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RINGKASAN

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN PENGHAMBATAN ENZIM ALFA-
GLUKOSIDASE NANOKITOSAN TERISI EKSTRAK KOPI YANG
DITAMBAH SURFAKTAN TWEEN 80; Hilda Imamatul Hariroh,
151710101096; 2020: 84 halaman; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas
Teknologi Pertanian Universitas Jember.

Kopi merupakan salah satu komoditi perkebunan terbesar di dunia. Kopi
banyak ditemui dalam bentuk minuman diantaranya kopi sangrai dan kopi hijau.
Minuman kopi dapat menjadi produk minuman fungsional karena mengandung
senyawa fenolik yang tinggi terutama asam klorogenat. Senyawa fenolik terutama
asam klorogenat yang terdapat pada kopi memiliki potensi sebagai antioksidan.
Selain itu, senyawa fenolik juga dilaporkan memiliki kemampuan untuk
menghambat enzim alfa-glukosidase. Ketersediaan senyawa fenolik yang ada
pada kopi perlu dilakukan modifikasi teknologi sehingga dapat meningkatkan
bioavailabilitasnya. Metode nanoenkapsulasi diharapkan dapat meningkatkan
bioavailabilitas dari senyawa kopi sehingga dapat menghasilkan bioavailabilitas
yang baik. Salah satu metode yang dapat digunakan dalam pembuatan
nanoenkapsulasi adalah metode gelasi ionik dengan menggunakan bahan penyalut
kitosan. Tripolifosfat digunakan sebagai agen penyambung silang dan Tween 80
digunakan sebagai bahan penstabil. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui
aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim alfa glukosidase nanokitosan terisi
ekstrak kopi dalam berbagai variasi jumlah penambahan ekstrak kopi dan
konsentrasi Tween 80.

Penelitian dilakukan dalam empat tahapan yaitu (1) ekstraksi biji kopi
Arabika hijau dan kopi Robusta sangrai, (2) karakterisasi ekstrak kopi meliputi
total padatan terlarut, pH, melanoidin, polifenol dan aktivitas antioksidan (metode
DPPH), (3) sintesis nanopartikel terisi ekstrak kopi, (4) pengujian polifenol,
melanoidin, aktivitas antioksidan (metode DPPH, FRAP, dan Radikal-OH) dan
penghambatan enzim alfa glukosidase nanokitosan terisi ekstrak kopi. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa nanokitosan terisi ekstrak kopi robusta sangrai
memiliki kandungan total polifenol berkisar antara 0,380 — 0,670 mg GAE/mL,
pigmen coklat melanoidin berkisar antara 0,424 — 0,820 (AU), aktivitas
antioksidan yang diuji dengan metode DPPH berkisar antara 0,048 — 0,081 mmol
TE/mL, metode FRAP berkisar antara 0,081 — 0,181 mmol TE/mL, metode
radikal OH berkisar anatara 0,011 — 0,024 mmol TE/mL, penghambatan enzim
alfa glukosidase memiliki nilai berturut-turut 34,601 dan 28,332 %. Nanokitosan
terisi ekstrak kopi arabika hijau kandungan total polifenol berkisar antara 0,440 —
0,894 mg GAE/mL, aktivitas antioksidan yang diuji dengan metode DPPH
berkisar antara 0,059 — 0,117 mmol TE/mL, metode FRAP berkisar antara antara
0,105 — 0,283 mmol TE/mL, metode radikal OH berkisar antara 0,013 — 0,034
mmol TE/mL, penghambatan enzim alfa glukosidase nanokitosan terisi ekstrak
kopi robusta sangrai 0,15 mL dengan konsentrasi Tween 80 0 dan 0,3% berturut-
turut 34, 601 dan 28,332 %, sedangkan pada nanokitosan terisi ekstrak kopi
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arabika hijau 0,3 mL dan konsentrasi Tween 80 0 dan 0,3% memiliki nilai
berturut-turut 92,867% dan 89,833%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penambahan Tween 80 berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan dan tidak
berpengaruh terhadap aktivitas penghambatan enzim alfa-glukosidase nanokitosan
terisi ekstrak kopi baik kopi sangrai maupun kopi hijau. Aktivitas antioksidan dan
penghambatan enzim alfa glukosidase yang terdapat pada nanokitosan terisi
ekstrak kopi dengan konsentrasi Tween 0% memiliki nilai yang lebih tinggi
dibandingkan dengan nanokitosan terisi ekstrak kopi dengan penambahan Tween
80 konsentrasi 0,2 dan 0,3%. Formulasi nanokitosan terisi ekstrak kopi yang dapat
dipilih karena memiliki karakteristik fisik yang baik, memiliki kandungan
aktivitas antioksidan, dan dapat menghambat enzim alfa glukosidase yakni pada
nanokitosan terisi ekstrak kopi dengan penambahan 0,15 mL ekstrak kopi robusta
sangrai dan 0,3 mL ekstrak kopi arabika hijau dengan konsentrasi Tween 80 0,3%.
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SUMMARY

Antioxidant Activity And Alfa-Glucosidase Inhibition By Nano Chitosan
Encapsulated Coffee Extract With The Addition Of Tween 80; Hilda
Imamatul Hariroh, 151710101096; 2029: 84 pages; Department of Agricultural
Technology Agricultural Technology Faculty University of Jember.

Coffee is one of the largest plantation commodities in the world. Coffee is
mostly found in the form of beverages including roasted coffee and green coffee.
Coffee drinks can be a functional beverage product because they contain high
phenolic compounds, especially chlorogenic acid. Phenolic compounds, especially
chlorogenic acid found in coffee have the potential as an antioxidant. In addition,
phenolic compounds are also reported to have the ability to inhibit the enzyme
alpha-glucosidase. The availability of phenolic compounds in coffee needs to be
modified by technology so that it can improve its bioavailability.
Nanoencapsulation method is expected to increase the bioavailability of coffee
compounds so that it can produce good bioavailability. One method that can be
used in making nanoencapsulation is an ionic gelation method using chitosan
coating material. Tripolyphosphate is used as a cross-linking agent and Tween 80
is used as a stabilizer. The purpose of this study was to determine the antioxidant
activity and inhibition of the alpha glucosidase enzyme nanocitosan filled with
coffee extract in various variations in the amount of coffee extract addition and
Tween 80 concentration.

The study was conducted in four stages, namely (1) extraction of green
Arabica coffee beans and Robusta roasted coffee, (2) characterization of coffee
extracts including total dissolved solids, pH, melanoidin, polyphenols and
antioxidant activity (DPPH method), (3) synthesis of nanoparticles filled with
extract extracts coffee, (4) testing of polyphenols, melanoidin, antioxidant activity
(DPPH, FRAP, and Radical-OH methods) and inhibition of nanocytosan alpha-
glucosidase enzymes filled with coffee extracts. The results showed that
nanocitosan filled with robusta roasted coffee extract had a total polyphenol
content ranging from 0.380 to 0.670 mg GAE / mL, melanoidin brown pigment
ranged from 0.424 to 0.820 (AU), antioxidant activity tested by DPPH method
ranged from 0.048 to 0.081 mmol TE / mL, FRAP method ranged from 0.081 to
0.181 mmol TE / mL, the OH radical method ranged between 0.011 to 0.024
mmol TE / mL, inhibition of alpha glucosidase enzymes had values of 34.601 and
28.332%, respectively. Nanocitosan filled with green arabica coffee extract
content of total polyphenols ranged from 0.440 to 0.894 mg GAE / mL, the
antioxidant activity tested by DPPH method ranged from 0.059 to 0.117 mmol TE
/ mL, FRAP method ranged from 0.105 to 0.283 mmol TE / mL, the method OH
radicals ranged from 0.013 to 0.034 mmol TE / mL, inhibition of alpha
glucosidase nanocitosan enzymes filled with 0.15 mL robusta roasted coffee
extract with concentrations of Tween 80 0 and 0.3% respectively 34, 601 and
28.332%, while in nanokitosan filled green arabica coffee extract 0.3 mL and
Tween 80 0 and 0.3% concentrations have values of 92.867% and 89.833%,
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respectively. The results showed that the addition of Tween 80 had an effect on
antioxidant activity and had no effect on the inhibitory activity of the alpha-
glucosidase nanocitosan enzymes filled with coffee extracts both roasted and
green coffee. Antioxidant activity and inhibition of the alpha glucosidase enzyme
contained in nanocitosan filled with coffee extract with a concentration of 0%
Tween has a higher value compared to nanocitosan filled with coffee extract with
the addition of Tween 80 concentrations of 0.2 and 0.3%. Nanocitosan
formulation filled with coffee extract that can be selected because it has good
physical characteristics, has antioxidant activity content, and can inhibit the alpha
glucosidase enzymes in the nanocitosan filled coffee extract with the addition of
0.15 mL of robusta roasted coffee extract and 0.3 mL of Arabica coffee extract
green with a Tween 80 concentration of 0.3%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kopi merupakan salah satu komoditi perkebunan terbesar di dunia. Kopi
banyak ditemui dalam bentuk minuman diantaranya kopi sangrai dan kopi hijau.
Kopi sangrai dihasilkan dari biji kopi yang telah disangrai dan kopi hijau
dihasilkan dari biji kopi tanpa adanya proses penyangraian. Kedua jenis minuman
kopi tersebut dapat menjadi produk minuman fungsional karena mengandung
senyawa fenolik yang tinggi terutama asam klorogenat (Hecimovic et al., 2011).
Menurut Ruiz et al. (2007), komponen fenolik seperti asam klorogenat memiliki
peran dalam menyumbangkan aktivitas antioksidan pada kopi.

Antioksidan berfungsi sebagai senyawa yang mampu menghambat reaksi
oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul reaktif sehingga mampu
mencegah kerusakan sel (Winarsi, 2007). Selain sebagai antioksidan, senyawa
fenolik juga mampu menghambat enzim alfa glukosidase (Lee et al., 2008).
Penelitian yang dilakukan Kwon et al. (2006) memberikan informasi bahwa
senyawa fenolik memiliki daya hambat enzim alfa glukosidase. Enzim
alfaglukosidase memecah karbohidrat menjadi glukosa pada saluran pencernaan
sehingga dapat meningkatkan kadar gula darah (Subroto, 2006). Inhibitor enzim
alfa-glukosidase bekerja dengan menghambat kerja enzim-enzim pencernaan yang
mencerna karbohidrat sehingga absorbsi glukosa ke dalam darah menjadi lebih
lambat (Muchid., 2005). Berdasarkan uraian di atas menunjukkan bahwa senyawa
fenolik memiliki potensi sebagai antioksidan sekaligus sebagai penghambat
enzim alfa-glukosidase.

