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RINGKASAN

Penetapan Kadar Polifenol Dan Uji Aktivitas Antioksidan Pada Aneka Sajian
Minuman Kopi Robusta (Coffea canephora) Menggunakan Metode DPPH;
Renova Rizka Putri, 132210101057; 2017: 121 halaman; Fakultas Farmasi
Universitas Jember.

Radikal bebas secara terus menerus terbentuk melalui proses metabolisme
sel normal, peradangan, kekurangan gizi, dan akibat respon terhadap pengaruh dari
luar tubuh, seperti asap kendaraan bermotor, asap pabrik, asap rokok, makanan,
dan juga radiasi ultraviolet (UV). Radikal bebas yang berlebih dapat memicu
timbulnya berbagai macam penyakit, seperti penyakit autoimun, kerusakan sel atau
jaringan, penyakit degeneratif, seperti kardiovaskular, kanker, aterosklerosis, dan
juga osteoporosis. Senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan dapat mencegah
terjadinya reaksi oksidasi radikal bebas. Antioksidan berfungsi untuk
menstabilkan dengan melengkapi kekurangan elektron dari radikal bebas sehingga
menghambat terjadinya reaksi berantai. Beberapa penelitian menyebutkan
tanaman yang memiliki aktivitas antioksidan adalah tanaman kopi dengan
kandungan senyawa polifenol tinggi. Dalam kategori minuman, salah satu sumber
antioksidan dari polifenol terbesar adalah minuman dari bahan kopi.

Di Indonesia kebiasaan minum kopi sudah dari zaman nenek moyang dan
kini menjadi minuman favorit di dunia. Jenis kopi yang banyak dibudidayakan
yakni kopi robusta (Coffea canephora) karena saat ini lebih dari 90% area
pertanaman kopi di Indonesia terdiri atas kopi robusta. Banyak orang
mengkombinasikan minuman kopi dengan penambahan gula, krimer, dan susu.
Penelitian mengenai penetapan kadar polifenol dan aktivitas antioksidan pada
aneka sajian minuman kopi robusta perlu dilakukan untuk mengetahui apakah
terdapat perbedaan bermakna kadar polifenol dan aktivitas antioksidan pada aneka

sajian minuman kopi robusta.

Tahapan penelitian yang dilakukan adalah pembuatan larutan sampel,
penetapan kadar polifenol, pengukuran aktivitas antioksidan, dan uji statistik.

Pembuatan larutan sampel dibuat dengan cara menyeduh aneka sajian minuman
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kopi dengan air panas dengan suhu 85°C lalu disaring untuk mendapatkan larutan
sampel. Penetapan kadar polifenol menggunakan metode pewarnaan reagen Folin-
Ciocalteau dengan asam galat sebagai pembanding. Metode pengujian aktivitas
antioksidan yang digunakan adalah DPPH dengan vitamin C sebagai kontrol
positif. Apabila hasil data homogen dan normal, maka akan diuji statistik
menggunakan one way anova yang dilanjutkan uji post hoc (LSD).

Hasil penelitian menunjukkan, kadar polifenol yang paling tinggi adalah
sampel minuman kopi dengan penambahan gula+krimer sebesar 55,687 + 0,231
mg GAE/g bubuk kopi, diikuti sampel minuman kopi dengan penambahan
gula+susu sebesar 52,822 + 0,129 mg GAE/g bubuk kopi, minuman kopi murni
sebesar 52,206 + 0,436 mg GAE/g bubuk kopi, dan yang terkecil minuman kopi
dengan penambahan gula 50,352 + 0,326 mg GAE/g bubuk kopi. Hasil pengukuran
aktivitas antioksidan (ICso) yang paling kecil adalah sampel minuman
kopi+gula+krimer 38,776 + 0,145 pg/ml, kopi+gula+susu 49,603 + 0,359 pg/mi,
kopi murni 51,872 + 0,158 pg/ml, dan kopi+gula 54,449 + 0,371 pg/ml. Semakin
kecil nilai 1Cso maka semakin besar kemampuan antioksidannya karena hanya
dengan konsentrasi yang kecil telah mampu meredam radikal bebas DPPH sebesar
50%.

