimia nanopartikel kopi biji (green bean)
dalam berbagai variasi kitosan dan ekstrak yang ditambahkan.
2. Mengetahui karakteristik fisik dan kimia nanopartikel kopi biji (green bean)

pada formulasi terpilih.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat antara lain:
1. Meningkatkan nilai ekonomi kopi
2. Nanopartikel kopi biji (green bean) yang dihasilkan dapat dikembangkan
menjadi produk pangan fungsional seperti nutrasetikal

3. Sebagai sumber informasi mengenai teknologi nanoenkapsulasi
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kopi
2.1.1 Produktivitas kopi Biji

Kopi merupakan salah satu komoditi andalan di Indonesia dan banyak
dikembangkan (Rejo et al., 2009). Indonesia merupakan negara penghasil kopi ke
empat di dunia setelah Brazil, Vietham dan Kolumbia. Produktivitas kopi di
Indonesia terus mengalami peningkatan pada tiga tahun terakhir yaitu pada tahun
2015 hingga 2017 berturut turut 639,412; 639,305 dan 637,539 ton (Ditjenbun,
2017). Kopi berkontribusi 50% dari total ekspor komoditi tropis di seluruh dunia
(Ayelign et al., 2013). Volume ekspor kopi Indonesia dari tahun 1980 hingga
2015 bersifat fluktuatif namun cenderung mengalami peningkatan. Pada tahun
1980 ekspor kopi mencapi 238.667 ton dengan nilai 656 juta US$ dan meningkat
pada tahun 2015 menjadi 502.021 ton dengan nilai 1.198 juta US$ (Kementrian
Pertanian, 2015).

2.1.2 Jenis Jenis Kopi

Jenis kopi yang banyak dikembangkan di Indonesia adalah kopi robusta dan
kopi arabika. Kopi arabika memiliki ciri ciri yaitu berdaun kecil dan tebal, tumbuh
dengan baik pada ketinggian 1000-1500 m dpl, memiliki cita rasa yang baik.
Kelemahan kopi jenis arabika vyaitu rentan terhadap nematode (cacing)
Pratylenchus sp dan Radopholus similis, rentan terhadap penyakit karat daun
(Halupi dan Martini, 2013). Biji kopi arabika berbentuk memanjang, bidang
cembung tidak terlalu tinggi, ujung biji mengkilap, biji lebih cerah dibanding jenis
kopi lainya (Pangabean 2011). Kopi arabika memiliki rasa yang baik (Jaiswal et
al., 2010).

Kopi robusta memiliki ciri-ciri yaitu berdaun lebar dan tipis, daerah tumbuh
yaitu pada ketinggian 40-900 m dpl, biji besar. Kopi robusta memiliki cita rasa
yang pahit (Jaiswal et al., 2010). Kekurangan kopi robusta yaitu tidak tahan
terhadap iklim kering, rentan terhadap nematode parasit (Halupi dan Martini,
2013). Kopi jenis robusta juga bersifat tahan terhadap penyakit karat daun, syarat

tumbuh lebih muda dan pemeliharaan lebih ringan (Prastowo et al., 2010).
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Produktivitas kopi robusta di Indonesia lebih tinggi dibanding kopi arabika yaitu
hampir 80% total produktivitas kopi didominasi oleh kopi robusta (Ditjenbun,
2015). Kurang lebih 90% areal perkebunan kopi merupakan perkebunan kopi
robusta (Prastowo et al., 2010).
2.1.3 Karakteristik dan Pengolahan Kopi

Buah kopi yang masih muda berwarna hijau kemudian berangsur-angsur
menjadi kuning dan akhirnya buah matang dan menjadi merah. Buah kopi matang
memiliki lendir yang memiliki rasa manis. Buah kopi terdiri dari empat bagian
utama yaitu lapisan kulit luar buah (ekocarp), lapisan daging buah (mesocarp),
lapisan kulit tanduk (endocarp) dan biji kopi (Pangabean, 2011). Bagian buah
kopi lainya terdiri dari cangkang, tangkai dan kulit ari. llustrasi gambar buah kopi

disajikan pada Gambar 2.1.

Cangkang Kulit luar

Daging buah

Biji

- '
B

Tangkai Kulit ari

Gambar 2.1 Buah Kopi (Widyotomo, 2013)

Kopi banyak digunakan sebagai bahan pembuatan minuman karena aroma
dan rasa yang khas. Sebelum digunakan sebagai bahan minuman biasanya kopi
dilakukan proses penyangraian untuk menghasilkan flavour yang khas
(Ridwansyah, 2003). Produk hilir kopi yang banyak berkembang saat ini yaitu
kopi roasted, kopi bubuk, kopi instan, kopi dekafeinasi, kopi mix. Kecenderungan
pengolahan kopi nasional yaitu industri pengolahan dalam bentuk kopi biji yaitu
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sekitar 80% sedangkan sisanya 20% merupakan kopi olehan seperti kopi roasted,
kopi instan, kopi mix (Ditjen Perindustrian, 2009).
2.1.4 Kandungan Kimia Kopi

Kopi mengandung komponen kimia seperti kafein, asam klorogenat,
trigonelin, karbohidrat, asam amino, asam organik (Hidgon et al., 2000).
Kandungan biji kopi sebelum dan sesudah disangrai disajikan dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Kandungan kopi robusta dan arabika sebelum dan sesudah di sangrai

(9/100 g bahan)
Kopi Arabika Kopi Arabika Kopi Robusta Kopi
Komponen Hii : . Robusta
ljau Sangrai Hijau .
Sangrai
Sukrosa 6-9 4,2 0,9-4,0 1,6
Gula Pereduksi 0,1 0,3 0,4 0,3
Polisakarida 34-44 31-33 48-55 37
Lignin 3 3 3 3
Pektin 2 2 2 2
Protein 10-11 7,5-10 10-11 7,5-10
Asam amino 0,5 Tidak 0,8-1 Tidak
bebas terdeteksi terdeteksi
Kafein 0,9-1,3 1,1-1,3 1,5-2,5 2,4-2,5
Trigonelin 0,6-0,2 1,2-0,2 0,6-0,7 0,7-1,3
Asam Nikotinik - 0,016-0,026 - 0,014-0,025
Minyak kopi 15-17 17 7-10 11
(Trigliserida,
sterol/tokoferol)
Diterpen 0,5-1,2 0,9 0,2-0,8 0,2
Mineral 3-4,2 4,5 4,4-4.5 47
Asam Klorogenat 4,1-7,9 1,9-2,5 6,1-11,3 3,3-3,8
Asam Alifatik 1,0 1,6 1 1,6
Asam Kkuinat 0,4 0,8 0,4 1
Melanoidins - 25 - 25

Sumber : Farhaty, (2017)

Kandungan kimia kopi biji dipengaruhi oleh jenis dan varietas kopi selain
itu faktor faktor yang mempengaruhi kandungan kopi yaitu lingkungan tempat
tumbuh, tingkat kematangan, kondisi penyimpanan dan proses pengolahan
(Clarke dan Markae 1987). Kopi mengandung senyawa polifenol yang cukup
besar, berdasarkan penelitian yang dilakukan olen Wiranata (2016) kopi biji
(green bean) mengandung senyawa polifenol yaitu 13,18 g GAE/ 100 gram.
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Penelitian Naidu, et al. (2008) menunjukkan bahwa kandungan total polifenol
tertinggi pada kopi biji atau kopi green bean Arabika dan robusta yaitu 32,19
dan 31,71% dimana kandungan asam klorogenatnya mencapai 30,19 dan 29,71%
dari total fenol. Hal ini sesuai dengan pernyataan Ayelign et al. (2013) asam
klorogenat merupakan komponen fenolik yang mendominasi pada kopi,
kandungan asam klorogenat pada kopi mencapai 90% dari total senyawa fenol
lain yang terdapat pada kopi (Mursu et al., 2005). Proses penyangraian pada kopi
akan menurunkan kandungan asam klorogenat, dimana semakin lama tingkat
penyangraian maka kandungan asam klorogenatnya akan semakin berkurang
(Dias et al., 2015). Asam klorogenat dalam kopi bersifat sebagai antioksidatif
yang bermanfaat bagi tubuh (Lee et al., 2008). Aktivitas antioksidan pada kopi
bekerja pada ROS (Reactive Oxygen Spesies) dimana antioksidan akan
menurunkan ROS (Reactive Oxygen Spesies) sehingga akan menurunkan
beberapa resiko yang disebabkan oleh ROS tersebut yaitu antara lain iskemia dan
kerusakan pada usus (Sato et al., 2011). Struktur asam klorogenat disajikan pada
Gambar 2.2.

Gambar 2.2. Struktur asam klorogenat (Ayelign, 2013)

Kafein merupakan salah satu senyawa alkaloid yang terdapat pada kopi
yang dapat meningkatkan detak jantung, tekanan darah, mengurangi kelelahan dan
mengurasi rasa lapar (Suhartono et al., 2005). Konsumsi kafein secara berlebihan
dapat menyebabkan gelisah, gugup, insomnia, hipertensi maupun mual
(Farmakologi Ul, 2012). Menurut SNI 01-7152-2006 batas kafein pada makanan

yaitu 150 mg/sajian sedangkan pada minuman yaitu 50 mg/sajian.
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2.2 Nanopartikel

2.2.1 Definisi Nanopartikel

Nanopartikel didefinisikan sebagai partikel yang berukuran 10-1000 nm
(Mohanraj dan Chen, 2006). Nanopartikel memiliki sifat yang baik karena
peningkatan luas permukaan dapat meningkatkan reaktivitas maupun kekuatan
partikel (Thassu et al., 2007). Sebagai sistem penghantar obat, nanopartikel
memiliki beberapa keuntungan yaitu (1) ukuran partikel dan sifat permukaan yang
mudah diatur, (2) mengontrol pelepasan zat aktif, (3) mengurangi efek samping
zat aktif (Rawat et al., 2006). Buzea et al. (2007) menyatakan bahwa nanopartikel
mampu menembus ke dalam ruang antar sel yang tidak dapat ditembus oleh
partikel yang berukuran lebih besar. Zat aktif dapat terlarut, terperangkap,
terenkapsulasi pada matriks nanopartikel. Nanopartikel dengan menggunakan
polimer dapat meningkatkan fungsi obat yaitu meningkatkan bioviabilitas,
mengendalikan pelepasan obat (Rauhatun dan lis, 2013). Kelebihan nanopartikel
yang lain yaitu dapat meningkatkan stabilitas senyawa aktif terhadap degradasi
lingkungan. Disamping kelebihannya, nanopartikel memiliki beberapa kelemahan
yaitu nanopartikel sukar dalam penanganan dan penyimpanan karena mempunyai
kemungkinan untuk teragregasi, ukuran partikelnya yang kecil memungkinkan
nanopartikel masuk ke dalam bagian tubuh yang tidak diinginkan yang
memungkinkkan memberikan dampak berbahaya dalam tubuh (Mohanraj dan
Chen, 2006).
2.2.2 Metode Pembuatan Nanopartikel

Pembuatan nanopartikel dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain
komposisi material dan metode yang digunakan. Saat ini banyak metode yang
dikambangkan untuk menghasilkan nanopartikel berukuran kecil dan seragam
(Wahyono, 2010). Nanopartikel dapat dibuat dengan beberapa metode antara lain
metode dispersi polimer, polimerisasi monomer dan gelasi ionik (Mohanraj dan
Chen, 2006). Metode sintesis nanopartikel dengan dispersi polimer salah satunya
yaitu dengan penguapan pelarut. Metode pengupapan pelarut dilakukan dengan
menambahkan pelarut pada zat aktif dan dilakukan penambahan surfaktan.