Ketersediaan senyawa fenolik yang ada pada kopi sebagai antioksidan dan
inhibitor enzim alfa glukosidase perlu dilakukan modifikasi teknologi karena
umumnya senyawa polifenol bersifat tidak stabil terhadap pengaruh lingkungan
sehingga akan berpengaruh terhadap bioavailabilitas di dalam tubuh (Sulistyo et
al., 2008). Salah satu modifikasi teknologi yang diharapkan dapat meningkatkan
bioavailabilitas senyawa kopi yaitu dengan penggunaan teknologi

nanoenkapsulasi. Menurut Kailaku et al., (2003), penerapan teknologi
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nanoenkapsulasi dapat meningkatkan kestabilan senyawa bioaktif sehingga dapat
menghasilkan bioavailabilitas yang baik. Salah satu metode yang dapat digunakan
dalam nanoenkapsulasi adalah metode gelasi ionik. Metode gelasi ionik
merupakan metode penyambungan silang antara polielektrolit yang bermuatan
positif dengan polianion yang bermuatan negatif sehingga terbentuk membran
kompleks polielektrolit (Mohanraj, 2006).

Pembuatan nanopartikel dengan metode gelasi ionik banyak dilakukan
menggunakan penyalut kitosan. Kitosan digunakan sebagai bahan penyalut karena
memiliki beberapa kelebihan yaitu bersifat biokompatibel, biodegradabel, tidak
beracun, dan dapat membentuk matriks yang dapat mengendalikan pelepasan
senyawa bioaktif (Prabaharan, 2008). Tripolifosfat merupakan salah satu
polianion yang banyak digunakan karena memiliki sifat food grade, lebih aman,
dan tidak menimbulkan efek samping (Ningsih et al., 2017). Reaksi sambung
silang secara ionik terjadi antara ion tripolifosfat (polianion) dan gugus amin —
NH3+ (kation) kitosan (Ko S dan Lee SC, 2010). Penelitian mengenai sintesis
nanokitosan terisi ekstrak kopi menggunakan metode gelasi ionik telah dilakukan
diantaranya pada penelitian Hujjah (2018) dan Tyas (2018) tentang karakterisasi
sifat fisik dan kimia nanokitosan terisi ekstrak kopi robusta sangrai dan arabika
hijau. Penerapan metode gelasi ionik pada pembuatan nanokitosan terisi ekstrak
kopi memiliki kelemahan vyaitu stabilitas senyawa polifenol yang rendah,
terbentuk agregasi antara kitosan dan senyawa bioaktif kopi sehingga membentuk
endapan. Cara yang dapat dilakukan untuk meningkatkan stabilitas nanokitosan
terisi ekstrak kopi yaitu dengan penggunaan surfaktan untuk meningkatkan
kestabilan dari nanokitosan terisi ekstrak kopi. Surfaktan yang biasa digunakan
yaitu Tween 80 yang bersifat non toksik. Penggunaan surfaktan tersebut
disebabkan karena tween 80 merupakan salah satu surfaktan yang dapat berperan
untuk mencegah terjadinya gumpalan yang mengakibatkan terbentuknya
pengendapan partikel (Sugita et al., 2010). Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh perbedaan konsentrasi Tween 80 terhadap aktivitas
antioksidan dan penghambatan enzim alfa glukosidase nanokitosan terisi ekstrak

kopi.
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1.2 Rumusan Masalah

Kopi memiliki senyawa aktif yang berpotensi sebagai antioksidan seperti
senyawa polifenol terutama asam klorogenat. Senyawa polifenol juga diketahui
memiliki potensi sebagai inhibitor enzim alfa glukosidase. Senyawa polifenol
yang terdapat pada kopi mudah mengalami kerusakan sehingga perlu ditingkatkan
bioavailabilitasnya, salah satunya dengan teknologi  nanoenkapsulasi
menggunakan metode gelasi ionik dengan bahan penyalut kitosan. Beberapa
penelitian sebelumnya menyatakan bahwa suspensi nanokitosan memiliki
kelemahan yaitu dapat membentuk agregasi antara kitosan dan senyawa bioaktif
kopi, sehingga perlu dilakukan penambahan Tween 80 yang berperan untuk
mencegah terbentuknya agregasi. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh perbedaan konsentrasi Tween 80 terhadap aktivitas antioksidan dan

penghambatan enzim alfa glukosidase nanokitosan terisi ekstrak kopi.

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbedaan konsentrasi
Tween 80 terhadap aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim alfa

glukosidase nanokitosan terisi ekstrak kopi.

1.4 Manfaat
Manfaat penelitian sebagai berikut:
1. Menambah nilai ekonomis produk kopi.

2. Alternatif diversifikasi produk minuman kopi sebagai minuman fungsional.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kopi (Coffea sp)
2.1.1 Produktivitas Biji Kopi

Tanaman kopi tumbuh subur di daerah tropis dan subtropis Amerika
Tengah dan Selatan, Afrika, dan Asia Tenggara terutama pada daerah dengan
iklim sesuai (Schenker et al., 2002). Brazil menjadi negara produsen dan eksportir
terbesar biji kopi di dunia diikuti Vietnam, Kolumbia, Indonesia, dan Ethiopia,
sedangkan USA, Jerman, Jepang, Italia, dan Perancis menjadi negara konsumen
terbesar di dunia (ICO, 2016). Indonesia sebagai negara penghasil kopi terbesar
keempat di dunia memiliki angka produktivitas yang terus meningkat pada tiga
tahun terakhir yaitu pada tahun 2015-2017 berturut-turut 639,41; 639,30; dan
637,53 ton (Direktorat Jenderal Perkebunan, 2017). Banyaknya kopi Indonesia
yang di ekspor dari tahun 1980 hingga 2015 bersifat fluktuatif namun
cenderung mengalami peningkatan. Tahun 1980 ekspor kopi mencapai 238,66
ton dengan nilai 656 juta US$ dan meningkat hingga 2015 menjadi 502,02 ton
dengan nilai 1,19 juta US$ (Kementrian Pertanian, 2015).
2.1.2 Jenis-jenis Kopi

Jenis kopi yang banyak dikembangkan di Indonesia adalah kopi robusta
(Coffea canephora) dan arabika (Coffea arabica) (Veronika, 2008). Kopi jenis
arabika memiliki keunggulan diantaranya beraroma harum dan cita rasa yang
unggul (lbrahim et al., 2012). Ciri-ciri kopi arabika secara umum yaitu memiliki
araoma yang menyerupai aroma campuran bunga dan buah, memiliki cita rasa
yang asam dan lebih lembut dibandingkan dengan kopi robusta, memiliki rasa
yang sedikit lebih pahit, dan tekstur biji lebih halus dibanding dengan kopi
robusta. Kopi robusta memiliki ciri-ciri secara umum yaitu memiliki rasa yang
lebih pahit, memiliki aroma yang khas dan sedikit ada aroma manis dan
teksturnya lebih kasar dibandingkan dengan kopi arabika (Anggara et al., 2011).
Kopi jenis robusta memiliki keunggulan yaitu lebih tahan terhadap beberapa
penyakit dan hama tanaman sehingga dapat menghasilkan jumlah produksi yang
lebih banyak dibandingkan dengan kopi arabika.
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Berdasarkan proses pengolahannya terdapat dua jenis kopi yang Kini
banyak dikonsumsi oleh masyarakat, yaitu kopi sangrai dan kopi hijau. Kopi hijau
(green coffee) merupakan jenis olahan biji kopi yang diperoleh dari proses
ektstraksi biji kopi yang belum melalui proses penyangraian. Proses penyangraian
dapat menguraikan kandungan asam klorogenat menjadi senyawa volatil dan
melanoidin. Menurut Malkapuram et al. (2016), kopi hijau memiliki manfaat bagi
kesehatan diantaranya sebagai antidiabetes dan anti obesitas. Efek sinergis dari
senyawa bioaktif yang terdapat pada biji kopi terbukti dapat mengurangi
penyerapan karbohidrat dari saluran pencernaan (Samadi et al., 2015).

2.1.3 Kandungan Kimia Biji Kopi

Kandungan kimia kopi tergantung dari varietas dan proses pengolahan
yang dilakukan serta faktor-faktor lain seperti lingkungan tempat tumbuh, tingkat
kematangan dan kondisi penyimpanan. Biji kopi mengandung beberapa
komponen kimia diantaranya yaitu kafein, asam klorogenat, trigonelin,
karbohidrat, lemak, asam amino, asam organik, aroma volatil dan mineral dapat
menghasilkan efek yang menguntungkan dan membahayakan bagi kesehatan
(Higdon dan Frei, 2006). Senyawa kimia pada biji kopi dapat dibedakan atas
senyawa volatil dan non volatil. Senyawa volatil adalah senyawa yang mudah
menguap terutama jika terjadi kenaikan suhu. Senyawa volatil yang berpengaruh
terhadap aroma kopi antara lain golongan aldehid, keton dan alkohol, sedangkan
senyawa non volatil yang berpengaruh terhadap mutu kopi antara lain kafein,
asam klorogenat, hidrokarbon alifatik, asam, alkohol, tiol, furan, piro, piridin,
quinin, fenol (asam alifatik) dan amin aromatik (Ramanavicience et al., 2003).

Kandungan biji kopi sebelum dan sesudah disangrai disajikan pada Tabel 2.1.
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Tabel 2.1 Kandungan kopi Robusta dan Arabika sebelum dan sesudah di sangrai

(9/100g bahan)
K Kopi Arabika  Kopi Arabika  Kopi Robusta  Kopi Robusta
omponen .. . . :
Hijau Sangrai Hijau Sangrai
Sukrosa 6-9 4,2-tr 0,9-4,0 1,6-tr
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 bebas 0,5 Tidak 0,8-1 Tidak
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 45 4,4-45 47
Asam Klorogenat 41-79 1,9-2,5 6,1-11,3 3,3-3,8
Asam alifatik 1,0 1,6 1 1,6
Asam kuinat 0,4 0,8 0,4 1
Melanoidin - 25 - 25

Sumber : Farhaty (2017)

Kandungan kimia biji kopi dipengaruhi antara lain oleh jenis dan varietas
kopi, 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 oleh Wiranata
(2016) biji kopi (green bean) mengandung senyawa polifenol sebesar 13,18 g
GAE/100 g. Penelitian Naidu et al. (2008) menunjukkan bahwa kandungan total
polifenol tertinggi pada biji kopi atau green bean arabika dan robusta berturut-
turut sebesar 32,19 dan 31,71% sedangkan kandungan asam klorogenat biji kopi
arabika dan robusta berturut-turut 30,19 dan 29,71%. Hal ini menunjukkan bahwa
asam klorogenat merupakan komponen fenolik yang mendominasi pada biji kopi
(Ayelign et al., 2013). Menurut Mursu et al. (2005) kandungan asam klorogenat

yang terdapat pada biji kopi mencapai 90% dari total senyawa fenol lain yang
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terdapat pada kopi. Asam klorogenat yang terkandung pada biji kopi robusta
memiliki perbedaan dengan asam klorogenat yang terkandung dalam biji kopi
arabika. Biji kopi robusta memiliki kandungan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kopi biji lainnya yakni mencapai 6,1-11.3 mg per g biji kopi (Farah,
2012). Perbedaan kandungan asam klorogenat tidak hanya didasarkan pada jenis
biji saja, namun adanya beberapa faktor seperti adanya pemanasan atau
penyangraian biji kopi hijau juga akan mempengaruhi tinggi rendahnya
kandungan asam klorogenat tersebut. Biji kopi akan mengalami perubahan secara
fisik maupun kimia saat dilakukan proses penyangraian. Menurut Yusianto
(2014), selama penyangraian sebagian besar asam klorogenat akan menjadi asam
kafeat dan asam kuinat. Banyak penelitian yang melaporkan bahwa dengan
dilakukannya proses penyangraian, asam klorogenat dapat terurai menjadi derivat
fenol dan dapat menyebabkan nilai kandungannya menjadi berkurang di dalam
biji kopi tersebut (Moon et al., 2009). Hal ini diperkuat dengan pernyataan Farah
dan Carmen (2006), bahwa proses penyangraian yang dilakukan pada biji kopi
juga dapat menyebabkan asam dicaffeoylquinic (diCQA) mengalami hidrolisis
menjadi mono ester dan asam kafein namun pada proses ini fenol yang bersifat
volatil meningkat.