Analisis anova dan uji LSD menunjukkan bahwa kadar polifenol dari
keempat sampel aneka sajian minuman kopi robusta berbeda secara signifikan.
Namun sampel minuman kopi murni dan kopi dengan penambahan gula berbeda
tidak signifikan. Sedangkan aktivitas antioksidan menunjukkan berbeda pada empat
sampel minuman kopi robusta secara signifikan dilihat dari besarnya signifikasi (o)
pada uji anova (0,000) lebih kecil dari nilai 1% (p<0,01) dengan tingkat
kepercayaan sebesar 99%. Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai
landasan untuk penelitian lebih lanjut.
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BAB I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanpa disadari di dalam tubuh kita terbentuk radikal bebas secara terus
menerus melalui proses metabolisme sel normal, peradangan, kekurangan gizi,
dan akibat respon terhadap pengaruh dari luar tubuh, seperti asap kendaraan
bermotor, asap pabrik, asap rokok, makanan, dan juga radiasi ultraviolet (UV).
Radikal bebas merupakan salah satu bentuk senyawa oksigen reaktif, yang secara
umum diketahui sebagai senyawa yang memiliki elektron yang tidak berpasangan.
Radikal bebas yang berlebih dapat memicu timbulnya berbagai macam penyakit,
seperti penyakit autoimun, kerusakan sel atau jaringan, penyakit degeneratif,
seperti kardiovaskular, kanker, aterosklerosis, dan juga osteoporosis (Winarsi,
2007). Dampak negatif radikal bebas dapat diredam dengan pemberian
antioksidan.

Senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan dapat mencegah terjadinya
reaksi oksidasi radikal bebas. Senyawa ini mampu menginaktivasi berkembang
nya reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat
reaktif, sehingga kerusakan sel akan dihambat (Winarsi, 2007). Dalam melindungi
tubuh dari serangan radikal bebas, antioksidan berfungsi untuk menstabilkan
dengan melengkapi kekurangan elektron dari radikal bebas sehingga menghambat
terjadinya reaksi berantai (Dungir, 2012). Senyawa yang memiliki aktivitas
sebagai antioksidan adalah alkaloid, flavonoid, dan polifenol (Zuhra, 2008;
Marliana, 2007). Kebanyakan senyawa fenolik menjadi sumber antioksidan yang
tersebar diseluruh bagian tumbuhan baik di kayu, biji, bunga, buah, daun, akar,
maupun serbuk sari (Sarastani dkk., 2002).

Beberapa penelitian menyebutkan tanaman yang memiliki kandungan
senyawa polifenol tinggi adalah tanaman kopi yang berperan penting dalam
aktivitas antioksidan (C&mmerer, 2005). Polifenol yang terdapat di dalam kopi
antara lain caffeoylquinic acids (CQAs), feruloylquinic acids (FQASs) dan

dicaffeoylquinic acids (diCQAs). Selain memiliki aktivitas sebagai antioksidan,
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polifenol juga dapat mencegah penyakit kanker, kardiovaskuler dan osteoporosis
serta berperan dalam pencegahan penyakit neuro degeneratif dan diabetes melitus
(Anesini dkk., 2008). Senyawa polifenol merupakan antioksidan yang paling
banyak dijumpai dalam asupan makanan sehari-hari. Dalam kategori minuman,
salah satu sumber antioksidan dari polifenol terbesar adalah minuman dari bahan
kopi (Pellegrini dkk., 2003).

Kopi merupakan salah satu komoditas pertanian utama di Indonesia yang
memberikan pendapatan ekspor kepada negara. Indonesia juga merupakan
produsen biji kopi terbesar ke-4 di dunia setelah Brazil, Colombia, dan Vietnam
(Paramu dan Fathorrozi, 2011). Jenis kopi yang banyak dibudidayakan yakni
kopi arabika (Coffea arabica) dan robusta (Coffea canephora) (Vignoli dkk.,
2011). Kopi sebagai produk yang biasa dikonsumsi sebagian orang, tidak terbatas
gender dan usia. Di Indonesia kebiasaan minum kopi sudah dari zaman nenek
moyang dan kini menjadi minuman favorit di dunia (Pratama dan Ayu, 2016).
Banyak orang mengkombinasikan minuman kopi dengan penambahan gula,
krimer, dan susu. Mulanya minuman kopi dijual di warung kopi yang identik
sebagai tempat berkumpulnya bapak-bapak, namun sekarang menjadi tren dengan
banyak dibangunnya kafe yang nyaman sehingga kaum wanita dan anak muda
tertarik untuk mengkonsumsi minuman kopi (Imamah, 2015).