Campuran kemudian dihomogenisasi untuk menstabilkan emulsi kemudian
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dilakukan penguapan sehingga diperoleh produk dalam bentuk nanopartikel
(Soppimath et al., 2000). Metode polimerisasi monomer dilakukan dalam larutan
berair untuk membentuk nanopartikel, kemudian suspensi nanopartikel dipisahkan
dari zat penstabil dan surfaktan dengan sentrifugasi (Mohanraj dan Chen, 2006).
Metode pembuatan nanopartikel yang paling banyak digunakan yaitu metode
gelasi ionik karena metode ini paling mudah dilakukan (Mohanraj dan Chen,
2006). Metode gelasi ionik dilakukan dengan mencampurkan fase cair yang
mengandung kitosan dan tripolifospat (Yu hi et al., 2008). Prinsip pembentukan
partikel pada metode gelasi ionik yaitu terjadinya interaksi ionik antara gugus
amina pada kitosan yang bermuatan positif dengan polianion yang bermuatan
negatif membentuk intramolekul tiga dimensi (Agnihotri, 2004).

Metode lain yang dapat digunakan dalam pembuatan nanopartikel yaitu
metode emulsifikasi. Metode emulsifikasi banyak digunakan pada bahan yang
sulit larut dalam pelarut air misalnya minyak ikan. Nanoemulsi akan
meningkatkan kelarutan maupun penyerapan senyawa bioaktif yang sulit larut
dalam air (Silvia et al., 2012). Pembuatan nanopartikel menggunakan metode
emulsifikasi terdiri dari emulsi yang terdispersi dalam fase cair dan fase
pengemulasi atau sufraktan sebagai penstabil (Sanguansari dan Agustin 2006;
Fang dan Bhandari 2010).

2.2.3 Karakterisasi nanopartikel
a. Ukuran dan Distribusi Partikel
Ukuran partikel merupakan parameter penting yang dapat mempengaruhi
secara langsung sifat nanopartikel yang dihasilkan (Haskel, 2006). Ukuran
partikel pada teknologi nano berpengaruh terhadap daya serap senyawa
bioaktif pada tubuh dimana semakin kecil ukuran partikel akan meningkatkan
daya serap senyawa bioaktif pada tubuh (Sahoo dan Labhasetwar, 2006).
Menurut Singh dan Liliard (2009) ukuran partikel akan mempengarui
pelepasan senyawa aktif maupun stabilitas nanopartikel. Ukuran partikel pada
pembuatan nanopartikel dengan metode gelasi ionik dipengaruhi oleh beberapa
faktor antara lain konsentrasi polimer yang digunakan, kecepatan tetesan agen

peanut silang dan kecapatan putaran pada saat sintesis nanopartikel. Partikel
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dapat dikatakan berukuran nano apabila berukuran 10 hingga 1000 nm
(Mohanraj dan Chen, 2006).

Distribusi nanopartikel dinyatakan dalam Indeks Polidispersitas (IP)
menunjukkan tingkat kehomogenan dari nanopartikel yang terbentuk. Semakin
kecil nilai indeks polidspersitas maka nanopartikel yang terbentuk semakin
homogen (Lovelyn dan Attama, 2011). Rentang nilai indeks polidispersitas
berkisar antara 0 hingga 1. Nilai mendekati 0 memiliki kehomogenan yang
semakin baik nilai indeks polidispersitas melebihi 0,5 menunjukkan rendahnya
kehomogenan nanopartikel yang terbentuk (Avandi et al., 2010). Ukuran dan
distribusi nanopartikel diukur menggunakan alat Particle Size Analizer (PSA)
menggunakan prinsip Photon Correlation Spectroscopy dan Electrophoretic
Light Scatting. Pengukuran menggunakan PSA memiliki rentang 0,6 pm — 7
nm (Coulter, 2008). Menurut Wu et al. (2005) konsentrasi polimer dapat
mempengaruhi nanopartikel yang terbentuk. Semakin besar konsentrasi
polimer yang digunakan maka ukuran partikel yang terbentuk semakin besar.

b. Zeta potensial
Zeta potensial adalah ukuran muatan permukaan partikel yang tersebar
dalam medium pendispersi. Zeta potensial menunjukkan adanya gaya tolak
menolak antar partikel dimana semakin besar nilai zeta potensial maka partikel
akan semakin stabil (Couvreur et al., 2012). Nanopartikel dikatakan stabil
apabila memiliki nilai zeta (+/-) 30 mV (Murdock et al., 2008). Nilai positif
pada zeta potensial menunjukkan adanya gugus amino pada kitosan pada
permukaan nanopartikel yang terbentuk. Adanya muatan positif pada kitosan
menyebabkan kitosan memiliki sifat mukoadhesiv (Alishahi et al., 2011).
c. Morfologi Nanopartikel
Morfologi nanopartikel akan mempengaruhi pelepasan senyawa bioktif
pada nanopartikel. Untuk mengetahui bentuk nanopartikel dapat dilakukan
dengan menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM) atau Transmisi
Electron Microscopy (TEM), dan mikroskop daya atom (Haskell, 2006).
Penelitian Dewantari, (2013) menunjukkan bahwa penambahan tripolipfospat

tidak memberikan pengaruh terhadap mofologi nanopartikel yang terbentuk.
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Nanopartikel yang baik memiliki bentuk yang sferis dimana partikel yang
berbentuk sferis menghindari adanya kontak antara partikel sehingga partikel
tidak mudah menggumpal (Martien et al., 2012).
d. Efisiensi Enkapsulasi

Efisiensi enkapsulasi menunjukkan banyaknya senyawa aktif yang terjerap
dalam nanopartikel (Chabib et al., 2012). Faktor yang mempengaruhi efisiensi
adalah kombinasi antara senyawa bioaktif, polimer dan metode yang digunakan
(Mohanraj dan Chen, 2006). Menurut penelitian yang dilakukan oleh Wu et al.
(2005) konsentrasi penambahan polimer berupa kitosan akan berpengaruh
terhadap efisiensi enkapsulasi yang dihasilkan, dimana semakin tinggi
konsentrasi kitosan maka efisiensi nanopartikel akan semakin menurun.
Efisiensi enkapsulasi menggunakan metode gelasi ionik sangat dipengaruhi
olen komposisi penggunaan kitosan dan sodim tripolifospat, keseimbangan
antara gugus amin oleh kitosan dan ion fosfat yang diberikan sodium
tripolifospat akan meningkatkan efisiensi enkapsulasi (Elzoghby et al., 2013).
Nanopartikel dinyatakan efisien apabila memiliki nilai efisiensi yang lebih
besar 50% atau mendekati 100% (lbezim et al., 2011; Kafshgari et al., 2010)

2.3 Gelasi lonik

Metode gelasi atau pembentukan gel merupakan suatu penggabungan atau
pengikatan silang rantai-rantai polimer membentuk jaringan tiga dimensi yang
saling berikatan (Fardiaz, 1989). Metode pembuatan nanopartikel dengan gelasi
ionik banyak dikembangkan dan paling mudah untuk dilakukan (Mohanraj dan
Chen 2006). Prinsip pembentukan partikel pada metode gelasi ionik yaitu
terjadinya interaksi ionik antara gugus amino pada kitosan yang bermuatan positif
dengan polianion yang bermuatan negatif membentuk intramolekul tiga dimensi
(Agnihotri, 2004). Bahan yang digunakan dalam pembuatan nanopartikel berupa
polimer dan penaut silang atau crosslinker (Rachmania, 2011). Polimer yang biasa
digunakan dalam pembuatan nanopartikel yaitu gelatin, amilum, kitosan dan
natrium alginate (Soppimath et al., 2011). Polimer yang digunakan dalam proses

sintesis nanopartikel yang baik harus bersifat biodegradabel dan biokompatibel.
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Polimer yang digunakan diharapkan dapat terserap oleh tubuh dalam saluran
pencernaan (Wu et al., 2005). Kitosan merupakan polimer yang memiliki sifat
biodegradable dan biocompatible dan non toksik (Prusty, 2009).

Sintesis nanopartikel menggunakan metode gelasi ionik, kitosan dilarutkan
terlebih dahulu pada larutan dengan pH asam misalnya asam asetat glasial
sehingga akan terjadi pengubahan gugus amina (NH2) menjadi (NH3"). Gugus
positif kemudian akan berinteraksi ion negatif dari pengikat silang (Cross linker)
seperti tripolipospat (Bhumkar dan Pokharkar, 2006; kafshgari et al., 2011). Zat
pengikat silang yang banyak digunakan yaitu tripolifospat yang merupakan jenis
senyawa polianion yang memiliki lebih banyak muatan negatif, hal ini yang
menyebabkan tripolifospat dapat berinteraksi lebih kuat dibanding polianion lain
seperti sulfat dan sitrat (Wahyono, 2010). Interaksi ionik antara kitosan dan

Tripolifospat disajikan pada Gambar 2.3.