Proses penyangraian pada suhu di atas 180-200°C dapat menyebabkan
perubahan besar dalam komposisi kimia dan aktivitas biologis kopi sebagai
akibat dari hasil reaksi Mailard dan Strecker. Senyawa yang menyebabkan rasa
sepat atau rasa asam seperti tanin dan asam asetat akan hilang dan sebagian
lainnya akan bereaksi dengan asam amino membentuk senyawa melanoidin yang
memberikan warna cokelat (Panggabean, 2011). Melanoidin merupakan
komponen produk akhir reaksi maillard yang memiliki berat molekul tinggi atau
HMW (high molecule weight), pembentuk warna cokelat, polimer nitrogen, dan
dibentuk oleh reaksi gula dengan protein/asam amino (Moreira et al., 2012).
Mekanisme pembentukan senyawa melanoidin pada kopi telah dibahas oleh
Moreire et al. (2012) yang merangkum tiga mekanisme pembentukan. Pertama,

melanoidin dibentuk melalui reaksi polimerisasi (via reaksi polikondensasi) dari
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produk-produk reaksi Maillard dengan berat molekul rendah atau LMW (low
molecule weight) seperti furan dan pirol. Kedua, teori Hofmann yang
mengusulkan bahwa melanoidin merupakan hasil cross-linking antara produk
Maillard LMW dengan protein via reaksi rantai samping asam amino seperti lisin,
arginin, dan sistein. Ketiga, teori yang menyebutkan bahwa kerangka melanoidin
dibangun dari produk degradasi gula yang dibentuk pada awal tahap reaksi

Maillard dan dipolimerisasi oleh kondensasi aldol.

2.2 Nanopartikel
2.2.1 Definisi Nanopartikel

Nanopartikel sebagai dispersi partikel padat memiliki ukuran berkisar 10-
1000 nm (Mohanraj dan Chen, 2006). Nanopartikel memiliki sifat yang baik
karena adanya peningkatan luas permukaan yang dapat meningkatkan reaktivitas
maupun kekuatan partikel (Thassu et al., 2009). Sistem penghantaran obat dalam
bentuk nanopartikel telah menunjukkan potensi yang sangat besar dibidang
biologi, kesehatan dan aplikasi dalam bidang pangan (Martien et al., 2012).
Sebagai sistem penghantar obat, nanopartikel memiliki beberapa keuntungan yaitu
(1) ukuran dan sifat permukaan yang mudah diatur, (2) mengontrol pelepasan zat
aktif, (3) mengurangi efek samping zat aktif (Rawat et al., 2006).

Bahan yang digunakan dalam pembuatan nanopartikel berupa polimer dan
penaut silang/crosslinker (Rachmania, 2011). Polimer yang biasa digunakan
dalam pembuatan nanopartikel yaitu gelatin, amilum, kitosan dan natrium alginat
(Soppimath et al.,, 2011). Polimer yang digunakan dalam proses sintesis
nanopartikel yang baik harus bersifat biodegredabel dan biokompatibel. Polimer
yang digunakan diharapkan dapat terserap oleh tubuh dalam saluran pencernaan
(Wu et al., 2005). Kitosan merupakan polimer yang paling banyak digunakan
karena memiliki beberapa sifat ideal sebagai polimer pembawa untuk
nanopartikel, seperti memiliki sifat biodegredabel dan biokompatibel dan non
toksik (Prusty, 2009). Wu et al. (2005) juga melaporkan bahwa nanopartikel dari

bahan polimer biodegradabel dan biokompatibel seperti kitosan merupakan bahan
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yang baik sebagai pembawa obat untuk sistem penghantaran karena nanopartikel
akan terjerap secara utuh di dalam saluran pencernaan setelah masuk kedalam
tubuh. Nanopartikel mempunyai kelebihan yaitu lebih mudah untuk berikatan
dengan sel dibandingkan dengan molekul yang mempunyai ukuran lebih besar,
sehingga nanopartikel banyak digunakan sebagai penghantar untuk obat yang
mengandung komponen bioaktif (Wilczewska et al., 2012).

2.2.2 Metode Pembuatan Nanopartikel

Metode yang digunakan mempengaruhi beberapa faktor dalam pembuatan
nanopartikel. Nanopartikel dapat dibuat dengan beberapa metode antara lain
metode dispersi polimer, polimerisasi monomer dan gelasi ionik (Mohanraj dan
Chen, 2006). Penggunaan teknik dispersi polimer dapat dilakukan menggunakan
beberapa metode yaitu evaporasi pelarut dan difusi pelarut. Metode evaporasi,
polimer dan obat dilarutkan dalam pelarut organik, kemudian diemulsikan dalam
larutan yang mengandung surfaktan untuk membentuk emulsi minyak dalam air
(o/w), setelah larutan stabil kemudian pelarut organik diuapkan (Zambaux et
al.,1998). Metode polimerisasi, monomer dipolimerisasi hingga membentuk
ukuran nanopartikel dalam larutan, kemudian dipisahkan dari penstabil dan
surfaktan menggunakan ultr asentrifugasi dan partikel disuspensikan dalam
bentuk surfaktan yang isotonis (Zhang et al., 2010). Metode selanjutnya yaitu
metode gelasi ionik yang sangat sederhana dan mudah dilakukan serta telah
berkembang luas dan banyak penelitian menggunakan metode gelasi ionik
(Racovita et al., 2009).

Metode sintesis nanopartikel yang paling sering 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 (Wu et al., 2008). Prinsip pembentukan
partikel pada metode gelasi ionik antara gugus amina pada Kkitosan yang
bermuatan positif dengan polianion yang bermuatan negatif membentuk
intermolekul tiga dimensi (Agnihotri, 2004). Salah satu contoh penerapan metode

gelasi ionik adalah pembuatan nanopartikel kitosan dengan cara mencampurkan
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polimer kitosan dengan polianion TPP yang menghasilkan interaksi antara muatan
positif pada gugus amino kitosan dengan gugus negatif TPP (lrianto, 2011).
Banyak penelitian yang telah membuktikan bahwa penggunaan kitosan sebagai
agen penyalut yang sangat baik. Namun, kitosan bersifat rapuh, sehingga perlu
dimodifikasi.  Penelitian  nanopartikel  kitosan  termodifikasi umumnya
menggunakan senyawa pengikat silang dan surfaktan dalam metode pembuatan
gelasi ionik (Wahyono, 2010). Proses gelasi ionik antara kitosan dan TPP

disajikan pada Gambar 2.1 dan ilustrasi crosslink antara kitosan dan STPP pada

Gambar 2.2.
A f
ckstrak o o \TPP
[+]

°

Larutan kitosan
Gelas beaker —] [~
_o_l .
Magnetic stlrrcrl__ Hot plate

Gambar 2.1 Proses gelasi ionik antara kitosan dan TPP (Racovita et al., 2009).

Amina (kation)
dari kitosan

Fosfat (anion)
dari TPP

Gambar 2.2 Reaksi crosslink antara kitosan dan TPP (Longmi et al., 1999)
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2.3 Tween 80

Tween 80 atau Polysorbate 80 merupakan ester oleat dari sorbitol yang
berupa cairan kental berwarna kuning (Rowe, Sheskey, dan Quinn, 2009). Tween
80 merupakan salah satu surfaktan yang biasa digunakan dalam proses
enkapsulasi karena bersifat nontoksik. Surfaktan (surface active agent) atau zat
aktif permukaan adalah senyawa organik yang memiliki komposisi struktur satu
atau lebih ekor non polar hidrofobik yang terhubung dengan sebuah polar bagian
kepala sebagai hidrofilik. Surfaktan dapat menurunkan tegangan permukaan air
dengan memutus ikatan hidrogen pada permukaan air dengan ekor hidrofobiknya
terentang menjauhi permukaan air. Pada dasarnya Kkarakteristik surfaktan
merupakan manifestasi dari rasio antara bagian hidrofilik dan hidrofobik sebagai
hydrophile lipophile balance atau HLB (Jaya, 2010).

Penggunaan Tween 80 sebagai surfaktan telah dilakukan pada beberapa
penelitian enkapsulasi yang dilakukan oleh Trisnawati (2014) dimana dengan
adanya penambahan surfaktan Tween 80 dapat meningkatkan presentase efisiensi
enkapsulasi dan kestabilan dari nanopartikel. Pachuau (2009) menyatakan bahwa
penggunaan surfaktan tween 80 sebagai emulsifier untuk menyatukan kitosan dan
alginat. Surfaktan dapat membentuk lapisan yang baik di sekeliling permukaan
kapsul, sehingga aglomerasi alginat-kitosan dapat berkurang dan karena itu
efisiensinya cenderung meningkat. Tween 80 merupakan molekul yang
mengabsorbsi pada permukaan butiran yang terbentuk selama homogenasi dan

membentuk membran protektif yang menjaga butiran agar tidak terjadi agregasi.

2.4 Antioksidan
2.4.1 Definisi Antioksidan

Menurut Winarsi (2011) senyawa antioksidan adalah senyawa pemberi
elektron (electron donors). Secara biologis, pengertian antioksidan adalah
senyawa yang mampu menangkal atau meredam dampak negatif oksidan dalam
tubuh. Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada

senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut bisa
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dihambat. Menurut Kumalaningsih (2007), antioksidan adalah senyawa yang
mempunyai struktur molekul yang dapat memberikan elektronnya dengan cuma-
cuma kepada molekul radikal bebas tanpa terganggu sama sekali fungsinya dan
dapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas.

Mekanisme antioksidan dalam menghambat oksidasi atau menghentikan
reaksi berantai pada radikal bebas dapat disebabkan oleh empat macam
mekanisme reaksi, yaitu pelepasan hidrogen dari antioksidan, pelepasan elektron
dari antioksidan, adisi lemak ke dalam cincin aromatik pada antioksidan,
pembentukan senyawa kompleks antara lemak dan cincin aromatik dari
antioksidan. Apabila dalam suatu asam lemak yang terdapat dalam minyak tidak
mengandung senyawa antioksidan, maka peroksidan aktif akan berikatan dengan
ikatan rangkap lengkap. Berbeda apabila jika ada penambahan senyawa
antioksidan, maka peroksida aktif akan bereaksi dengan antioksidan tersebut

sehingga pembentukan radikal bebas dapat dihentikan.