Peneliti ingin mengetahui kadar polifenol pada aneka sajian minuman kopi
murni dengan penambahan gula, gulatkrimer, dan gulatsusu yang kaitannya
dengan aktivitas antioksidan. Hasil penetapan kadar polifenol dan pengujian
aktivitas antioksidan kemudian dibandingkan secara statistik yang bertujuan
untuk mengetahui apakah ada perbedaan bermakna antara aneka sajian minuman
kopi robusta tersebut. Penetapan kadar polifenol dapat ditentukan menggunakan
metode pewarnaan dengan reagen Folin-Ciocalteau. Metode pewarnaan ini
merupakan metode termudah untuk mengukur kadar polifenol dari produk alami
(Agbor dkk., 2005), sedangkan pengujian aktivitas antioksidan menggunakan
metode radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) karena cepat, sederhana,
akurat, tidak relatif mahal, dan mampu mengukur berbagai komponen yang
bertindak sebagai radikal bebas atau donor hidrogen (Prakash dkk., 2001).
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Mengacu pada uraian tersebut, maka dalam penelitian ini akan dilakukan

penetapan kadar polifenol dan penentuan aktitivitas antioksidan pada aneka sajian

minuman kopi robusta (Coffea canephora) menggunakan metode DPPH.

1.2

1.3

Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini yaitu sebagai berikut:
Berapakah kadar polifenol pada aneka sajian minuman kopi robusta
menggunakan pewarnaan Folin-Ciocalteau ?
Berapakah aktivitas antioksidan nilai Inhibition Concentration (ICso) pada
aneka sajian minuman kopi robusta menggunakan metode DPPH ?
Apakah ada perbedaan bermakna kadar polifenol pada aneka sajian minuman
kopi robusta ?
Apakah ada perbedaan bermakna aktivitas antioksidan pada aneka sajian

minuman kopi robusta?

Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk menjawab beberapa rumusan

masalah yaitu sebagai berikut:

a.

14

Mengetahui kadar polifenol pada aneka sajian minuman kopi robusta
menggunakan pewarnaan Folin-Ciocalteau.

Mengetahui aktivitas antioksidan nilai Inhibition Concentration (ICso) pada
aneka sajian minuman kopi robusta menggunakan metode DPPH.
Mengetahui perbedaan yang bermakna antara kadar polifenol pada aneka
sajian minuman kopi robusta.

Mengetahui perbedaan bermakna antara aktivitas antioksidan pada aneka

sajian minuman kopi robusta.

Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini antara lain:

Memberikan pengetahuan tentang metode analisis polifenol yang sederhana,
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cepat dan mudah.

Memberikan informasi tentang kadar polifenol pada aneka sajian minuman
kopi robusta meggunakan pewarnaan Folin-Ciocalteau.

Memberikan informasi tentang perbedaan aktivitas antioksidan pada aneka
sajian minuman kopi robusta meggunakan metode DPPH.

Bagi mahasiswa peneliti dapat mengasah kemampuan, Kkreativitas dan

keahlian di bidang kimia analisis.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Umum Tanaman Kopi
2.1.1 Sejarah

Tanaman kopi berasal dari Negara Ethiopia yaitu di Benua Afrika. Pada
abad ke-9, seorang pemuda secara tidak sengaja memakan biji kopi mentah yang
didapatkan dari semak belukar dan merasakan adanya perubahan setelah mamakan
biji kopi tersebut. Penelitian pada kopi pun dilakukan, ternyata berpotensi sebagai
penahan rasa kantuk. Beberapa orang membawa biji kopi dan ditanam di India dan
kebangsaan Belanda yang tidak sengaja melihat kemudian tertarik untuk
membudidayakannya sehingga biji kopi mulai menyebar ke seluruh Benua Eropa.
Kopi mulai terkenal di negara-negara Eropa, seperti Italia, Jerman dan Prancis
setelah berdirinya kedai kopi pertama di Inggris sebagai tempat berkumpulnya para
pekerja (Panggabean, 2011).