CH,OH NH;*  CH,OH o
H/H
0
H H H
0

CH,0H A
0
HO-F=0

ol ol

nuo caon NH,+
HOH
H
0

CH, oa CH,OH
Gambar 2.3 Interaksi Crosslink Kitosan dan STPP (Mi et al., 1996)

Sintesis nanopartikel menggunakan metode gelasi ionik dilakukan dengan
menambahkan Sodium tripolifospat dan ekstrak setetes demi pada larutan kitosan
sambil dilakukan pengadukan pada kecepatan tertentu. Nanopartikel akan
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terbentuk secara spontan akibat adanya pengadukan pada suhu kamar (Alishahi et
al., 2011). Sintesis nanopartikel metode gelasi ionik disajikan pada Gambar 2.4.

ekstral/
. TPP

o)

Gelas beaker 1 Larutan kitosan

'
~—

|
Magnetic stirrer

— Hot plate
Gambar 2.4. Sintesis nanopartikel metode gelasi ionik (Alishahi et al., 2011)

2.4 Kitosan
2.4.1 Pengertian dan Struktur Kitosan

Kitosan merupakan jenis polisakarida yang merupakan polimer dari
karbohidrat alami termodifikasi yang terbuat dari N-deasetilasi parsial Kitin,
biopolimer alami yang terbuat dari kulit kepiting, udang, lobster dan cumi cumi
(Liu et al, 2012; Yi et al., 2005). Kitosan memiliki rumus molekul (CeH1:NO4)n
yang merupakan salah satu dari polimer alam yang bersifat mudah terdegradasi,
biokompatibel, tidak beracun, memiliki aktifitas anti bakteri, mukoadhesif serta
mudah diperoleh (Ru et al. 2009). Bobot molekul kitosan beragam, tergantung
pada degradasi selama proses deasetilasi (Sugita et al., 2010). Struktur kitosan
disajikan pada Gambar 2.5.

OH

Gambar 2.5. Struktur kitosan (Thate, 2004)
2.4.2 Sumber dan Sintesis Kitosan
Proses pembuatan kitosan dari kulit udang maupun kepiting, melibatkan

proses penghilangan protein dan pemutusan kalsium karbonat yang ada pada
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udang maupun kepiting (Dutta et al., 2004). Produksi kitosan dilakukan melalui
empat tahap yaitu proses demineralisasi, deproteinasi, pemucatan, dan deasetilasi.
Proses demineralisasi bertujuan untuk menghilangkan mineral yang terkandung
pada kulit kepiting maupun udang mengunakan larutan asam Kklorida berikutnya
dilakukan tahap deproteinasi merupakan proses penghilangan protein dalam
larutan NaOH. Proses selanjutnya yaitu pemucatan menggunakan larutan
(KMnOQg4). Pada tahap pemucatan ini terbentuk Kkitin, kemudian Kitin yang
terebntuk dilakukan proses deasetilasi untuk menghilangkan gugus asetil
(COCH?3) dengan perebusan (Suptijah et al., 1992).

Derajat deasetilasi kitosan menunjukkan banyaknya gugus asetil yang
hilang selama proses deasetilasi kitin menjadi kitosan. Semakin tinggi derajat
deasetilasi kitosan sebanding dengan keaktifannya, hal ini disebabkan karena
banyaknya gugus amina yang terbentuk dan menggantikan gugus asetil. Gugus
amina bersifat lebih reaktif dibandingkan dengan gugus asetil yang disebabkan
adanya elektron bebas pada atom nitrogen dalam struktur kitosan (Muzzarelli,
1997). Derajat deasetilasi kitosan akan mempengaruhi sifat kitosan yang
dihasilkan. Derajat deasetilasi kitosan semakin tinggi maka kualitas kitosan akan
semakin baik. Menurut penelitian yang dilakukan Kim et al. (2006) kitosan
dengan derajat deasetilasi 80- 85 % memiliki kelarutan yang baik.

2.4.3 Kitosan Sebagai Bahan Pembuatan Nanopartikel

Kitosan juga dapat digunakan dalam pembuatan nanopartikel dengan
berbagai formulasi molekul (Bowman dan Leong, 2006). Kitosan dapat digunakan
sebagai sistem penghantar obat yang baik karena sifat mekanik yang dimilikinya
dan keterurain yang lambat sehingga pelepasan obat akan lebih terkontrol.
Penelitian pembuatan nanopartikel menggunakan kitosan telah banyak dilakukan
untuk pengahantaran senyawa obat maupun komponen bioaktif antara lain
penelitian yang dilakukan Iswandana et al. (2013 ) yaitu pembuatan nanopartikel
verapil hidrokloridal variasi penambahan kitosan dan tripoliposat dengan metode
gelasi ionik. Penelitian serupa juga dilalukan oleh Wu, et al. (2005) yaitu kitosan
sebagai sistem penghantar ammonium glycyrrhizinate. Selain itu penelitian

pembuatan nanopartikel dengan kitosan pada senyawa bioaktif dilakukan oleh
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Dewantari et al. (2013) pembuatan nanopartikel dengan variasi kitosan pada daun

sirih merah.

2.5 Antioksidan
2.5.1 Definisi dan Mekanisme Antioksidan

Antioksidan meruapakan senyawa yang dapat menghambat kerusakan oksidatif
pada suatu molekul target. Antioksidan akan mendonorkan elektronya pada
molekul radikal bebas tanpa mengganggu fungsinya dan dapat memutus reaksi
berantai dari radikal bebas (Kumalaningsih, 2006). Radikal bebas adalah atom
yang memiliki elektron bebas yang tidak stabil dan reaktif. Elektron bebas akan
mencari pasangan elektron baru, sehingga akan bereaksi dengan senyawa lain
seperti protein, lemak maupun DNA dalam tubuh (Winarsih, 2010).

Antioksidan dapat secara alami terdapat pada tubuh atau antioksidan internal
biasa disebut sebagai antioksidan primer. Antioksidan yang berasal dari luar tubuh
disebut sebagai antioksidan Eksternal atau atau sering disebut sebagai antioksidan
sekunder. Antioksidan tersies, pengikat logam (oxygen scavenger) dan pegikat
logam (chelator atau sequestrans) (Lingga dan Lanny, 2012).

Mekanisme kerja antioksidan dibedakan menjadi tiga yaitu 1) antioksidan
primer atau disebut juga chain breaking antioxidant merupakan antioksidan yang
memiliki fungsi memutus reaksi berantai dan mengubahnya menjadi lebih stabil
sehingga dapat mengurangi terbentuknya radikal bebas baru dalam tubuh. Contoh
antioksidan primer yaitu GSH-px, SOD, katalase, 2) antioksidan sekunder yaitu
antioksidan yang berfungsi sebagai pengikat radikal bebas dan dapat mencegah
reaksi berantai radikal. Contohnya yaitu vitamin B, vitamin E, betakaroten, asam
urat, albumin dan bilirubin, 3) antioksidan tersier yaitu antioksidan yang
berfungsi memperbaiki secara molekuler, contohnya yaitu enzim perbaikan DNA,

metionin sulfide reduktase. Kartikawati (1999)

2.5.2. Antioksidan pada Kopi
Kopi mengandung senyawa yang berfungsi sebagai antoksidatif, sumber

antioksidan yang mendominasi pada kopi yaitu asam klorogenat (Lee et al.,
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2008). Berdasarkan penelitan oleh Dias et al. (2015) asam klorogenat paling
tinggi terdapat pada kopi biji atau kopi sebelum disangrai. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa semakin lama proses penyangraian yang dilakukan maka
akan menurunkan kandungan asam klorogenat. Pada proses penyangraian asam
klorogenat akan berubah menjadi asam kafeat dan asam kuinat (Aziz et al., 2009).
Uji aktivitas antioksidan kopi biji dilakukan dengan metode DPPH telah
dilakukan oleh Wiranata (2016) menunjukkan bahwa nilai ECso yang dihasilkan
sebesar 2,49 mg/mL dan pada penyangraian kopi level light, medium dan dark
yaitu 4,13 mg/mL, 4,91 mg/mL dan 6,49 mg/mL. Nilai ECso menunjukkan persen
penghambatan yang disebabkan oleh adanya aktivitas antioksidan pada taraf
50%. Semakin rendah nilai ECso maka aktivitas antioksidan semakin besar, hal
tersebut menunjukkan bahwa kopi biji memiliki aktivitas antioksidan lebih besar
dibandingkan dengan kopi sangrai.

Aktivitas antioksidan pada kopi bekerja pada ROS (Reactive Oxygen
Spesies) dimana antioksidan akan menurunkan ROS (Reactive Oxygen Spesies)
sehingga akan menurunkan beberapa resiko yang disebabkan oleh ROS tersebut
yaitu antara lain iskemia dan kerusakan pada usus (Sato et al., 2011). Asam
klorogenat dapat membantu mengatasi hipertensi dengan melibatkan NO (nitrit
oksida) dimana hipertensi disebabkan karena adanya peningkatan kadar hydrogen
peroksida dan anion superoksida. Meningkatnya kadar anion superoksida akan
bereaksi dengan NO (nitrit oksida) untuk menghasilkan peroxynitri (ONOO-)
sehingga NO (nitrit oksida) berkurang dan menyebabkan hipertensi. Adanya asam
klorogenat akan meningkatkan bioavabilitas NO pada pasien hipertensi karena
metabolit asam klorogenat akan membuang superoksida sehingga akan
menurunkan tekanan darah tinggi atau hipertensi (Watanabe et al., 2006). Asam
klorogenat juga berfungsi sebagai antidiabetes, mengkonsumsi asam klorogenat

dapat menurunkan resiko diabetes militus (Ong et al., 2013)
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboraturium Kimia Biokimia Hasil Pertanian
(KBHP), Labotarurium Analisa Terpadu, Jurusan Teknologi Pertanian Fakultas
Teknologi Pertanian, Laboraturium Biologi Fakultas Farmasi Universitas Jember,
Laboraturium Balai Besar Paska Panen Kementerian Pertanian, Bogor. Penelitian
dilakukan pada bulan Juli hingga Desember 2018.