RH + o)} > R+ OOH
Asam lemak tidak jenuh oksigen Radikal Bebas
R + O, > ROO"
Radikal bebas Oksigen Peroksida aktif

Mekanisme kerja senyawa antioksidan (Winarti, 2010)

Tubuh manusia memiliki sistem pertahanan endogen terhadap serangan
radikal bebas ketika proses metabolisme sel normal dan peradangan. Antioksidan
yang menangkal radikal bebas menunjukkan pengurangan resiko terhadap
bebarapa penyakit kronis (Rohmatussolihat, 2009). Jumlah radikal bebas dapat
bertambah oleh beberapa faktor seperti stres, radiasi, asap rokok, polusi udara,
sehingga membutuhkan asupan antioksidan lebih dari luar untuk menjaga
serangan radikal bebas (Rohdiana, 2001).

Antioksidan berdasarkan mekanisme reaksinya dibagi menjadi tiga macam
yaitu antioksidan primer, sekunder dan tersier:

a. Antioksidan Primer merupakan zat atau senyawa yang dapat menghentikan

reaksi berantai pembentukan radikal bebas yang melepaskan hidrogen. Reaksi
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antioksidan primer terjadi pemutusan rantai radikal bebas yang sangat reaktif,
kemudian diubah menjadi senyawa stabil atau tidak reaktif. Antioksidan ini
dapat berperan sebagai donor hidrogen atau CB-D (chain breaking donor) dan
dapat berperan sebagai akseptor elektron atau CB-A (chain breaking acceptor)
(Triyem, 2010).

b. Antioksidan Sekunder merupakan senyawa yang dapat mencegah kerja dan
menangkap dari reaksi radikal bebas berantai sehingga tidak terjadi kerusakan
yang lebih besar (Kumalaningsih, 2008). Antioksidan sekunder diantaranya
adalah vitamin E, vitamin C, beta karoten, flavonoid dan sebagainya (Triyem,
2010).

c. Antioksidan Tersier, kelompok antioksidan tersier meliputi sistem enzim
DNA-Repair dan metionin sulfoksida reduktase. Enzim-enzim ini berperan
dalam perbaikan biomolekuler yang rusak akibat reaktivitas radikal bebas.
Kerusakan DNA yang terinduksi senyawa radikal bebas dicirikan oleh
rusaknya single dan double strand baik gugus non-basa maupun basa (Winarsi,
2007). Contoh dari antioksidan tersier seperti jenis enzim metionin sulfoksidan
reduktase yang dapat memperbaiki DNA dalam inti sel. Enzim tersebut
bermanfaat sebagai bahan untuk memperbaiki DNA bagi seseorang yang
menderita kanker (Kumalaningsih, 2008).

2.4.2 Antioksidan pada Kopi

Kopi mengandung senyawa yang berfungsi sebagai antioksidan. Menurut

Castelnuovo et al. (2012), kandungan senyawa polifenol dalam kopi dapat

menjadi sumber antioksidan yang dapat mencegah berbagai macam penyakit

akibat efek radikal bebas. Jenis polifenol yang terkandung dalam kopi antara lain
asam klorogenat, asam kafeat, asam koumarat, asam ferulat dan asam sinapat

(Hecimovic et al., 2011). Menurut Lee et al. (2008) jenis polifenol yang

mendominasi pada kopi yaitu asam klorogenat. Hasil penelitian Rice et al. (1999),

kopi robusta sebanyak 200 mL mengandung 70-350 mg asam klorogenat,

sedangkan dalam kopi arabika sebanyak 70-200 mg. Aktivitas antioksidan pada

kopi bekerja pada ROS (Reactive Oxygen Spesies) sehingga akan menurunkan
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beberapa resiko yang disebabkan oleh ROS tersebut. Asam klorogenat merupakan
antioksidan yang berguna untuk mengurangi efek kerusakan sel akibat radikal
bebas dan pendorong metabolisme yang meminimalkan pelepasan glukosa
berlebihan dari hati ke dalam darah. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
asam klorogenat memiliki potensi efek kesehatan termasuk kemampuan untuk
mengurangi risiko diabetes tipe dua (Van Dijk et al., 2009), mengurangi risiko
penyakit kardiovaskular (Mubarak et al., 2012), dan perbaikan dalam fungsi
kognitif (Cropley et al., 2012). Struktur senyawa asam klorogenat disajikan pada
Gambar 2.3.

Qo

- o
R/ .

OH
OH

Gambar 2.3. Struktur senyawa asam klorogenat

Beberapa senyawa yang terdapat pada kopi diantaranya asam klorogenat
dan kafein diketahui memiliki fungsi sebagai antimutagenik, antikanker dan
adanya aktivitas antioksidan yang bekerja pada ROS (Reactive Oxygen Spesies).
ROS dapat menyebabkan iskemia dan kerusakan pada usus (Sato et al., 2011).
Kafein dan asam Kklorogenat dilakukan pengujian aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH. Nilai ECsy yang dihasilkan kafein sebesar 21,41
ppm sedangkan asam klorogenat sebesar 5,86 ppm. Nilai ECso merupakan
parameter yang digunakan untuk menunjukkan aktivitas antioksidan yang
memberikan penghambatan 50%. Nilai ECso yang rendah menunjukkan bahwa
suatu zat mempunyai aktivitas antioksidan yang tinggi. Nilai ECsy kafein lebih
tinggi dibandingkan dengan asam klorogenat sehingga dapat disimpulkan bahwa
asam klorogenat mempunyai aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan

dengan kafein. Hal ini disebabkan karena asam klorogenat mempunyai banyak
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gugus hidroksil yang berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan (Sukohar et al.,
2011).

Senyawa yang memiliki sifat antioksidan pada biji kopi juga terbentuk
pada saat dilakukannya proses penyangraian (Bailey dan Won, 1992). Selama
terjadinya proses penyangraian akan menghasilkan produk reaksi maillard non
volatil yaitu melanoidin yang diketahui memiliki aktivitas antioksidan (Borrelli et
al (2002). Penelitian yang dilakukan oleh Kurniawan (2017) didapatkan bahwa
melanoidin pada kopi sebagai produk dari proses penyangraian kurang mampu
berkontribusi terhadap peningkatan aktivitas antioksidan. Vignoli et al. (2011)
menjelaskan bahwa senyawa melaoidin tidak berpengaruh secara langsung
terhadap potensial antioksidan pada minuman. Saccheti et al. (2009) meneliti
pengaruh fraksi fenolik kopi robusta hijau dan fraksi non fenolik (termasuk
melanoidin) terhadap aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS (asam
2,2-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat). Penelitian diperoleh bahwa fraksi
non fenolik tidak terlalu berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan. Antioksidan
fraksi fenolik adalah 166,9 + 5,4 umol TE/mL sedangkan fraksi non fenolik hanya
27,7 £ 6,7 umol TE/mL. Semakin tinggi suhu penyangraian didapatkan nilai
aktivitas antioksidan yang semakin menurun, hal ini berkaitan dengan adanya
penurunan dari kandungan polifenol.

2.4.3 Pengujian Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan dapat dilakukan dengan berbagai metode
yang masing-masing memiliki mekanisme kerja maupun penghambatan yang
berbeda. Pengujian antioksidan dapat dilakukan secara in vitro maupun in vivo.
Pada pengujian in vitro, analisis dapat dilakukan secara kimiawi dengan beberapa
metode seperti metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP (ferric
reducing antioxidant power) dan penghambatan radikal hidroksil (OH").

a. Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH merupakan metode sangat

sederhana untuk mengukur kemampuan antioksidan dalam menangkal radikal

bebas. Senyawa penangkal radikal bebas yang direaksikan dengan larutan DPPH
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dan metanol akan mereduksi radikal DPPH dengan mendonasikan atom hidrogen.
Donasi atom hidrogen pada radikal DPPH tersebut akan membentuk
difenilpikrilhidrazin (non radikal). Adanya mekanisme penangkapan radikal
tersebut ditunjukkan dengan terjadinya perubahan warna ungu dari DPPH ke
jingga kekuningan (warna golongan pikril) pada senyawa difenilpikrilhidrazin.
Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 514 nm. Berkurangnya intensitas
warna ini menggambarkan penurunan konsentrasi DPPH yang menyebabkan
penurunan absorbansinya dibandingkan dengan absorbansi kontrol yang tidak
diberi senyawa uji yang diperkirakan mempunyai aktivitas antiradikal (Noviana et
al., 2007).

b. Metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Metode FRAP dapat menentukan aktivitas antioksidan berdasarkan
kemampuan senyawa untuk mereduksi ion Fe** menjadi Fe?*. Kekuatan aktivitas
antioksidan suatu senyawa dianalogikan dengan kemampuan mereduksi suatu
senyawa (Halvorsen et al., 2002). Reaksi dengan senyawa antioksidan akan
membuat kompleks TPTZ-Fe** yang merupakan senyawa radikal menjadi suatu
produk yang lebih stabil, sehingga tidak dapat bereaksi dengan komponen seluler.
Pada reaksi tersebut, senyawa antioksidan akan mendonorkan elektron kepada
kompleks TPTZ-Fe** yang kemudian tereduksi menjadi TPTZ-Fe?*. Hasil reaksi
tersebut ditandai dengan adanya perubahan warna dari ungu violet menjadi biru
keunguan. Senyawa antioksidan yang telah mendonorkan satu eletronnya akan
menjadi suatu senyawa radikal, tetapi bersifat lebih stabil karena kemampuannya
beresonansi. Reaksi antara TPTZ-Fe®* dan senyawa antioksidan sebagai berikut :

TPTZ-Fe** + Ar-OH —»  TPTZ-Fe?* + Ar-O" + H" (Sangi dan Katja, 2011).

c. Radikal Hidroksil

Metode pengujian aktivitas antioksidan metode radikal hidroksil
merupakan senyawa yang paling reaktif dan berbahaya bagi tubuh (Shi et al.,
1992). Radikal hidroksil buka produk primer proses biologis, melainkan berasal
dari H,O, dan O, (Kartikasari, 2015). Radikal hidroksil akan bereaksi dengan 2-
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deoksiribosa dan membentuk malonaldehid. Adanya malonaldehid dapat

diidentifikasi dengan asam tiobartiburat (TBA) yang akan berubah warna menjadi

merah muda, sehingga dapat ditetapkan secara spektrofotometri (Halliwell et al.,

1999). Menurut Halliwell et al. (1987) radikal hidroksil dapat merusak tiga jenis

senyawa penting untuk mempertahankan integritas sel yaitu:

1) Asam lemak tak jenuh (PUFA) yang merupakan komponen penting fosfolipid
penyususn membran sel

2) DNA yang merupakan piranti genetik dari sel

3) Protein yang berperan penting sebagai enzim, reseptor, antibodi, pembentuk
matriks, dan sitodkeleton.

Prinsip dari metode ini adalah menghasilkan radikal hidroksil melalui
reaksi feton yaitu reaksi antara kompleks besi-EDTA dengan H,O, karena
keberadaan asam askorbat. Radikal hidroksil yang terbentuk akan menyerang
deoksiribosa ketika campuran dipanaskan pada kondisi asam sehingga terbentuk
malonaldehid (MDA) yang terdeteksi ketika bereaksi dengan TBA (asam
tiobarbiturat) ditandai dengan terbentuknya warna merah (Haliwell et al., 1987).
Aktivitas antioksidan didasarkan pada kemampuan senyawa antioksidan dalam
bahan pangan untuk bereaksi dengan radikal hidroksil dan mengurangi warna

merah.