Tanaman kopi mulai menyebar di Indonesia, khususnya Pulau Jawa pada
tahun 1700-an. Saat Belanda menjajah di Indonesia, Daerah Pondok Kopi Jakarta
merupakan tempat percobaan penanaman pertama kopi jenis arabika, setelah
hasilnya baik dikembangkan di Jawa Barat tepatnya di Bogor, Sukabumi, Banten,
dan Priangan Timur dengan sistem tanam paksa. Setelah menyebar dilanjutkan
berbagai percobaan tanaman kopi di Pulau Jawa, Sumatra, dan Sulawesi. Namun,
penyakit karat daun menyerang jenis kopi arabika ini dan Belanda mendatangkan
kembali kopi jenis liberika yang produktivitasnya semakin rendah. Oleh karena itu,
pada tahun 1900-an jenis kopi robusta didatangkan dari Kongo Afrika yang lebih
tahan terhadap penyakit karat daun dan produksinya semakin baik dibandingkan
jenis kopi liberika. Seiring dengan perkembangan teknologi, kopi jenis arabika dan
robusta dikembangkan sehingga menghasilkan klon unggul (Panggabean, 2011).

Kopi robusta berasal dari hutan-hutan katulistiwa di Afrika, dari pantai barat
sampai di Uganda. Kopi ini dapat tumbuh dengan baik antara 10° garis lintang Utara
dan Selatan, sampai ketinggian 1.500 mdpl. Pada tahun 1900 kopi robusta tersebar
luas di seluruh daerah tropis. Kopi ini dapat tumbuh lebih baik jika ditanam di

dataran rendah (AAK, 1988). Kopi robusta (Coffea canephora) memiliki syarat
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tumbuh mudah, pemeliharaan yang ringan, dan produksinya jauh lebih tinggi
dibandingkan kopi arabika. Saat ini lebih dari 90% dari area pertanaman kopi di
Indonesia terdiri atas kopi robusta (Syakir, 2010). Kopi merupakan tanaman yang
dapat menghasilkan minuman yang diperoleh dari seduhan kopi dalam bentuk
bubuk. Kopi bubuk dibuat dengan cara biji kopi yang telah disangrai, digiling atau
ditumbuk hingga menyerupai serbuk halus (Hayati dkk., 2012).

2.1.2 Klasifikasi kopi robusta (Coffea canephora)
Klasifikasi tanaman kopi menurut Integrated Taxonomic Information
System (2011) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta
Subdivisi : Spermatophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Gentinales

Famili : Rubiaceae

Genus : Coffea

Spesies : Coffea canephora

2.1.3 Morfologi tanaman kopi robusta (Coffea canephora)

Tanaman kopi merupakan kelompok tanaman semak belukar. Tanaman ini
jenis tanaman berkeping dua (dikotil) yang memiliki akar tunggang. Pada akar
tunggang, terdapat beberapa akar kecil yang tumbuh kesamping sering disebut akar
lebar. Pada akar lebar ini tumbuh akar rambut, bulu-bulu akar, dan tudung akar.
Bentuk dari daun kopi secara umum seperti telur, terdapat garis ke samping,
bergelombang dan meruncing pada ujungnya. Tekstur dan ketebalan daun kopi
robusta lebih tebal dibandingkan kopi jenis rabika. Warna daun hijau agak terang.
Setiap ketiak daun menghasilkan 8-24 kuntum bunga, kelopak bunga berwarna
hijau, mahkota bunga 3-8 helai. Buah kopi yang masih mentah berwarna hijau
muda, setelah itu berubah menjadi hijau tua, lalu kuning. Apabila buah kopi sudah
matang maka berwarna merah dan merah tua. Ukuran panjang kopi robusta 8-16

mm (Panggabean, 2011). Morfologi buah kopi dapat dilihat pada Gambar 2.1.
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Produksi kopi robusta mencapai 800-1200 kg/hektar/tahun. Morfologi biji

kopi robusta dapat dilihat pada Gambar 2.2. Karakteristk fisik biji kopi robusta

sebagai berikut:

a.
b
C.
d

€.

Rendemen kopi robusta lebih tinggi dibandingkan rendemen kopi arabika
Biji kopi sedikit bulat
Lengkungan biji tebal
Garis tengah parit dari atas ke bawah agak rata
Biji yang sudah diolah, tidak terdapat kulit ari dilekukan atau bagian parit
(Panggabean, 2011).
Biji kopi setelah disangrai dan digiling dapat menyerupai serbuk halus yang

biasa disebut bubuk kopi. Bubuk kopi robusta dapat dilihat pada Gambar 2.3.