3.2. Bahan dan Alat
3.2.1. Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah bubuk kopi biji arabika dengan ukuran
20 dan 40 mesh yang diperoleh dari Zhibond Coffee di Jember, kertas saring.
Bahan kimia yang digunakan adalah kitosan merek sigma aldrich, asam asetat,
sodium tripolipospat, etanol, aquadest, asam galat merek sigma aldrich, DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) merek sigma aldrich, Na,CO3z merek KGaA, larutan
folin ciocalteu, asam galat merek Sigma aldrich, metanol KGaA, trolox, HCI,
TPTZ (2,4,6- Tripyridyl-S-triazine) merek sigma aldrich, FeClz6H20, sodium
asetat trihydrate, buffer phospat, TBA, TCA, asam askorbat, H.O>, deoksiribosa
dan iron ammonium sulfat .
3.2.2. Alat

Alat yang digunakan adalah neraca analitik (Mettler Toledo), soxhlet,
Stirrer Rotary Evaporator (Buchi), sprektofotometer UV-VIS (Genesys 10,USA),
mikropipet, sentrifus, lemari pendingin, vortex (VM-300 Taiwan), partikel size

analyzer (PSA), FTIR, mikroskop transmisi elektron dan alat gelas.

3.3. Pelaksanaan Penelitian

Penelitian dilaksanakan dalam empat tahapan yaitu (1) ekstraksi kopi biji,
(2) karakterisasi ekstrak kopi biji meliputi pH, rendemen, total padatan terlarut
dan total polifenol, (3) sintesis nanopartikel kopi biji, (4) pengujian fisik
nanopartikel meliputi ukuran partikel, distribusi partikel, morfologi partikel, FTIR
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dan zeta potensial. Pengujian kimia meliputi efisiensi enkapsulasi, kandungan
total polifenol, aktivitas antioksidan (DPPH, FRAP (ferric reducing antioksidan
power) dan radikal OH). Sintesis nanopartikel dilakukan dengan dua faktor
perlakuan vyaitu variasi konsentrasi kitosan dan ekstrak kopi biji yang
ditambahkan.
3.3.1. Ekstraksi Bubuk Kopi Biji

Ekstraksi bubuk kopi biji dilakukan dengan metode soxhletasi
menggunakan pelarut etanol. Sebanyak 100 gram bubuk kopi biji dibagi menjadi
2 masing masing 50 gram kemudian dibungkus kertas saring. Bubuk kopi biji
diekstrak dengan pelarut etanol (1:11) suhu 50°C selama 14 jam. Ekstrak yang
diperoleh disimpan dalam lemari pendingin selama 2 hari dan disaring setiap hari,
selanjutnya dilakukan evaporasi vakum suhu 40°C hingga ekstrak agak pekat.
Ekstrak yang mulai pekat kemudian ditambah dengan aquadest sebanyak 25 mL
dan dievaporasi kembali dengan suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak pekat dengan
total padatan terlarut 5%rix. Ekstraksi kopi biji disajikan pada Gambar 3.1.
3.3.2 Sintesis Nanopartikel

Sintesis nanopartikel mengacu metode Alishahi et al. (2011)
menggunakan metode gelasi ionik. Konsentrasi kitosan yang digunakan yaitu 0,1,
0,2% dan STPP 0,1%. Sebanyak 9 ml kitosan dilakukan pengadukan dengan
stirrer kecepatan 500 rpm dan ditambahkan STPP sebanyak 1,8 mL, berikutnya
ditambahkan ekstrak kopi biji 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, dan 0,5 mL dengan tetap
dilakukan pengadukan dengan stirrer dengan kecepatan 500 rpm selama 5 menit.
Nanopartikel kopi biji kemudian dilakukan pengujian efisiensi dan total polifenol,
kenampakan visual, ukuran partikel, distribusi partikel, zeta potensial, aktivitas
antioksidan, morfologi partikel dan FTIR. Sintesis nanopartikel kopi biji disajikan
pada Gambar 3.2.
3.3.3 Parameter Pengamatan

Pada penelitian ini dilakukan pengamatan fisik dan kimia pada ekstrak
kopi biji dan nanopartikel terisi ekstrak kopi biji. Adapun parameter yang diamati

antara lain:
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a. Karakteristik ekstrak bubuk kopi biji
(1) Rendemen
(2) Total padatan terlarut
(3) pH
(4) Total padatan
(5) Antioksidan ekstrak

100 gram bubuk
kopi biji

.

Ekstraksi soxhlet
(Waktu = 14 jam )

Etanol 97%
(1:11)

H—

19

ampas

Penyimpanan dalam lemari pendingin

'

Penyaringan menggunakan kertas saring

v

Evaporasi ( suhu= 40°C)

'

Penambahan aquades 25 ml

'

Evaporasi (suhu = 50°)

Ekstrak pekat (5%rix)

Gambar 3.1 Ekstraksi kopi biji
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9 ml kitosan
(0,1, 0,2%)

1,8 mL STPP 0,1%
—| Pengadukan dengan stirrer 500 rpm

v

—»| Pengadukan dengan stirrer 500 rpm
(5 menit)

v

Nanopartikel kopi

Ekstrak kopi
(0,1;0,2;0,3;0,4 dan 0,5
mL)

biji

Gambar 3.2 Sintesis nanopartikel kopi biji

b. Nanopartikel kopi biji

(1) Total polifenol

(2) Efisiensi enkapsulasi

(3) Ukuran nanopartikel

(4) Zeta potensial

(5) Analisis spectrum inframerah (FTIR)

(6) Transmission Electron Microscopy (TEM)

(7) Aktivitas antioksidan (DPPH, FRAP, Radikal OH)
3.3.4 Prosedur Analisis
a. Total Padatan Terlarut (derajat Brix)

Pengukuran total padatan terlarut mengacu pada metode Mukharomah et
al. (2010). Pengukuran total padatan terlarut menggunakan hand refractometer
skala 0-32° Brix. Sampel diteteskan pada kaca sensor hand refractometer dan
nilai  °Brix akan segera terbaca.

b. Pengukuran pH
Penentuan nilai pH ekstrak kopi biji mengacu pada metode AOAC (1995).

Alat pH meter distandarisasi dengan buffer pH 4 dan 7 disesuaikan dengan
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pH nanopartikel kopi biji. Pengukuran dilakukan dengan mencelupkan
elektroda pH meter kedalam 10 mL sampel.
c. Rendemen

Penentuan nilai rendemen kopi biji mengacu pada metode AOAC (1995)
dilakukan dengan mengeringkan sampel menggunakan freeze dryer.
Sejumlah ekstrak kopi biji di masukkan dalam botol timbang kemudian
dimasukkan dalam freezer selama 24 jam untuk memadatkan sampel. Sampel
kemudian di keringkan menggunakan Freeze dryer selama 24 jam. Rendemen
dihitung berdasarkan bobot ekstrak yang dihasilkan dibandingkan dengan
bobot biji kopi yang diekstrak. Perhitungan rendemen sebagai berikut :

% rendemen = Berat kering x 100 %

Berat sampel awal
d. Ukuran Partikel dan Indeks Polidispersitas Nanopartikel
Penentuan ukuran partikel dan indeks polidispersitas mengacu pada
Sharma et al. (2012). Nanopartikel kopi biji diambil 5 tetes kemudian
dimasukan dalam aquadest 20 mL. Campuran nanopartikel dan aquadest
diambil 3 mL dan dimasukkan dalam kuvet untuk dianalisis dengan
menggunakan PSA. Data ukuran partikel diperoleh sebagai keluaran pada
komputer adalah rerata ukuran partikel dan distribusi ukuran partikel. Data
distribusi ukuran partikel berupa Polydispersity (P1). Pl menggambarkan
homogenitas suatu dispersi yang memiliki rentan nilai 0-1.
e. Zeta Potensial
Analisis zeta potensial mengacu pada metode Jonassen et al.
(2013). Zeta potensial diukur dengan menggunakan alat zeta analyzer (Delsa
Nano C, Beckman courter). Sampel nanopartikel kopi biji dicuplik sebanyak
0,7 mL diletakkan ke dalam flow cell lalu dikaraterisasi sifat elektrokinetiknya
pada 25°C.
f. TEM (Transmission Electron Microscopy)
Analisis TEM Dbertujuan untuk mengetahui morfologi nanopartikel
Analisis TEM  mengacu pada metode Laili et al. (2014) Morfologi

nanopartikel diukur menggunakan mikroskop transmisi electron. Nanopartikel
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kopi biji diteteskan pada grid tembaga, berikutnya dilakukan pengeringan pada
suhu kamar, setelah kering dilakukan coating menggunakan karbon untuk
analisis menggunakan mikroskop transmisi elektron.

g. FTIR (Fourier Transform Infrared)

Pengujian FTIR bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi dari
nanopartikel. Penentuan FTIR mengacu pada metode Laili et al. (2014).
Nanopartikel kopi, kitosan, STPP, larutan kopi dan air di keringkan
menggunakan freeze dry. 1 mg serbuk kering di pelet di scan pada daerah
4000-400 cm”. Analisis FTIR dilakukan pada sampel nanopartikel kopi biji,
STPP dan kitosan sehingga diketahui adanya reaksi yang terjadi pada
nanopartikel kopi biji.

h. Efisiensi Enkapsulai

Penentuan efisiensi enkapsulasi nanopartikel kopi biji mengacu pada
metode Sahu et al. (2014). Sejumlah nanopartikel kopi biji dimasukkan dalam
mikrocup, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 18000 rpm selama 45
menit. Nanopartikel yang terenkapsulasi akan mengendap, sedangkan larutan
yang tidak terenkapsulasi akan tetap berada di atas. 0,05 mL nanopartikel yang
tidak terenkapsulasi diuji kandungan total polifenol. Banyaknya senyawa yang
terenkapsulasi dihitung berdasarkan perbandingan banyaknya senyawa yang

terekstrak dengan sisa. Efisiensi enkapsulasi dihitung dengan rumus:

Efisiensi enkapsulasi = Polifenol total — Polifenol bebas x 100 %

Polifenol total
i. Total Polifenol

Kandungan total polifenol ditentukan dengan mengacu pada metode folin
ciocalteu seperti yang dijabarkan dalam penelitian Singleton et al. (1965).
0,05 mL nanopartikel kopi biji dimasukkan dalam test tube di tambahkan
aquadest hingga 5 mL, selanjutnya 0,5 reagen folin cicalteu ditambahkan
berikutnya divortex dan didiamkan selama 5 menit. 1 mL larutan Na,COs
(7%) ditambahkan ke dalam larutan kemudian divortex. Campuran didiamkan

pada ruanga gelap selama 60 menit. Absorbansi diukur menggunakan UV
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VIS spektrofotometer pada panjang gelombang 765nm. Total polifenol
dinyatakan sebagai mg GAE/mL, GAE = gallic acid equivalent. Persamaan
regresi kurva standart asam galat yang digunakan dalam perhitungan
kandungan total polifenol yaitu y = 9,805x -0,008 dengan R?= 0,990.
J. Aktivitas Antioksidan
Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan tiga metode yaitu
metode DPPH (2,2-diphenil 1-picylhdazyl), Metode FRAP (Ferric Reducing
Antioksidan Power) dan radikal hidroksil (OH)
(1) Metode DPPH
Penentuan aktivitas antioksidan metode DPPH mengacu pada metode dari
Yamaguchi et al. (1998). 0,05 mL nanopartikel kopi biji dimasukkan dalam
tabung reaksi yang berisi 300 uM sebanyak 3 mL kemudian dilakukan
penambahan metanol 2,95 mL. Tabung reaksi kemudian di vortex dan
dilakukan pendiaman selama 30 menit. Absorbansi diukur dengan
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 517 nm.
Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam trolox equivalent antioxidant
capacity/ TEAC (mmol TE/mL), dimana TE = trolox equivalent. Persamaan
regresi kurva standart trolox yang digunakan dalam perhitungan aktivitas
antioksidan DPPH yaitu y = 0,147x- 0,001 dengan nilai R? = 0,996.
(2) Metode FRAP
Penentuan aktivitas antioksidan metode FRAP mengacu pada metode
dari Benzie dan Strain (1996) dengan modifikasi. Reagen yang dibutuhkan
antara lain 300 mM buffer asetat pH 3,6 ; 10 mM larutan TPTZ di dalam 40
mM HCL dan 20 mM larutan FeCl3.6H20. Pembuatan larutan FRAP
dilakukan dengan mencampur 25 mL Buffet asetat; 2,5 mL larutan TPTZ dan
2,5 mL FeCl3.6H0. Larutan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 15
menit. Nanoparikel kopi biji kemudian diencerkan 10 kali kemudian 0,05
sampel direaksikan dengan 2950 pL larutan FRAP dan dibiarkan selama 30
menit dalam keadaan gelap. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 593
nm. Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam trolox equivalent antioxidant

capacity/ TEAC (mmol TE/mL), dimana TE = trolox equivalent. Persamaan
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regresi kurva standart trolox yang digunakan dalam perhitungan aktivitas
antioksidan metode FRAP yaitu y = 0,422 x + 0,036 dengan nilai R? = 0,995.
(3) Metode Radikal OH

Penentuan aktivitas antioksidan metode Scavenging radikal hidroksil
(OH) mengacu pada metode Halliwel et al. (1987). Larutan sampel atau
senyawa standar dimasukan ke dalam tabung reaksi, kemudian dilakukan
penambahan deoxyribose 690 puL 2,5 mM ( dalam 10 mM buffer fosfat pH
7,4) , 100 pL campuran EDTA (1,04 mM) dan iron ammonium sulfat (1,0
M), 200 pL asam askorbat (1 mM) dan 50 pL H202 (0,1 M), berikutnya
campuran di vortex. Campuran di inkubasi pada waterbath pada suhu 37°C
selama 10 menit, berikutnya dilakukan penambahan 1 mL TCA (2,8%), dan
0,5 mL TBA (1%). Campuran dipanaskan pada penangas air berisi air
mendidih selama 8 menit kemudian didinginkan. Campuran diukur dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 532 nm. Aktivitas antioksidan
dinyatakan dalam trolox equivalent antioxidant capacity/ TEAC (mmol
TE/mL), dimana TE = trolox equivalent. Persamaan regresi kurva standart

trolox yang digunakan yaitu y = 0,072x -0,002 dengan R? = 0,992.

3.4 Analisis Data
Data diperoleh dari 3 kali ulangan kemudian data dihitung rata-rata,
dihitung standar deviasinya. Data disajikan dalam bentuk tabel untuk
mempermudah dalam interprestasi data. Analisa data dilakukan secara deskriptif.
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BAB 4. PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik Ekstrak Kopi Biji

Ekstraksi kopi biji arabika dilakukan dengan metode soxhletasi
menggunakan pelarut etanol. Bubuk kopi biji 400 gram diekstrak menggunakan
soxhlet dengan penambahan pelarut 1:11 hingga diperoleh ekstrak sebanyak 120
mL. Hasil perhitungan rendemen basis kering ekstrak kopi biji diperoleh hasil
sebesar 8,545% dan rendemen basis basah yaitu 30% , total padatan terlarut 5°
Brix, serta nilai pH sebesar 5,73. Ekstrak kopi biji disajikan pada Gambar 4.1.

Gambar 4.1 Ekstrak kopi biji

Ekstrak kopi biji dianalisis kandungan kimia meliputi total polifenol dan
aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH. Hasil pengujian kimia ekstrak
disajikan pada Tabel 4.1. Analisa total polifenol bertujuan untuk mengetahui
banyaknya kandungan senyawa polifenol dalam ekstrak. Hasil analisis kandungan
total polifenol ekstrak kopi biji arabika yaitu 34,81 mg GAE/mL. Kopi biji
arabika mengandung senyawa polifenol yang lebih tinggi dibandingkan dengan
kopi biji robusta. Naidu et al. (2008) telah melaporkan bahwa kopi biji arabika
mengandung senyawa polifenol 32,19 % sedangkan kopi biji robusta 31,71 %.
Kandungan polifenol dapat dijadikan sebagai acuan untuk identifikasi besarnya

aktivitas antioksidan pada sampel (Prasad et al., 2009).
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Tabel 4.1 karakteristik ekstrak bubuk kopi biji

Parameter Nilai

Total padatan terlarut ( ®brix) 5

pH 5,73
Rendemen ekstrak basis kering (%) 8,54 £ 0,481
Rendemen ekstrak basis basah basah (%) 30

Total Polifenol (mg GAE/mL) 34,81 +£2,619
Aktivitas antioksidan mmol TE/mL 2,03 £ 0,050

Senyawa antioksidan adalah senyawa yang dapat menangkal radikal bebas
dengan cara mendonorkan elektronya kepada senyawa radikal bebas. Senyawa
antioksidan dapat mencegah beberapa penyakit neugeneratif seperti kanker dan
kardiovaskuler (Winarsih, 2007). Kopi mengandung senyawa antioksidan berupa
asam klorogenat (Lee et al., 2005). Mursu et al (2005) melaporkan bahwa
senyawa asam klorogenat pada kopi mendominasi 90% dari kandungan total
polifenol. Hasil analisis aktivitas antioksidan kopi biji arabika diperoleh aktivitas
antioksidan 2,03 mmol TE/mL. Hal tersebut menunjukkan bahwa dalam setiap
mL ekstrak kopi biji dapat menghambat aktivitas radikal setara dengan 2,03 mmol
Trolox. Kopi biji memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kopi sangrai. Wiranata (2016) melaporkan bahwa kopi biji memiliki
aktivitas antioksidan paling tinggi untuk mereduksi radikal bebas 50% yaitu 2,49
mg/mL sedangkan kopi sangrai level Dark 6,49 mg/mL.

4.2 Karakteristik Nanopartikel pada Berbagai Konsentrasi Kitosan dan
Penambahan Ekstrak Kopi Biji
Nanopartikel merupakan partikel yang memiliki ukuran 10-1000 nm
(Mohanraj dan Chen 2006). Nanopartikel dengan menggunakan polimer dapat
meningkatkan penyerapan dan mengendalikan pelepasan zat aktif dalam tubuh
(Napsah dan Wahyuningsih, 2009) dan mampu masuk kedalam ruang antar sel
yang tidak dapat ditembus oleh partikel dengan ukuran lebih besar (Buzea, 2007).

Pada penelitian ini sintesis nanopartikel ekstrak kopi biji dilakukan dengan
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metode gelasi ionik. Prinsip dari sintesis nanopartikel metode gelasi ionik yaitu
adanya Crosslink ion positif amina dari kitosan dengan ion negarif pospat dari
sodium tripolifospat membentuk jaringan tiga dimensi (Aghnotri, 2004). Kitosan
dilarutkan dalam larutan asam glasial sehingga terbentuk senyawa (NHs+) dari
gugus amina kitosan (NH2). Gugus positif tersebut kemudian berikatan dengan
tripolifospat dan senyawa aktif yang bermuatan negatif (Bhumkar dan Pokharkar,
2006; Kafshgari et al., 2011). Nanopartikel ekstrak kopi biji dibuat dengan variasi
kitosan 0,1 dan 0,2 % dengan penambahan ekstrak kopi biji 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan
0,5 mL ekstrak. Karakteristik nanopartikel kopi biji meliputi efisiensi enkapsulasi,
kandungan total polifenol dan kenampakan visual disajikan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Karakteristik nanopartikel kopi biji (green bean), efisiensi enkapsulasi,
kandungan polifenol dan kenampakan visual.

Konsentrasi  Volume %EE Total Polifenol kenampakan
kitosan ekstrak (mg GAE/mL) visual
(%) (mL)

0,1 1336+5609  0,46+0,040  Opaque (+)
0.2 10,60+3,400  0,94+0,048  Opagque (++)

0,1 03 10,56+ 0,204  1,36+0,028  Opague (+++)
04 1056 £0,080  1,69+0,042  Opague (++++)
05 8,62 +0,072 1,98+0,021  Opague (+++++)

0,1 9,18 + 3,838 0,47 £ 0,040 Opagque (+)
0,2 8,96 £ 2,627 0,88 £ 0,019 Opaque (++)

0,2 0,3 5,57 £0,511 1,46 + 0,051 Opaque (+++)
0,4 5,22 £ 1,847 1,84 + 0,009 Opaque (++++)
0,5 4,61 £ 0,653 1,96 + 0,050 Opague (+++++)

Keterangan opaque (+) = tingkat kekeruhan nanopartikel

4.2.1 Efisiensi Enkapsulasi Nanopartikel

Efisiensi enkapsulasi merupakan parameter penting dalam menentukan
keberhasilan proses enkapsulasi. Besarnya senyawa aktif yang terjerap dalam
nanopartikel dinyatakan sebagai efisiensi enkapsulasi (Chabib et al., 2012).
Pentingnya efisiensi dalam penentuan keberhasilan sintesis suatu partikel ini maka
efisiensi enkapsulasi dijadikan sebagai parameter dalam menentukan formulasi
terpilih.. Senyawa bioaktif, polimer dan metode yang digunakan dalam sintesis

nanopartikel dapat mempengaruhi efisiensi enkapsulasi pada nanopartikel yang


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

28

dihasilkan (Mohanraj dan Chen, 2006). Efisiensi enkapsulasi (%EE) dapat dilihat
pada Tabel 4.2. Nanopartikel kopi biji pada konsentrasi kitosan 0,1% dengan
penambahan 0,1; 0,2;0,3;0,4 dan 0,5 mL ekstrak kopi berturut-turut yaitu 13,36;
10,60; 10,56; 10,56 dan 8,96 %. Efisiensi enkapsulasi pada konsentasi kitosan 0,2
% dengan penambahan ekstrak kopi 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan 0;5 mL berturut-turut
yaitu 9,18; 8,96; 5,57; 5,22 dan 4,61%.