2.5 Enzim Alfa glukosidase
2.5.1 Definisi Enzim Alfa glukosidase

Enzim alfa glukosidase atau dengan nama lain a-D-glukosida
glukohidrolase merupakan enzim yang berperan dalam sel usus halus mamalia.
Enzim tersebut merupakan enzim kunci pada proses akhir pemecahan karbohidrat.
Enzim tersebut mengkatalis hidrolisis terminal residu glukosa non pereduksi yang
berikatan o-1,4 pada berbagai substrat dan dihasilkan a-D-glukosa. Alfa
glukosidase menghidrolisis ikatan a-glikosidik pada oligosakarida dan a-D-
glikosida (Gao et al., 2007). Fungsi alfa glukosidase dalam sistem pencernaan di

usus sebagai katalis tahap terakhir dalam proses pemecahan karbohidrat.
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Karbohidrat kompleks pada proses pencernaan akan dicerna oleh berbagai enzim
pencernaan yang terdapat pada usus halus, termasuk enzim alfa glukosidase yang
merupakan enzim karbohidrolase yang bekerja mengkatalis pelepasan alfa-
glukosa (Zhang et al., 2007). Glukosa yang dilepas tersebut nantinya akan
diabsorbsi pada lemen usus halus dan masuk ke dalam sirkulasi darah sehingga
dapat menyebabkan hiperglikemia postprandial dan berujung pada DM tipe 2
(Luo et al., 2012).

2.5.2 Penghambatan Enzim Alfa Glukosidase

Inhibitor alfa glukosidase merupakan salah satu agen antidiabetik yang
bekerja dengan cara menghambat kerja enzim alfa glukosidase. Pengurangan
penyerapan karbohidrat dari makanan oleh usus merupakan sebuah pendekatan
terapeutik bagi hiperglikemia postprandial. Polisakarida kompleks akan
dihidrolisis oleh enzim amilase menjadi dekstrin dan dihidrolisis lebih lanjut
menjadi glukosa oleh enzim alfa glukosidase sebelum memasuki sirkulasi darah
melalui penyerapan epitelum. Inhibitor enzim amilase dan alfa glukosidase
sintetis seperti akarbosa telah banyak digunakan untuk penanganan pasien
diabetes tipe Il namun obat ini juga dilaporkan menyebabkan berbagai efek
samping (Feng et al., 2011) sehubungan dengan hal tersebut banyak usaha yang
dilakukan untuk menemukan jenis inhibitor dari sumber alami untuk mengobati
diabetes.

Banyak penelitian telah membuktikan bahwa senyawa fitokimia memiliki
kemampuan untuk menghambat kerja enzim alfa glukosidase, seperti senyawa
dari golongan alkaloid (Patel et al., 2012), triterpenes (Lai et al., 2012) dan
flavonoid (Wang et al., 2010). Penghambatan aktivitas alfa glukosidase oleh
berbagai senyawa fenolik juga telah banyak dijelaskan dalam literatur, dimana
disebutkan bahwa alfa glukosidase secara efektif dihambat oleh flavonol (Lee et
al., 2008), luteleon myricetin, dan quercetin (Tadera et al., 2006). Penelitian yang
dilakukan oleh (Oboh et al., 2015) mengenai aktivitas penghambatan enzim alfa
glukosidase dan alfa amilase juga menunjukkan bahwa senyawa asam klorogenat

memiliki efek antioksidan dan efek penghambatan terhadap aktivitas alfa amilase


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

19

dan alfa glukosidase secara in vitro. Penghambatan enzim alfa glukosidase
merupakan salah satu pendekatan terapeutik untuk menurunkan kadar glukosa
darah postprandial (Manaharan et al., 2011) karena dengan dihambatnya kerja
enzim alfa glukosidase, maka dapat menunda penguraian oligosakarida dan
disakarida menjadi monosakarida (Shinde et al., 2008) sehingga senyawa yang
dapat menghambat kerja enzim alfa glukosidase tersebut dapat digunakan sebagai
obat oral untuk pasien DM tipe 2. Penghambatan enzim a-glukosidase dapat
menggunakan akarbosa, miglitol, dan voglibosa yang diketahui mampu
mengurangi hiperglikemia setelah makan melalui penghambatan kerja enzim
pencerna karbohidrat dan menunda absorpsi glukosa (Hsieh et al. 2010).
Pengunaan obat ini biasa digunakan untuk penyakit diabetes mellitus tipe 2.
Pengujian aktivitas penghambatan enzim alfa glukosidase dapat dilakukan
dengan cara in vitro dan in vivo. Pengujian secara in vitro banyak dilakukan
dengan metode spektrofotometer dengan menggunakan panjang gelombang 400
nm. Pengujian ini menggunakan pseudo-substrat, seperti pnitrofenil-a-D-
glukopiranosida (p-NPG) dan enzim a- glukosidase. Daya hambat terhadap
aktivitas enzim alfa glukosidase dipelajari secara pseudosubstrat dengan
mengetahui kemampuan sampel untuk menghambat reaksi hidrolisis glukosa pada
substrat p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (pNPG). Setelah mengalami hidrolisis
substrat akan terhidrolisis menjadi a-D-glukosa dan p-nitrofenol yang berwarna
kuning. Warna kuning yang dihasilkan oleh p-nitrofenol menjadi indikator
kemampuan inhibitor untuk menghambat reaksi yang terjadi. Semakin besar
kemampuan inhibitor untuk menghambat maka produk yang dihasilkan semakin
sedikit atau warna larutan setelah inkubasi lebih cerah dibandingkan dengan

larutan tanpa inhibitor (Sugiwati, 2005).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Analisis Terpadu, Laboratorium
Kimia dan Biokimia Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas
Jember. Pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan Juni - Desember 2018
dilanjutkan Juni - Juli 2019.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan adalah neraca analitik ohaus (Mettler Toledo), rotary
evaporator (Buchi, Jerman), pompa vakum, magnetic stirer (Meline MS300HS),
pengayak, penangas air (Medline MS3OOHS, Jerman), mikropipet (Gilson),
sentrifuse, refraktometer (Atago, Japan), pH meter (Schott, Detschland,
Germany), vortex (VM-300 Taiwan), sprektofotometer UV-VIS (Genesys 10,
USA), Epoch BioTek microplate reader dan alat-alat gelas.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah kopi Robusta
dan Arabika yang diperoleh dari distributor kopi di Jember. Bahan kimia yang
digunakan meliputi kitosan, asam asetat, sodium tripolipospat, metanol, akuades,
asam galat, Na,COs3, reagen follin ciocalteau, trolox, HCI, TPTZ (2,4,6-
Tripyridyl-S-triazine), FeCl3;6H,0, sodium asetat trinydrate, buffer fosfat, TBA
(2-Thiobarbituric acid), TCA (Trichloroacetic acid), asam askorbat, H,O,,
deoksiribosa, iron ammonium sulfat, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), enzim
alfa glukosidase, p-nitrofenil-a-Dglukopiranosida (Sigma-Aldrich, USA), dan

Buffer kalium fosfat.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini berupa penelitian laboratorium yang terdiri dari tahapan

ekstraksi, sintesis nanopartikel terisi ekstrak kopi, dan pengujian karakteristik
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kimia ekstrak kopi dan nanokitosan terisi ekstrak kopi. Pengujian karakteristik
kimia ekstrak kopi robusta sangrai dan arabika hijau meliputi pH, derajat brix,
kandungan melanoidin, kandungan polifenol, dan aktivitas antioksidan DPPH.
Pengujian nanokitosan terisi ekstrak kopi meliputi kandungan polifenol,
kandungan melanoidinaktivitas antioksidan dan pengujian penghambatan enzim
alfa glukosidase.
3.3.2 Ekstraksi Kopi Robusta Sangrai

Ekstraksi kopi robusta sangrai mengacu pada metode yang dilakukan oleh
Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia (2013). Bubuk kopi sangrai sebanyak
100 g diekstraksi dengan metode penyeduhan menggunakan air dengan suhu 85°
C selama 45 menit dengan pengadukan. Kopi yang telah diseduh disaring
dilanjutkan dengan proses evaporasi secara vakum pada suhu 50°C, sehingga
diperoleh ekstrak pekat. Ekstrak pekat kopi disimpan pada suhu -20°C. Diagram
alir pembuatan ekstrak kopi nanopartikel dari kopi sangrai dapat dilihat pada

Gambar 3.1.
@ kopi sangrai (100 g)

\Z
Ekstraksi Maserasi (45 menit, 85°C)
.

Evapora5| suhu 50°C

Gambar 3.1 Ekstraksi Kopi Robusta sangrai
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3.3.3 Ekstraksi Kopi Arabika Hijau

Ekstraksi kopi arabika hijau mengacu pada metode yang dilakukan oleh
Tyas (2018). Bubuk kopi arabika hijau sebanyak 50 g diekstraksi soxhlet dengan
menggunakan etanol teknis 96%. Ekstraksi dilakukan selama 14 jam dan ekstrak
yang dihasilkan lalu dilakukan penghilangan pelarut etanolnya menggunakan alat
evaporator vakum pada suhu 40°C. Diagram alir pembuatan ekstrak kopi
nanopertikel dari kopi hijau dapat dilihat pada Gambar 3.2

@k kopi hijau (a)D

. v
Etanol teknis Ekstraksi soxhlet (14 jam)
96%
v
Penyaringan vakum
v

Evaporasi vakum suhu 40°C

v
@rak pekat kopi hD

Gambar 3.2 Ekstraksi kopi arabika hijau

3.3.4 Pembuatan Nanokitosan Terisi Ekstrak Kopi

Pembuatan nanokitosan terisi ekstrak kopi dilakukan dengan metode gelasi
ionik mengikuti metode Alishahi et al. (2011) dengan modifikasi. Nanopartikel
kitosan digunakan sebagai penyalut ekstrak kopi yang dibuat dengan
mencampurkan larutan kitosan 0,1%; sodium tripolipospat (STPP) 0,1%; Tween
80 0,1; 0,2; 0,3% dan ekstrak kopi. Larutan STPP 0,1 % dan Tween 0,1; 0,2; 0,3%
dilarutkan dalam larutan kitosan 0,1% dan dicampurkan menggunakan magnetic
stirrer. Larutan ditambahkan ekstrak kopi robusta sangrai sebanyak 0,1 dan 0,15
mL atau ekstrak kopi arabika hijau 0,1; 0,2; 0,3 mL dan diaduk menggunakan

stirrer. Larutan yang dihasilkan merupakan suspensi nanopartikel terisi ekstrak
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kopi. Diagram alir sintesis nanopartikel terisi ekstrak kopi dapat dilihat pada
Gambar 3.3.