Efisiensi enkapsulasi nanopartikel kopi biji pada konsentrasi kitosan 0,1
% memiliki efisiensi enkapsulasi lebih tinggi dibandingkan pada konsentrasi
kitosan 0,2%. Penurunan penjerapan senyawa aktif pada konsentrasi kitosan 0,2%
disebabkan karena adanya Kketidakseimbangan antara kitosan dan STPP.
Keseimbangan antara rasio kitosan dan STPP yang pada nanopartikel dapat
mempengaruhi efisiensi enkapsulasi. Banyaknya crosslingking yang terbentuk
antara gugus amin (NHs") dan ion fosfat (PsO10°-) akan meningkatkan penjerapan
zat aktif sehingga akan meningkatkan penjerapan zat aktif (Elzoghby, et al.,
2013). Penelitian sebelumnya telah dilaporkan oleh Wu et al. (2005) peningkatan
konsentrasi kitosan menurunkan efisiensi enkapsulasi pada preparasi nanopartikel
senyawa ammonium glycyyhizinate dengan menggunakan metode gelasi ionik.
Hasil serupa juga dilaporkan oleh Xu (2003) bahwa penambahan kitosan dari 0,2
mg/mL menjadi 2 mg/mL menurunkan efisiensi nanopartikel BSA. Konsentrasi
kitosan diduga dapat meningkatkan viskositas larutan sehingga proses sintesis
nanopartikel akan semakin sulit (Orienti et al., 1996).

Efisiensi enkapsulasi nanopartikel kopi biji pada penambahan 0,1 mL
ekstrak kopi biji dapat menjerap ekstrak secara optimal. Pada penambahan 0,2
hingga 0,4 mL ekstrak kopi masih dapat terjerap senyawa bioaktif. Penambahan
ekstrak 0,5 mL penjerapan senyawa biaoktif menurun secara drastis. Penurunan
penjerapan senyawa bioaktif pada penambahan ekstrak tersebut disebabkan
karena zat aktif berlebih sehingga tidak mampu berikatan dengan kitosan dan Na-
TPP (Yuwono et al., 2015). Hasil serupa di laporkan oleh Wu et al. (2005) bahwa
penambahan senyawa bioaktif menurunkan nilai efisiensi enkapsulasi

nanopartikel.
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4.2.2 Total Polifenol Nanopartikel Kopi Biji

Senyawa fenolik merupakan metabolit sekunder pada tanaman yang memiliki
sifat tidak stabil (Sulistyo, 2000). Polifenol merupakan senyawa antioksidan yang
kuat pada kopi yang mana jenis senyawa polifenol pada kopi didominasi oleh
asam klorogenat (Lee et al., 2008). Mursu et al. (2005) melaporkan bahwa
kandungan asam klorogenat mencapai 90 % dari total polifenol pada kopi biji.
Efek fungsional sehat yang ditimbulkan dengan kosumsi senyawa polifenol dari
kopi biji yaitu dapat menurunkan berat badan dan antidiabetes (Henry et al.,
2010). Analisis senyawa polifenol dapat dilakukan dengan metode folin coocalteu.
Prinsip metode Folin Ciocalteu didasarkan pada kemampuan sampel yang
mengandung senyawa fenol untuk mereduksi reagen Folin- Ciocalteu berwarna
kuning menjadi biru (Cicco, 2011). Itensitas warna biru yang dihasilkan
menunjukkan semakin banyak senyawa polifenol yang terkandung dalam sampel.
Hasil analisis kandungan total polifenol nanopartikel kopi biji dapat dilihat pada
tabel 4.2.

Kandungan total polifenol nanopartikel kopi biji variasi kitosan 0,1%
dengan penambahan ekstrak kopi 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 dan 0,5 mL ektrak kopi yaitu
0,46; 0,94; 1,36; 1,69 dan 1,98 mg GAE/mL sedangkan pada konsentrasi kitosan
0,2% vyaitu 0,47; 0,88; 1,46; 1,84 dan 1,96 mg GAE/mL. Kandungan total
polifenol nanopartikel kopi biji meningkat seiring dengan penambahan ekstrak
kopi biji. Karakteristik ekstrak pekat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
34,81 mg GAE/mL sehingga dengan semakin banyak ekstrak kopi yang
ditambahkan akan meningkatkan kandungan polifenol nanopartikel kopi biji.
Golongan senyawa polifenol yang mendominasi kopi biji yaitu asam klorogenat
(Lee et al., 2008). Nanopartikel dengan konsentrasi kitosan 0,1 dan 0,2%
mengandung polifenol yang relatif sama. Hasil tersebut disebabkan karena kitosan
tidak mengandung senyawa polifenol, sehingga dengan penambahan konsentrasi
kitosan tidak menambah kandungan polifenol pada nanopartikel. Kitosan terbuat
dari kulit kepiting, udang atau lobster (Liu et al, 2012; Yi et al., 2005).
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4.2.3 Kenampakan Visual Nanopartikel Kopi Biji

Kenampakan visual pada nanopartikel kopi biji pada berbagai formulasi
disajikan pada Tabel 4.2. Kenampakan visual nanopartikel kopi biji pada semua
formulasi menunjukkan kondisi opaque. Opaque merupakan kondisi larutan
partikel tidak tembus cahaya namun tidak terjadi kekeruhan. Peningkatan ekstrak
kopi biji menunjukkan kondisi semakin opaque (semakin +) yang disebabkan
karena semakin banyak senyawa bioaktif yang terjerap dalam nanopartikel.
Crosslink antara kitosan dan STPP terjadi karena adanya ikatan ion positif dari
kitosan dan ion negatif yang berasal dari STPP (Mohanraj dan Chen, 2006).
4.2.4 Ukuran dan Distribusi Partikel

Ukuran dan distribusi partikel merupakan faktor penting yang

menentukan keberhasilan nanopartikel. Ukuran partikel berpengaruh terhadap
sifat nanopartikel yang dihasilkan, semakin kecil ukuran partikel yang terbentuk
akan meningkatkan penyerapannya di dalam tubuh (Haskel, 2006; Sahoo dan
Labhasetwar, 2006). Karakterisasi ukuran dan distribusi partikel dilakukan pada
kedua formulasi kitosan 0,1 dan 0,2% dengan penambahan ekstrak kopi biji 0,3

dan 0,4 mL. Ukuran dan distribusi nanopartikel kopi biji disajikan pada tabel 4.3.

Tabel 4.3 Ukuran dan distribusi partikel.

Konsentrasi Ekstrak  kopi Ukuran Indeks
kitosan (%) biji (mL) partikel (nm) polidispersitas
(PDI)
0,3 290,06 £+ 3,444 0,29 + 0,039
0,1 0,4 292,16 £ 6,312 0,28 + 0,004
0,3 355,63+17,906 0,48 + 0,032
0,2 0,4 462,90+12,301 0,49 £ 0,024

Ukuran nanopartikel pada konsentrasi kitosan 0,1 % dengan penambahan
ekstrak kopi biji 0,3 dan 0,4 ml yaitu 290,06; 292,16 nm, sedangkan pada
konsentrasi kitosan 0,2% dengan penambahan 0,3 dan 0,4 ml yaitu 355,63 dan
462,9 nm. Peningkatan konsentrasi kitosan meningkatkan ukuran partikel yang

terbentuk pada semua formulasi. Penambahan ekstrak kopi pada konsentrasi
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kitosan 0,1% tidak meningkatkan ukuran partikel, sedangkan pada konsentrasi
kitosan 0,2% penambahan ekstrak meningkatkan ukuran partikel. Hasil serupa
telah dilaporkan oleh Dewantari et al (2013) pada preparasi nanopartikel sirih
merah, semakin tinggi konsentrasi Kitosan yang ditambahkan meningkatkan
ukuran partikel. Peningkatan konsentrasi kitosan menyebabkan terjadinya
aglomerasi molekul kitosan sehingga berdampak pada ukuran partikel yang
dihasilkan menjadi lebih besar (Wahyono, 2010). Peningkatan konsentrasi kitosan
dilaporkan dapat meningkatkan viskositas nanopartikel sehingga pembentukan
partikel semakin sulit yang menyebabkan partikel yang terbentuk akan berukuran
lebih besar (Ali, 2014). Hasil pengukuran nanopartikel kopi biji menunjukkan
rentang nilai 200 hingga 463 nm, hasil tersebut telah memenuhi ukuran
nanopartikel. Rentang nilai ukuran nanopartikel yaitu 10-1000 nm (Mohanraj dan
Chen, 2006).