@ Larutan Kitosan@

T

STPP 0,1% (1,8 ml),

Tween (1,2 ml),
ekstrak kopi

Pengadukan dengan stirrer

sangrai/hijau

Nanokitosan terisi ekstrak
kopi

Gambar 3.3 Pembuatan nanokitosan terisi ekstrak kopi

3.3.5 Formulasi nanokitosan terisi ekstrak kopi
Nanokitosan terisi ekstrak kopi dibuat dengan formulasi yang telah
ditentukan sesuai Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Formulasi nanokitosan terisi ekstrak kopi

Formula Volume Ekstrak Kopi Konsentrasi Tween 80
(mL) (%)
Nanokitosan terisi ekstrak kopi sangrai
S0,1T0 01 0
S0,1T0,2 ’ 0,2
S0,1T0,3 0,3
S0,15T0 0
S0,15T0,2 0,15 0,2
S0,15T0,3 0,3
Nanokitosan terisi ekstrak kopi hijau
HO,1TO 0
HO0,1T0,2 0,1 0,2
HO0,1T0,3 0,3
HO0,2TO 0
HO0,2T0,2 0,2 0,2
HO0,2T0,3 0,3
HO0,3T0,0 0
HO0,3T0,2 0,3 0,2

H0,3T0,3 0,3
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3.4 Parameter Pengamatan
3.4.1 pH

Pengukuran pH mengacu pada metode AOAC (1995). Alat pH-meter
digunakan untuk mengukur pH ekstrak kopi Robusta sangrai dan ekstrak kopi
arabika hijau. Alat pH meter distandarisasi terlebih dahulu dengan buffer pH 4
dan 7. Pengukuran dilakukan dengan mencelupkan elektroda pH meter yang
sudah distandarisasi ke dalam sampel cair.
3.4.2 Total Padatan Terlarut

Analisis total padatan ekstrak kopi robusta sangrai dan arabika hijau
mengacu pada metode Mukaromah et al. (2010). Total padatan terlarut diukur
menggunakan hand-held refractometer ukuran 0-32 (%, Brix) dan
dipresentasikan sebagai (%, Brix). Prosedur pengukurannya yaitu sampel
diteteskan pada kaca sensor yang ada pada alat dan angka brix dibaca pada alat.
3.4.3 Pengujian Pigmen Coklat Melanoidin

Ekstrak kopi Robusta sangrai dan nanokitosan terisi ekstrak kopi robusta
sangrai yang berwarna coklat) diukur pada panjang gelombang 420 nm
menggunakan  spektrofotometer. Kandungan pigmen coklat melanoidin
dinyatakan sebagai nilai absorbansi (AU) (Bartel et al. 2015).
3.4.4 Kandungan Total Polifenol

Pengujian kandungan total polifenol sesuai dengan metode folin ciocalteu
seperti yang dijabarkan dalam penelitian Singleton et al. (1965). Larutan ekstrak
sebanyak 0,05 mL ditambahkan akuades hingga mencapai volume 1 mL,
selanjutnya reagen folin ciocalteu ditambahkan sebanyak 0,5 mL dan divortex lalu
didiamkan selama 5 menit. Sebanyak 1 mL Na,CO;3; (7%) ditambahkan dalam
larutan dan di vortex. Campuran dibiarkan berada dalam ruangan gelap selama 60
menit. Pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 765 nm menggunakan
UV-VIS spektrofotometer. Kandungan senyawa polifenol dihitung menggunakan
kurva standar yang dibuat dari asam galat pada beberapa konsentrasi dan
kandungan senyawa polifenol dinyatakan dalam mg asam galat per mL (mg
GAE/mL), GAE=Gallic acid equivalent.
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3.4.5 Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH radikal,
metode FRAP, dan scavenging radikal hidroksil (OH).
a. Metode DPPH (2,2-diphenil 1-pichylhydazyl)

Aktivitas antioksidan dianalisis berdasarkan pada kemampuan senyawa
bioaktif polifenol menangkap radikal bebas DPPH sesuai metode Yamaguchi et
al. (1998). Sampel ekstrak sebanyak 0,05 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi larutan DPPH (300 uM) sebanyak 3 mL lalu ditambahkan 2,95 mL
metanol. Tabung reaksi di vortex dan didiamkan selama 30 menit. Absorbansi
diukur dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 517 nm.
Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity/TEAC (mmol TE/mL), TE = trolox equivalent.

b. Metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Penentuan aktivitas antioksidan metode FRAP dilakukan sesuai dengan
metode Benzie dan Strain (1996). Larutan stok yang disiapkan meliputi 300 mM
buffer asetat pH 3,6; 10 mM larutan TPTZ di dalam 40 mM HCI, dan 20 mM
larutan FeCl3.6H,0. Larutan FRAP dibuat dengan mencampur 25 mL buffer
asetat; 2,5 mL larutan TPTZ dan 2,5 mL larutan FeCls;.6H,0, selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit. Sampel sebanyak 0,05 mL sampel
direaksikan dengan 2950 uL larutan FRAP selama 30 menit dalam keadaan gelap
dan dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 593 nm. Kurva
standar dibuat pada beberapa konsentrasi trolox. Aktivitas antioksidan dinyatakan
dalam mmol TE/mL, TE = trolox equivalent.

c. Metode Scavenging Radikal OH’

Penentuan aktivitas antioksidan metode Scavenging radikal hidroksil
(OH") diuji berdasarkan metode deoksiribosa (Halliwel et al., 1987). Larutan
sampel dari beberapa konsentrasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan 690 pL deoxyribose 2,5 mM (dalam 10 mM buffer fosfat pH 7,4)
100 pL campuran EDTA (1,04 mM)-iron ammonium sulfat (1,0 M), 200 uL asam
askorbat (1 mM) dan 50 uL H,O, (0,1 M), lalu di vortek. Campuran diinkubasi
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pada penangas air suhu 37° C selama 10 menit, kemudian ditambahkan 1 mL
TCA (2,8%) dan 0,5 mL TBA (1%). Campuran dipanaskan pada penangas air
berisi air mendidih selama 8 menit lalu didinginkan. Campuran diukur dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 532 nm. Aktivitas antioksidan
dinyatakan dalam mmol TE/mL, TE = trolox equivalen. Kurva standar dibuat
dalam beberapa konsentrasi trolox.
3.4.6 Pengujian Penghambatan Enzim Alfa Glukosidase

Pengujian penghambatan aktivitas enzim alfa glukosidase dilakukan
berdasarkan metode dari (Sancheti et al, 2009). Uji penghambatan alfa
glukosidase dilakukan menggunakan 50 pl sampel, 10 pl buffer kalium fosfat
0,IM (pH ), 25 pul larutan alfa glukosidase (0,8 U/mL) dan 25 ul P-nitrofenil a-D-
glukopiranosida 10 mM dalam buffer kalium fosfat 0,1M pH 7. Campuran
tersebut kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 30 menit. Reaksi dihentikan
dengan menambahkan 100 pl Na,COs, 0,1 M. Absorbansi diukur pada panjang
gelombang 410 nm menggunakan microplate reader. Kontrol pada pengujian ini
yaitu buffer yang digunakan menggantikan sampel. Persentase penghambatan
dapat diketahui menggunakan rumus:

Absorbansi kontrol-Absorbansi sampel 100
X

% Penghambatan=
7o Penghambatan Absorbansi kontrol

3.5 Analisis Data

Data hasil penelitian dihitung rata-rata dan standar deviasi, kemudian
dianalisis dengan uji ANOVA — Two Way (SPSS 15) pada data polifenol,
melanoidin, antioksidan (metode DPPH, FRAP, dan Radikal Hidroksil) dan uji
ANOVA - One Way (SPSS 15) pada data penghambatan enzim alfa glukosidase
dilanjutkan dengan uji Duncan (p < 0,05) jika terdapat hasil yang beda nyata.


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

BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan Tween 80
berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan dan tidak berpengaruh terhadap
aktivitas penghambatan enzim alfa-glukosidase nanokitosan terisi ekstrak kopi
baik kopi sangrai maupun kopi hijau. Aktivitas antioksidan dan penghambatan
enzim alfa glukosidase yang terdapat pada nanokitosan terisi ekstrak kopi dengan
konsentrasi Tween 0% memiliki nilai yang lebih tinggi dibandingkan dengan
nanokitosan terisi ekstrak kopi dengan penambahan Tween 80 konsentrasi 0,2 dan
0,3%. Formulasi nanokitosan terisi ekstrak kopi yang dapat dipilih karena
memiliki karakteristik fisik yang baik, memiliki kandungan aktivitas antioksidan,
dan dapat menghambat enzim alfa glukosidase yakni pada nanokitosan terisi
ekstrak kopi dengan penambahan 0,15 mL ekstrak kopi robusta sangrai dan 0,3

mL ekstrak kopi arabika hijau dengan konsentrasi Tween 80 0,3%.

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian mengenai pengaruh masa simpan nanokitosan
terisi ekstrak kopi terhadap aktivitas antioksidan dan penghambatan enzim alfa

glukosidase.
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LAMPIRAN A. Data Karakteristik Ekstrak Biji Kopi Arabika Hijau dan Robusta

Sangrai

A.1 Total padatan terlarut

Sampel Ulangan Nilai Brix Rata2 Stdev
1 31
Sangrai 2 31 31 0
3 31
4 23
Hijau 5 23 26 0
6 23
A.2 Total Keasaman ( pH)
Sampel Ulangan Nilai pH Rata-rata Stdev
1 6,14
Sangrai 2 6,21 6,180 0,036
3 6,19
4 5,81
Hijau 5 5,77 5,790 0,020
6 5,79
A.3 Kandungan total polifenol
Sampel Ulangan -(rr%aIGFXg;nf)l Rata-rata Stdev
1 42,456
sangrai 2 41,054 41,241 1,133
3 40,214
1 47,340
hijau 2 47,380 47,313 0,083
3 47,220
A.4 Aktivitas antioksidan
Sampel Ulangan mmol TE/mL Rerata Stdev
1 10,285
Sangrai 2 10,226 10,279 0,049
3 10,325
4 12,275
Hijau 5 12,217 12,194 0,095
6 12,089
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LAMPIRAN B. Data Hasil Analisis Kandungan Polifenol Nanokitosan Terisi
Ekstrak Kopi

B.1. Kandungan total polifenol nanokitosan terisi ekstrak kopi Robusta Sangrai

Volume Total
ekstrak  Tween 80 Formula  Ulangan Polifenol Rata- Stdev
kopi (%) g (mg rata
(mL) GAE/mL)
1 0,420
0 S0,1TO 2 0,416 0,415 0,0054
3 0,409
1 0,399
0,1 0,2 S0,2T0,2 2 0,400 0,396 0,0065
3 0,388
1 0,379
0,3 S0,3T0,3 2 0,379 0,380 0,0013
3 0,381
1 0,666
0 S0,15TO0 2 0,680 0,670 0,0086
3 0,665
1 0,563
S0,15TO0,
0,15 0,2 5 2 0,571 0,577 0,0170
& 0,596
1 0,560
IR I 0561 0561  0,0006
3 0,560
B.2 Tabel Normalitas
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Standardized Residual for
Polifenol 124 18 ,200(%) ,966 18 717
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Levene
statistic dfl df2 Sig.
1,744 5 12 ,199
B.4 Tabel Uji Anova
Type 11l Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 213(a) 5 ,043 1046,467 ,000
Intercept 4,493 1 4,493 110182,628 ,000
Ekstrak ,190 1 ,190 4667,849 ,000
Tween80 ,017 2 ,009 214,187 ,000
Ekstrak * Tween80 ,006 2 ,003 68,056 ,000
Error ,000 12 4,08E-005
Total 4,707 18
Corrected Total 214 17
B.5 Tabel Uji Duncan
N Subset
Tween80 1 2 3 1
70,3 6 ,47000
70,2 6 48617
T0 6 54267
Sig. 1,000 1,000 1,000
N Subset for alpha = .05
EkstrakxTween Ik 2 3 4 5 6
S0,1T0,3 3 ,37967
S0,1T0,2 3 ,39567
S0,1T0 3 ,41500
S0,1T0,3 3 56033
S0,1T0,2 3 57667
S0,15T0 3 ,67033
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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B.6. Kandungan total polifenol nanokitosan terisi ekstrak kopi Arabika Hijau

Volume
ekstrak
kopi (mL)

Tween
80 (%)

Formula

Ulangan

Total
Polifenol
(mg
GAE/mL)

Rata-
rata

Stdev

0,1

HO0,1TO

0,477
0,467
0,476

0,473

0,0051

0,2

H0,1T0,2

0,446
0,441
0,447

0,445

0,0030

0,3

HO0,1T0,3

0,430
0,445
0,444

0,440

0,0086

0,2

HO0,2TO

0,676
0,671
0,667

0,671

0,0046

0,2

H0,2T0,2

0,646
0,648
0,646

0,647

0,0009

0,3

HO0,2T0,3

0,641
0,642
0,642

0,642

0,0005

0,3

HO0,3TO

0,893
0,904
0,884

0,894

0,0103

0,2

H0,3T0,2

0,868
0,865
0,876

0,870

0,0061

0,3

H0,3T0,3

W NN EFRPOWNRPOWODNPEPWDNPEPOWONREPRPOLONPEPWDNPEPOWODNDERPOWODNPE

0,851
0,856
0,861

0,856

0,0049
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Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Standardized

Residual for ,148 27 ,136 ,976 27 ,755
Polifenol
B.8. Tabel Homogenitas

F dfl df2 Sig.
2,100 8 18 ,091
B.9 Tabel Uji Anova
Type 11l Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,802(a) 8 ,100  3104,578 ,000
Intercept 11,748 1 11,748 363756,92 000
Ekstrak ,796 2 ,398  12330,448 ,000
Tween80 ,006 2 ,003 86,396 ,000
Ekstrak * Tween80 9,48E-005 4 2,37E-005 734 ,581
Error ,001 18 3,23E-005

Total 12,551 27

Corrected Total ,803 26
B.10 Tabel Uji Duncan

N Subset

Ekstrak 1 2 3

HO,1 9 ,45256

HO0,2 9 ,65322

HO,3 9 ,87311

Sig. 1,000 1,000 1,000

N Subset

Tween80 1 2 3

T0,3 9 ,64578

T0,2 9 ,65367

TO 9 ,67944

Sig. 1,000 1,000 1,000
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Eksrakx
Tween80

Subset for alpha = .05

1 2 3 4 5 6

HO0,1T70,3
HO0,1T70,2
HO0,1TO
HO0,2T0,3
HO0,2T0,2
HO0,2TO
HO0,3T0,3
HO0,3T0,2
HO0,3TO
Sig.

43967
44467
/47333
64167
64667
67133
85600
86967

,295 1,000 ,295 1,000 1,000 1,000

,89367
1,000
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LAMPIRAN C. Data Hasil Analisis Kandungan Pigmen Coklat Melanoidin
Nanokitosan Terisi Ekstrak Kopi

C.1 Pigmen coklat melanoidin nanokitosan terisi ekstrak kopi Robusta sangrai

64

Volume Nilai
ekstrgk Tween Formula  Ulangan Melanoidin  Rata- Stdev
kopi 80 (%) (mg rata
(mL) GAE/mL)
1 0,515
0 S0,1TO 2 0,570 0,535 0,0298
3 0,522
1 0,444
0,1 0,2 S0,2T0,2 2 0,439 0,453 0,0205
3 0,477
1 0,423
0,3 S0,3T0,3 2 0,420 0,424 0,0043
3 0,428
1 0,812
0 S0,15T0 2 0,819 0,820 0,0093
3 0,830
1 0,770
S0,15T0,
0,15 0,2 2 2 0,778 0,773 0,0046
3 0,770
G 0,715
e UL 0708 0711  0,0037
3 0,710
C.2 Tabel Normalitas
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic Df Sig.
Standardized Residual
for Melanoidin ,148 18 ,200(*) 971 18 812
C.3 Tabel Homogenitas
F dfl df2 Sig.
2,112 134
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Type 11l Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,436(a) 5 ,087  1214,292 ,000
Intercept 6,902 1 6,902 96007,199 ,000
Ekstrak ,398 1 398  5542,260 ,000
Tween80 ,037 2 ,018 256,696 ,000
Ekstrak * Tween80 ,001 2 ,001 7,904 ,006
Error ,001 12 7,19E-005
Total 7,339 18
Corrected Total 437 17
C.5 Tabel Uji Duncan
N Subset
Tween80 1 2 3
T0,3 6 ,56733
70,2 6 ,61267
TO 6 67767
Sig. 1,000 1,000 1,000
EkstrakxTween80 N Subset for alpha = .05
1 2 3 4 5 6
S0,1T0,3 3 42367
S0,1T0,2 3 45267
S0,1T0 3 ,53500
50,1T0,3 3 ,71100
S0,1T0,2 3 17267
S0,15T0 3 ,82033
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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LAMPIRAN D. Data Hasil Analisis Kandungan Antioksidan DPPH Nanokitosan
Terisi Ekstrak Kopi

D.1 Tabel Hasil Pengukuran Kandungan Antioksidan DPPH Nanokitosan Terisi Ekstrak
Kopi Sangrai

Volume T_otal
ekstrak ;;r(\)N e;n Formula  Ulangan Polifenol  Rata- Stdev
kopi (mL) (%) (mg rata
GAE/mL)
1 0,420
0 S0,1TO0 2 0,416 0,415 0,0054
3 0,409
1 0,399
0,1 0,2 S0,2T0,2 2 0,400 0,396 0,0065
3 0,388
1 0,379
0,3 S0,3T0,3 2 0,379 0,380 0,0013
3 0,381
1 0,666
0 S0,15T0 2 0,680 0,670 0,0086
3 0,665
i 0,563
S0,15TO0,
0,15 0,2 5 2 0,571 0,577 0,0170
3 0,596
1 0,560
03 §0’15T0’ 2 0561 0561 0,0006
3 0,560
D.2 Tabel Normalitas
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Standardized
Residual for DPPH ,168 18 ,194 ,949 18 ,406
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F dfl df2 Sig.
2,044 5 12 144
D.4 Tabel Uji Anova
Type lll Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,003(a) 5 ,001 136,012 ,000
Intercept ,072 1 ,072  19178,882 ,000
Ekstrak ,002 1 ,002 600,059 ,000
Tween80 ,000 2 ,000 37,471 ,000
Ekstrak * Tween80 1,91E-005 2 9,56E-006 2,529 121
Error 4,53E-005 12 3,78E-006

Total ,075 18

Corrected Total ,003 17
D.5 Tabel Uji Duncan

Konsentrasi Tween 80 N SubsBy

1 2 3

T0,3 6 ,05833

T0,2 6 ,06400

TO 6 ,06800

Sig. 1,000 1,000 1,000

EkstrakxTween80 N e e T e= 05

1 2 3 4 5

S0,1T0,3 3 ,04800

S0,170,2 3 ,05333

S0,1TO 3 ,05533

S0,1570,3 3 ,06867

S0,15T0,2 3 ,07467
S0,15T0 3 ,08067
Sig. 1,000 ,232 1,000 1,000 1,000
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D.6 Tabel Hasil Pengukuran Kandungan Antioksidan DPPH Nanokitosan Terisi
Ekstrak Kopi Arabika Hijau

Volume Konsentrasi Aktivitas
ekstrz?\k Tween 80  Formula Ulangan Antioksidan  Rata- Stdev
kopi (%) (mmol rata
(mL) TE/mL)
1 0,066
0 HO.1T0 2 0,063 0,064 00012
3 0,064
1 0.058
H0.170,
o1 0.2 A 2 0,065 0,061 00038
3 0,059
1 0.057
0.3 3H0’1T0’ 2 0,059 0,059  0,0025
3 0,062
1 0,082
0 H0.2T0 2 0,082 0,084 00038
3 0,088
1 0,081
H0.2T0,
> 0,2 A 2 0,081 0,081 00007
3 0,082
1 0,080
0.3 3H0’2T0’ 2 0,080 0,080 00011
3 0,082
1 0.115
0 H0.3T0 2 0,119 0117 00023
3 0,118
1 0.115
0,3 0.2 ZHO’sTO’ 2 0,113 0114  0,0006
3 0,114
1 0114
0.3 Ho’g’TO’ 2 0,113 0113 00006
3 0,113
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Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.

Standardized

Residual for DPPH ,095 27 ,200(%) ,980 27 ,869
D.8 Tabel Homogenitas

F dfl df2 Sig.
1,804 8 18 142
D.9 Tabel Uji Anova
Type Il Sum

Source of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,013(a) 8 ,002 333,628 ,000
Intercept ,201 1 ,201  40713,752 ,000
Ekstrak ,013 2 ,007  1326,188 ,000
TWeen80 7,79E-005 2 3,89E-005 7,902 ,003
Ekstrak * TWeen80 4,15E-006 4 1,04E-006 211 ,929
Error 8,87E-005 18 4,93E-006

Total 214 27

Corrected Total ,013 26
D.5 Tabel Uji Duncan

Ekstrak N Sllbse

1 2 3

HO,1 9 ,06144

HO,2 9 ,08222

HO,3 9 ,11489

Sig. 1,000 1,000 1,000

Tween 80 N LU

1 2

T0,3 9 ,08467

T0,2 9 ,08533

T0 9 ,08856

Sig. 532 1,000
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Subset for alpha = .05

EkstrakxTween N
1 2 3 4 5

HO0,1T0,3
HO0,1T0,2
HO,1TO

HO0,2T0,2 ,08133

3 ,05933

3
3
3

H0,2T0,3 3 ,08133

3
3
3
3

,06067 ,06067
,06433

H0,2T0 ,08400
HO0,3T0,3

HO0,3T0,2 ,11400 ,11400
HO0,3TO , 11733

Sig. 471 ,058 ,180 717 ,082

,11333
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LAMPIRAN E. Data Hasil Analisis Aktivitas Antioksidan Metode FRAP
Nanokitosan Terisi Ekstrak Kopi