Indeks polidispersitas menunjukkan distribusi partikel dalam suatu larutan.
Indeks polidispersitas pada kosentrasi kitosan 0,1% dengan penambahan ekstrak
kopi 0,3 dan 0,4 mL yaitu 0,29 dan 0,28 PDI, sedangkan pada konsentrasi kitosan
0,2% dengan penambahan ekstrak kopi 0,3 dan 0,4 mL nilai indeks
polidispersitasnya yaitu 0,48 dan 0,49 PDI. Indeks polidisersitas semakin besar
menunjukkan partikel semakin tidak homogen (Lovelyn dan Attama, 2011). Nilai
indeks polidispersitas meningkat deng an penambahan kitosan, hal ini
berhubungan dengan ukuran partikel yang semakin meningkat. Peningkatan
konsentrasi kitosan dapat meningkatkan ukuran partikel yang memungkinkan
adanya aglomerasi pada nanopartikel sehingga ukuran partikel relatif tidak
seragam (Wahyono, 2010) sehingga homogenitas nanopartikel mengalami
penurunan. Rentang nilai indeks polidispersitas berada pada 0 sampai 1. Nilai
indeks polidispersitas yang mendekati 0 mengindikasikan tingkat kemohogenan
dispersi semakin tinggi. Nilai indeks polidispersitas lebih dari 0,5
mengindikasikan tingkat kehomogenan rendah (Avandi et al, 2010). Nilai indeks
polidispersitas nanopartikel berkisar 0,2 hingga 0,5 sehingga dapat dikatakan
bahwa nanopartikel yang terbentuk relatif homogen.
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4.3 Karakteristik Nanopartikel Formulasi Terpilih

Penentuan formulasi terpilih diperoleh dari 3 parameter pengujian yaitu
efisiensi enkapsulasi, total polifenol, ukuran dan distribusi partikel. Berdasarkan
hasil pengujian dari ke 4 parameter diperoleh formulasi terpilih yaitu pada
konsentrasi kitosan 0,1 % dengan penambahan ekstrak kopi 0,4 mL sebagai
formulasi terpilih. Alasan terpilihnya formulasi tersebut yaitu masih dapat
menjerap senyawa bioaktif yang tidak jauh berbeda dengan penambahan 0,2 dan
0,3 mL ekstrak dengan kandungan total polifenol tinggi. Ukuran partikel dalam
skala nano dengan distribusi partikel yang homogen. Formulasi terpilih akan diuji
fisik antara lain ukuran dan distribusi partikel, zeta potensial, FTIR, TEM dan uji
kimia meliputi total polifenol dan aktivitas antioksidan (DPPH, OH radikal dan
FRAP). Nanopartikel formulasi terpilih disajikan pada Gambar 4.6 dan
karakteristik fisik dan kimia nanopartikel kopi biji formulasi terpilih disajikan
pada Tabel 4.4.

Gambar 4.2. Nanopartikel formulasi terpilih

Tabel 4.4. Karakteristik nanopartikel formulasi terpilih (konsentrasi kitosan 0,1%
penambahan ekstrak 0,4 mL).

Uji Nilai

%EE (%) 10,17 % + 1,695
Ukuran (nm) 292,16 6,312
Indeks polidispersitas (PDI) 0,28 + 0,004
Zeta potensial (mV) 38,63 +£1,150
Polifenol mg GAE/mL 1,77 +0,0175
Antioksidan

e DPPH mmol TE/mL 0,39 + 0,005

e OH radikal mmol TE/mL 0,13 + 0,002

e FRAP mmol TE/mL 0,14 + 0,002

pH 5,20
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Banyaknya senyawa yang terjerap dalam sistem nanopartikel ditunjukkan
dengan nilai efisiensi enkapsulasi (Chabib et al., 2012). Nilai efisiensi enkapsulasi
semakin besar sebanding dengan jumlah senyawa bioaktif dalam sistem
nanopartikel. Nanopartikel formulasi terpilih memiliki nilai efisiensi enkapsulasi
sebesar 10,17%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa penjerapan senyawa bioaktif
ekstrak kopi biji menggunakan metode gelasi ionik tidak efektif. Keberhasilan
sistem nanopartikel idealnya harus memiliki nilai efisiensi enkapsulasi lebih dari
50% ( Kafshgari et al, 2010).

Ukuran partikel dan distribusi partikel menentukan keberhasilan
nanopartikel yang terbentuk. Ukuran nanopartikel formulasi terpilih yaitu 292,16
nm. Hasil tersebut menunjukkan bahwa ukuran nanopartikel kopi biji telah
memenuhi retang ukuran nano yaitu 10- 1000 nm (Mohanraj dan Chen, 2006).
Distribusi partikel menunjukkan tingkat kehomogenan partikel dalam suatu
larutan. Distribusi partikel dinyatakan dalam indeks polidispersitas (PDI), rentang
nilai indeks polidispersitas yaitu O hingga 1. Hasil pengujian nanopartikel
perlakuan terpilih sebesar 0,28 PDI, hal ini menunjukkan nanopartikel kopi biji
yang dihasikan pada perlakuan terpilin memiliki distribusi partikel relatif
homogen. Nilai distribusi partikel lebih dari 0,5 menunjukkan tingkat kehomogen
yang rendah (Avandi et al., 2010).

Nilai zeta potensial menunjukkan kestabilan dan sifat muatan nanopartikel.
perbedaan muatan pada nanopartikel yang terbentuk akan berpengaruh terhadap
gaya tolak menolak antar partikel (Napsih dan Wahyuningsih, 2009).
Nanopartikel memiliki sifat stabil pada nilai zeta (+/-) 30 mV (Mudrock et al.,
2008). Nilai zeta potensial nanopartikel kopi biji formulasi terpilih yaitu + 38,93
mV. Hasil tersebut menunjukkan bahwa nanopartikel formulasi terpilih bersifat
stabil karena memiliki nilai zeta melebihi 30 mV. Nilai zeta potensial nanopartikel
lebih dari 30 mV dapat mencegah adanya agregasi antar partikel (Mohanraj dan
Chen, 2006)

Nanopartikel formulasi terpilih memiliki pH 5,2, menunjukkan bahwa pH
nanopartikel yang dihasilkan sedikit asam. pH nanopartikel mempengaruhi

terhadap ionisasi kitosan yang akan berpengaruh terhadap kekuatan partikel yang
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terbentuk. Nilai pH yang rendah memungkinkan interaksi secara ionik lebih
banyak dibandingkan pada kondisi pH yang lebih tinggi (Dewantari, 2013).
Kitosan larut dalam pH asam membentuk gugus amina bemuatan positif (NHs+)
yang akan beinteraksi dengan gugus negatif dari polianion tripolipospat (Bhumkar
dan Pokharkar, 2006).

Nanopartikel idealnya dapat menjerap senyawa bioaktif dengan
konsentrasi yang tinggi. Kandungan senyawa bioaktif yang memiliki efek
fungsional sehat pada kopi biji yaitu senyawa polfenol yang didominasi oleh asam
klorogenat (Lee et al., 2008). Total polifenol yang terkandung dalam nanopartikel
perlakuan terpilih yaitu 1,77 mg GAE/mL. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
nanopartikel kopi biji mengandung senyawa polifenol yang relatif tinggi.

Antioksidan adalah senyawa yang dapat memutus reaksi berantai radikal
bebas dengan cara mendonorkan elektronnya (Kumalaningsih, 2006). Radikal
bebas merupakan senyawa yang kehilangan pasangan elektronnya, sehingga
radikal bebas tidak stabil dan mudah bereaksi dengan zat lain seperti lemak,
protein maupun DNA dalam tubuh (Winarti, 2010). Senyawa-senyawa pada bahan
pangan yang dapat bersifat sebagai antioksidan diantaranya a-tokoferol, asam
askorbat, karatenoid, asam amino, peptida, protein, flavonoid dan fenol (de
Oliveira et al., 2012).

Aktivitas antioksidan nanopartikel kopi biji dengan formulasi terpilih diuji
dengan tiga metode analisis antioksidan antara lain DPPH, FRAP dan radikal OH.
Analisis antioksidan metode DPPH banyak dilakukan untuk menguji aktivitas
antioksidan karena metodenya sederhana, cepat dan memerlukan sedikit sampel
(Huang et al., 2005). Reaksi yang terjadi pada metode DPPH didasarkan pada
mekanisme transfer elektron senyawa antioksidan, sehingga radikal DPPH akan
stabil (Saputra, 2015). Analisis kandungan antioksidan meode FRAP banyak
digunakan untuk menguji antioksidan yang berasal dari tumbuhan. Kelebihan
metode FRAP yaitu murah, cukup sederhana dan cepat (Benzie dan Strain, 1996).
Reaksi yang terjadi pada metode FRAP didasarkan pada kemampuan senyawa
aktif dalam mereduksi ion Fe3* menjadi Fe?* (Halvorsen et al., 2002).
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Analisis antioksidan dilakukan dengan metode radikal OH. Radikal
hikrodksil merupakan senyawa yang paling reaktif dan berbahaya (Shi et al.,
1992). Prinsip dari metode ini adalah menghasilkan radikal hidroksil melalui
reaksi feton, reaksi antara kompleks besi-EDTA dengan H.O; karena keberadaan
asam askorbat. Radikal hidroksil yang terbentuk akan menyerang deoksiribosa
sehingga membenuk produk dan campuran dipanaskan pada kondisi asam
sehingga terbentuk malonaldehid (MDA) yang terdeteksi ketika bereaksi dengan
TBA (asam tiobarbiturat) ditandai dengan terbentuknya warna merah (Halliwell et
al., 1987). Aktivitas antioksidan didasarkan pada kemampuan sampel untuk
bereaksi dengan radikal hikroksil dan mengurangi warna merah. Aktivitas
antioksidan semakin tinggi nilai absorbansi semakin rendah. Hasil analisis
aktivitas antioksidan pada ketiga pengujian DPPH, FRAP dan radikal OH berturut
turut yaitu 0,39; 0,14; 0,13 mmol TE/mL. Senyawa yang dapat memberikan
aktivitas antioksidan pada kopi biji berupa asam klorogenat yang termasuk dalam
senyawa polifenol (Lee et al., 2008). Kandungan asam klorogenat pada kopi
mencapai 90% dari total polifenol (Mursu et al., 2005).

Pengujian morfologi partikel bertujuan untuk mengetahui bentuk
nanopartikel. Pengujian morfologi nanopartikel dilakukan dengan menggunakan
Transmisi Electron Microscopy (TEM). Hasil pengujian menunjukkan bahwa
partikel yang terbentuk relatif sferis bulat. Partikel yang berbentuk bulat atau
sferis, Bagian berwarna gelap pada partikel tersebut menunjukkan adanya ekstrak
kopi biji yang terjerap dalam matriks nanopartikel (Taurina et al., 2013).

Morfologi nanopartikel disajikan pada Gambar 4.3 .

(a) Perbesaran 40.000 x (b) perbesaran 80.000x

Gambar 4.3 Morfologi nanopartikel
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Spektroskopi forier transform infrared (FTIR) merupakan suatu teknik
analisa yang digunakan untuk mengetahui adanya gugus fungsi suatu bahan.
Spektrum infra merah digunakan untuk mendeteksi keberadaan gugus fungsi yang
digunakan untuk identifikasi senyawa pada sampel polimer (Zhang et al., 2007).
Spektra FTIR dari kitosan, STPP, dan kompleks antara kitosan dan STPP diukur
pada bilangan gelombang 4000- 400 cm™. Hasil FTIR nanopartikel kopi biji

formulasi terpilih disajikan pada Gambar 4.4.

Hr

T T T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T T T T I T T
4000 3500 3000 25|00 2000 1?|50 15|00 1250 |U|00 ?Elsﬂl 500
F 467 (Kitosan bubuk) 1fem
Panjang Gelombang
m KjtOSaN === Nanopartikel kopi biji STPP

Gambar 4.4 Spektrum FTIR nanopartikel kopi biji

Berdasarkan hasil spektra FTIR pada Gambar 4.4 menunjukkan adanya
serapan pada gugus hidroksi (-OH) dari kitosan pada bilangan panjang gelombang
3400,5 cm™. Gugus amina primer (N-H) terdapat pada panjang gelombang
1589,34 cm™ dan terdapat gugus C=0 pada panjang gelombang 1658,78 cm™.
Hasil spektra STPP murni ditunjukkan oleh adanya gugus fosfat (P=0) pada
bilangan panjang gelombang 1157,9 cm™. Nanopartikel kopi biji memiliki
puncak-puncak spesifik pada panjang gelombang 3080,32 (gugus OH), 1593,20
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cm? (gugus NH), 2873,94 cm™ (gugus C-0). Bilangan gelombang kitosan murni,

STPP dan nanopartikel kopi biji disajikan pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5. Bilangan gelombang kitosan murni, STPP dan nanopartikel kopi biji.

Gugus Bilangan gelombang cm!

Fungsi Kitosan STPP Nanopartikel Acuan

-OH 3400,5 - 3066,82 3400-3000 (Iswandana,
2013)

N-H 1589,3 - 1593,20 1640-1550 ( Pavia et al.,
2009)

C=0 1658,78  1651,107 - 1800-1650 (Pavia et al.,
2009)

P=0 - 1157,29 1153,43 1153 (Wahyono, 2010)

C-O0 - - 2873,94 2879 (Nasrullah, 2013)

Tabel 4.5 menunjukkan adanya perubahan bilangan gelombang pada

nanopartikel kopi biji. Adanya pergeseran bilangan gelombang menunjukkan

adanya interaksi antara kitosan dan sodium tripolifopat (Iswandana, 2013). Gugus

fungsi yang mengalami pergeseran yaitu pada -OH, N-H, dan adanya gugus C-O

yang mengindikasikan senyawa fenol pada nanopartikel kopi biji.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa
konsentrasi kitosan 0,1% memiliki efisiensi penjerapan senyawa bioaktif lebih
tinggi dibandingkan pada konsentrasi kitosan 0,2%. Penambahan ekstrak kopi biji
0,5 mL terjadi penurunan efisiensi enkapsulasi secara drastis pada kedua
formulasi kitosan. Kandungan polifenol meningkat dengan penambahan ekstrak
kopi, namun tidak meningkat dengan bertambahnya konsentrasi kitosan. Ukuran
dan distribusi partikel meningkat dengan bertambahnya konsentrasi kitosan.

Formulasi nanopartikel terpilih yaitu pada konsentrasi 0,1% dengan
penambahan ekstrak kopi 0,4 mL memiliki karakteristik efisiensi enkapsulasi
10,17 %, ukuran partikel 292,16 nm, distribusi partikel 0,28 PDI, nilai zeta
potensial 38,93 mV, morfologi bulat sferis dan kandungan total polifenol 1,77 mg
GAE/ml, Aktivitas antioksidan DPPH 0,39 mmol TE/mL, FRAP 0,13 mmol
TE/mL, Radikal OH 0,14 mmol TE/ mL

5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan yaitu perlu dilakukan penelitian tentang
kelayakan industri nanopartikel kopi biji untuk mengetahui potensi secara

ekonomi.
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LAMPIRAN A. Data Karakteristik Ekstrak Kopi Biji

1. Total Padatan Terlarut

Total Padatan Terlarut (Brix)

Ulangan  Brix Rerata Stdev RSD
1 5
2 5 5 0 0
3 5

2. Rendemen Ekstrak Kopi Biji Basis Kering

Ulangan Rendemen (%)  Rata-rata Stedv RSD
g 8,886 8,5455 0,48153972 5,635009
2 8,205

3. Rendemen Ekstrak Kopi Biji Basis Basah

total bubuk volume rendemen basis
Sampel kopi biji (gr)  ekstrak (mL) basah (%)
bubuk kopi biji
arabika 400 120 30

4. PH Ekstrak Kopi Biji

Nilai pH Grean Bean

Ulangan  pH Rata-rata Stdev RSD
1 5.88
2 576 573 0,04242641 0,740425949
3 5,7

5. Kandungan Total polifenol Eksrak Kopi Biji

Ulangan mg GAE/ml Rata-rata Stdev RSD
1 37,73584906
2 32,67720551 34,812 2,619 7,525

3 34,02345742
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6. Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kopi Biji

Ulangan mmol TE/ml Rata rata STDEV

RSD

1 2,007
2 2,094 2,033 0,052

3 1,999

2,595
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LAMPIRAN B. Data Karakteristik Nanopartikel Kopi Biji

1.Efisiensi Enkapsulasi

Ekstrak kopi Ulandan
Kitosan biji (mL) g EE Rata-rata STDEV RSD
01 1 17328 13381 5609 41,984
3 9,395
0.2 1 13005 15601 3400 32,074
2 8,197
01% 03 2 10709 15564 0204 1,937
3 10,420
0.4 1 10619 15562 0,080 0,760
3 10,505
05 2 8568 5420 0,0725 0,841
3 8,671
01 1 6,472 4186 3,838 41,783
2 11,900
0.2 2 7104 8962 2,627 29319
3 10,820
02% 03 1 5210 557p 0,511 9,183
3 5,033
0.4 2 3918 5504 1,847 35,355
3 6,530
0.5 1 4156 4618 0,653 14,142
2 5,080
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2. Kandungan Total Polifenol

Ekstrak kopi Rata-rata

Kitosan biji(mL) Ulangan analisa STDEV RSD

1

0,1 2 0,468 0,040 8,470
3
1

0,2 2 0,921 0,052 5,629
3
1

0,1% 0,3 2 1,364 0,028 2,074
3
1

0,4 2 1,698 0,042 2,474
3
1

0,5 2 1,989 0,021 1,071
3
1

0,1 2 0,478 0,040 8,366
3
1

0,2 2 0,886 0,019 2,089
3
1

0,2% 0,3 2 1,486 0,051 3,432
3
1

0,4 2 1,845 0,009 0,499
3
1

0:5 2 1,963 0,050 2,555
3
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3. Ukuran Partikel

54

Kitosan

Ekstak kopi Ulangan

biji (ml)

sampel

Ukuran
Partikel

Rerata

STDEV

RSD

0,1%

0,3

0,4

292,3
291,8
286,1
289,9
299,3
287,3

290,067

292,167

3,4443

6,312

1,187

2,160

0,2%

0,3

0,4

WN P WONPFPOLODNE WN P

374,9
352,5
339,5
462,7
475,3
450,7

355,633

462,9

17,906

12,301

5,035

2,657

4. Distribusi Partikel

Kitosan

Sampel
kopi (ml)

Ulangan
sampel

Distribusi
Partikel

Rerata

Stdev

RSD

0,10%

0,3

0,4

0,339
0,26
0,291
0,29
0,285
0,281

0,296

0,285

0,039

0,004

13,416

1,580

0,20%

0,3

0,4

W NEFE WONPEFPIWONEFE WDN PR

0,516
0,475
0,451
0,511
0,509
0,468

0,480

0,496

0,032

0,024

6,838

4,893
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5. Stabilitas Visual

Kitosan

ekstrak kopi
green
bean(mL)

ULANGAN

Stabilitas Visual

0,1

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

opaque (+)
opaque (+)
opaque(+)
opaque (++)
opaque (++)
opaque (++)
opaque (+++)
opaque (+++)
opaque (+++)
opaque (++++)
opaque (++++)
opaque (++++)
opaque (+++++)
opaque (+++++)
opaque(+++++)

0,2

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

W N EFE WNEFE WONPEFE WODNPEFEPE OODNE (LONPFP WONPFP WODNPFEP WODNPEFE WwWDN R

opaque (+)
opaque (+)
opaque(+)
opaque (++)
opaque (++)
opaque (++)
opaque (+++)
opaque (+++)
opaque (+++)
opaque (++++)
opaque (++++)
Opaque (++++)
opaque (+++++)
opaque (+++++)
opaque(+++++)
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LAMPIRAN C. Data Karakteristik Nanopartikel Kopi Biji

1. Efisiensi Enkapsulasi

Kitosan ml kopi ulangan EE Rata rata STDEV RSD
1 10,54395

0,1% 0,4 2 8,324192 10,17395 1,695319  16,66333
3 11,65372

2. pH Nanopartikel

Ulangan pH Rata-rata STDEV RDS
1 52 52

3. Kandungan Total Polifenol

kitosan  kopi (mL) ulangan Rata —rata STDV RSD
1

0,1% 0,4 2 1,771 0,017 0,992
3

4. Aktivitas Antioksidan DPPH

Konsentrasi

Kitosan ekstrak kopi (mL) Ulangan Rata rata STDEV RSD
1

0,1% 0,4 mL 2 0,392 0,005 1,448
3

5. Aktivitas Antioksidan FRAP
konsentrasi ekstrak kopi
kitosan (mL Ulangan Ratarata STDEV  RSD
1
0,1% 0,4 mL 2 0,147 0,002 1,654

3
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6. Aktivitas Antioksidan Radikal OH

Kitosan  Ekstrak Kopi biji (mL) Ulangan Rata rata STDEV RSD
1
0,1% 0,4 mL 2 0,138 0,00294 2,1337

3
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