E.1 Aktivitas antioksidan metode FRAP nanokitosan terisi ekstrak kopi Robusta

Sangrai
Volume Konsentrasi Alftivi'_[as
ekkstrgk Tween 80  Formula Ulangan Antioksidan  Rata- Stdev
opi (%) (mmol rata
(mL) TE/mL)
1 0,091
0 S0,1TO 2 0,096 0,094 0,0031
3 0,096
1 0,079
0,1 0,2 S0,2T0,2 2 0,083 0,083 0,0035
3 0,086
1 0,083
0,3 S0,3T0,3 2 0,081 0,081 0,0016
3 0,080
1 0,176
0 S0,15T0 2 0,183 0,181 10,0047
3 0,185
1 0,173
0,15 0,2 S0,15T0,2 2 0,172 0,173 0,0003
%] 0,172
1 0,171
0,3 S0,15T0,3 2 0,168 0,171 0,0025
3 0,173
E.2 Tabel Normalitas
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Eteasr}gﬁ;?‘ffﬁdpmp ,169 18 ,190 ,948 18 ,400
E.3 Tabel Homogenitas
F dfL df2 Sig.
2,170 5 12 126
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E.4 Tabel Uji Anova

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F
Corrected Model ,036(a) 5 ,007 828,056 ,000
Intercept ,306 1 ,306  35340,410 ,000
Ekstrak ,035 1 ,035  4082,077 ,000
Tween80 ,000 2 ,000 28,737 ,000
Ekstrak * Tween80 6,33E-006 2 3,17E-006 ,365 ,701
Error ,000 12 8,67E-006
Total ,342 18
Corrected Total ,036 17
E.5 Tabel Uji Duncan

Tween 80 N Stlead

1 2
T0,3 6 ,12600
T0,2 6 ,12750
TO 6 ,13783
Sig. ,395 1,000
EkstrakxTweenso N Subset for alpha = .05

1 2 3 4

S0,1T0,3 3 ,08133
S0,1T0,2 3 ,08267
S0,1TO 3 ,09433
S0,15T0,3 3 ,17067
S0,15T0,2 3 ,17233
S0,15T0 3 ,18133
Sig. ,589 1,000 ,501 1,000
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E.6 Aktivitas antioksidan metode FRAP nanokitosan terisi ekstrak kopi Arabika

Hijau
Volume Formula Aktivitas
Tween Antioksidan Rata-
ekstrak Ulangan Stdev
; 80 (%) (mmol rata
kopi (mL) TE/mL)
0 1 0,130
HO.1TO 2 0124 0126 0,0036
3 0,123
0.2 1 0,110
HO.1T0,
A A 2 0108 0110 0,0012
3 0,110
0.3 1 0,106
3HO’1TO’ 2 0104 0105 0,0012
3 0,106
0 1 0,194
H0.2T0 2 0195 0195 0,0014
3 0,197
0.2 1 0,181
H0.2T0.
02 A 2 0181 0182 0,0008
3 0,183
0.3 1 0,185
3H°’2TO’ 2 0179 0181 0,0030
3 0,181
0 1 0,285
H0.3T0 2 0285 0283 0,0023
3 0,281
0y 0.2 . 1 0,281
AL 2 0281 0282 00012
3 0,283
0.3 1 0,285
HO’;”TO’ 2 0284 0279 00093
3 0,268
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E.7 Tabel Normalitas

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Standardized

Residual for FRAP ,104 27 ,200(%) ,967 27 ,530
E.8 Tabel Homogenitas

F dfL df2 Sig.
1,247 8 18 ,329
E.9 Tabel Uji Anova
Source Wee Il Sug df Mean Square F Sig.
of Squares

Corrected Model ,128(a) 8 ,016  1463,595 ,000

Intercept 1,014 1 1,014 92514,490 ,000

Ekstrak 127 2 ,064  5805,125 ,000
Tween80 ,001 2 ,000 38,233 ,000

Ekstrak * Tween80 ,000 4 6,04E-005 5,512 ,004

Error ,000 18 1,10E-005

Total 1,143 27

Corrected Total ,129 26
E.10 Tabel Uji Duncan

N Subset

Ekstrak 1 2 3

HO,1 9 , 11378

HO,2 9 ,18622

HO,3 9 ,28144

Sig. 1,000 1,000 1,000

N Subset

Tween80 1 2

T0,3 9 , 18867

T0,2 9 , 19122

TO 9 ,20156

Sig. ,119 1,000



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

75

EkstrakxTween80

Subset for alpha = .05

1 2 3 4

HO0,1T70,3
HO0,1T0,2
HO,1TO
HO0,2T0,2
H0,2T0,3
HO0,2TO
HO0,3T0,3
HO0,3T0,2
HO0,3TO
Sig.

,10533
,11033
,12567
,18167
,18167
,19533

,081 1,000 1,000 1,000

,27900
,28167
,28367

,118
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LAMPIRAN F. Data Hasil Analisis Aktivitas Antioksidan Metode OH-Radikal
Nanokitosan Terisi Ekstrak Kopi

F.1 Aktivitas antioksidan metode OH-Radikal nanokitosan terisi ekstrak kopi
Robusta Sangrai

Volume Aktivitas
ekstrak ~ Tween Formula  Ulanaan Antioksidan  Rata- Stdev
kopi 80 (%) g (mmol rata

(mL) TE/mL)

0,015
0,014 0,015 0,0006
0,015
0,012
0,011 0,012  0,0006
0,012
0,011
0,011 0,011  0,0003
0,011
0,025
0,026 0,024  0,0031
0,020
0,021

0,021 0,021  0,0001

0,021
0,020

0,020 0,020  0,0003
0,020

0 S0,1T0

0,1 0,2 S0,2T0,2

03  S0,3T0,3

0 S0,15T0

S0,15T0,

0,2 2

0,15

S0,15T0,

0,3 3

W N PW N PLODNPFPOLODNPFPOLODNDNPEPWDNPE

F.2 Tabel Normalitas

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Standardized Residual
for RadikalOH 154 18 ,200(%) ,965 18 ,707

F.3 Tabel Homogenitas

F dfl df2 Sig.
,904 5 12 509
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F.4 Tabel Uji Anova

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,000(a) 5 8,09E-005 9,757 ,001
Intercept ,005 1 ,005 567,374 ,000
Ekstrak ,000 1 ,000 43,250 ,000
Tween80 7,60E-005 2 3,80E-005 4,583 ,033
Ekstrak * Tween80 1,09E-007 2 5,45E-008 ,007 ,993
Error 9,95E-005 12 8,29E-006
Total ,006 18
Corrected Total ,001 17
F.5 Tabel Uji Duncan
N Subset
Tween80 1
70,3 6 ,01550
70,2 6 ,01633
TO 6 ,01917
Sig. ,057
N Subset for alpha = .05
EkstrakxTween 1 2
S0,1T70,3 3 ,01100
S0,1T0,2 3 ,01167
S0,1T0 3 ,01467
S0,15T70,3 3 ,02000
S0,15T0,2 3 ,02100
S0,15T0 3 ,02367

Sig. ,136 ,136
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F.6 Aktivitas antioksidan metode OH-Radikal nanokitosan terisi ekstrak kopi
Arabika hijau

Formula
Volume Aktivitas

ekstrak  Tween Antioksidan  Rata-

kopi 80 (%) Ulangan (mmol rata Stdev

(mL) TE/mL)

0,016
0,016 0,016 0,0001
0,016
0,014
0,014 0,014 0,0004
0,015
0,013
0,013 0,013 0,0004
0,013

H0,1TO

0,2
0,1 H0,1T0,2

0,3
H0,1T0,3

0,024
0,025 0,025 0,0006
0,026
0,021
0,021 0,022 0,0022
0,025
0,019
0,020 0,020 0,0008
0,021

H0,2T0

0,2
0,2 H0,2T0,2

0,3
H0,2T0,3

0,033
0,034 0,034 0,0008
0,035
0,030
0,029 0,030 0,0006
0,030
0,028
0,028 0,028 0,0002
0,028

HO0,3TO

0,2

0.3 H0.3T0.2

0,3
HO0,3T0,3

W NPFPOWNPEPWDNPOWODNEPOWLONPRPRPOWODNPEPWDNPEPOWLODNDNPREPRPOLODNPRPE
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F.7 Tabel Normalitas

79

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Standardized Residual
for RADIKALOH ,167 27 ,052 ,954 27 274
F.8 Tabel Homogenitas
F dfl df2 Sig.
,843 8 18 578
F.9 Tabel Uji Anova
Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,001(a) 8 ,000 34,198 ,000
Intercept ,014 1 014 2924,198 ,000
Ekstrak ,001 2 ,001 125,151 ,000
Tween80 9,99E-005 2 4,99E-005 10,698 ,001
Ekstrak * Tween80 8,81E-006 4 2,20E-006 AT2 756
Error 8,40E-005 18 4,67E-006
Total ,015 27
Corrected Total ,001 26
F.10 Tabel Uji Duncan
N Subset
Ekstrak 1 2 3
HO,1 9 ,01444
HO,2 9 ,02244
HO,3 9 ,03056
Sig. 1,000 1,000 1,000
N Subset
Tween 80 1 2
70,3 9 ,02033
70,2 9 ,02211
TO 9 ,02500
Sig. ,098 1,000
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N Subset for alpha = .05

EkstrakxTween 1 2 3 4 5 6

H0,1T0,3 ,01300
H0,1T0,2 ,01433
HO,1T0 ,01600
H0,2T0,3
H0,2T0,2
HO,2TO

H0,3T0,3
H0,3T0,2
HO,3T0 ,03400
Sig. 124 202 ,148 ,106 357 1,000

,02000
,02233 ,02233
,02500 ,02500
,02800 ,02800
,02967

W W W w w w w ww
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LAMPIRAN G. Data Hasil Analisis Penghambatan enzim alfa gluksidase
Nanokitosan Terisi Ekstrak Kopi

G.1 Penghambatan enzim alfa gluksidase nanokitosan terisi ekstrak kopi

Volume Tween
ekkstrgk 80 Formula Ulangan %Penghambatan Rata- Stdev
opi (%) rata
(mL)
0 S0,15T0 1 29,64 34601 7.013
0.15 2 39,56
’ S0,15T0,3 1 18,46
0,3 ) 38,20 28,332 13,956
HO0,3TO 1 87,12
0 92,867 8,131
0.3 2 98,62
’ 0.3 HO0,3T0,3 1 84,53 89,833 7,493
' 2 95,13
G.2 Tabel Normalitas
Tests of Normality
Sampel Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statisti df Sig. Statisti Df Sig.
c c
Penghambata S0.15T0 175 3 ; 1.000 3 1.000
n S0.15TO. A75 3 . 1.000 3 1.000
3
HO0.3TO 175 3 . 1.000 3 1.000
HO0.3TO. A75 3 . 1.000 3 1.000
3

a. Lilliefors Significance Correction

G.3 Tabel Homogenitas

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
458 3 8 .719
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G.4 Tabel Uji Anova

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 10831.471 3 3610.490 78.844 .000
Within Groups 366.342 8 45,793
Total 11197.813 11

G.5 Tabel Uji Duncan

Subset for alpha = 0.05

Sampel N 1 2
S0.15T0.3 3 28.330

S0.15T0 3 34.600

HO0.3T0.3 3 89.830
HO0.3TO 3 92.870

Sig. .289 .597

82
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