Gambar 2.2 Morfologi biji kopi robusta (Coffea canephora) (Panggabean, 2011)
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Gambar 2.3 Kopi bubuk robusta (Coffea canephora) (Dokumentasi pribadi)

2.1.4 Fitokimia

Kopi robusta memiliki banyak kandungan kimia pada bijinya seperti

karbohidrat, senyawa nitrogen (protein, asam amino bebas, kafein, trigonelin),

lemak (minyak kopi, diterpen), mineral, dan polifenol (asam klorogenat) (Farah,

2012). Senyawa-senyawa yang terkandung dalam biji kopi robusta ini memiliki

manfaat tertentu seperti asam klorogenat, kafein, trigonelin dan diterpen memiliki

peranan penting untuk menghasilkan aroma pada minuman kopi. Banyak

komponen kimia pada biji kopi arabika dan robusta sebelum dan sesudah disangrai

(Tabel 2.1).

Tabel 2.1 Komposisi kimia pada biji kopi Arabika dan Robusta sebelum dan

sesudah disangrai (% bobot kering)

Komponen Biji Sangrai Biji Sangrai
Arabika Arabika Robusta Robusta

Mineral 3,0-4,2 3,5-4,5 4,0-4,5 4,6-5,0
Kafein 9,0-1,2 1,0 1,6-2,4 2,0
Trigonelin 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,75 0,3-0,6
Lemak 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0
Asam Klorogenat 5,5-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 3,9-4,6
Asam Alifatis 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-1,2 1,0-15
Oligosakarida 6,0-8,0 0-3,5 5,0-7,0 0-3,5
Total Polisakarida 50,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 -
Asam Amino 2,0 0 - 0
Protein 11,0-13,0 13,0-15,0 - 13,0-15,0
Asam Humat - 16,0-17,0 - 16,0-17,0

Sumber: Clarke dan Macrae, 1987 dalam Ridwansyah, 2003
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2.2 Tinjauan Umum Gula
Gula merupakan komoditas yang strategis dan mempunyai peranan penting
di sektor pertanian khususnya sub sektor perkebunan. Gula menjadi kebutuhan
pokok masyarakat sebagai bahan pangan dan sumber kalori. Gula digunakan untuk
keperluan konsumsi rumah tangga maupun bahan baku industri pangan. Gula
mengandung kalori digunakan sebagai sumber energi. Selain itu, gula juga
digunakan untuk bahan pengawet dan tidak membahayakan kesehatan (Sugiyanto,
2007). Keberadaan pemanis buatan sampai saat ini belum sepenuhnya dapat
menggantikan keberadaan gula pasir (Dachliani, 2006).
Menurut Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat Dan Makanan Republik
Indonesia (2015), terdapat berbagai macam gula yaitu sebagai berikut:
a. Gula pasir
Gula kristal putih atau gula pasir adalah gula sukrosa kristal yang
diproduksi dari bahan baku tebu atau bit melalui tahapan proses yang
meliputi penggilingan, Kklarifikasi, penguapan, Kkristalisasi, fugalisasi,
pengeringan dan pengemasan.
b. Gula putih lunak
Gula putih lunak atau soft white sugar adalah kristal halus gula yang
telah dimurnikan dan berwarna putih.
c. Gula merah lunak
Gula merah lunak atau soft brown sugar adalah kristal halus gula
yang telah dimurnikan dan berwarna coklat terang hingga coklat gelap. Gula
merah lunak mengandung sukrosa dan gula invert tidak kurang dari 88%.
d. Gulaaren
Gula aren adalah produk yang diperoleh dari pengolahan air nira
pohon aren (Arenga pinnata Merr). Kadar gula tidak kurang dari 77%

dihitung sebagai sakarosa.
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2.3 Tinjauan Umum Krimer

Krimer atau krimer nabati (non diary creamer) merupakan produk
pengganti susu atau krim yang merupakan produk emulsi lemak dalam air dibuat
dari minyak nabati yang dihidrogenasi. Krimer mengandung lemak, protein,
karbohidrat. Krimer biasanya dalam bentuk emulsi yang dikeringkan, semprot-
kering, dan bubuk (Gardiner, 1977). Umumnya krimer digunakan untuk menambah
cita rasa pada minuman ataupun makanan. Penggunaan krimer pada produk kopi
instan dengan penambahan gula (3 in 1 coffee) menimbulkan lapisan pada proses
penyeduhan setelah didiamkan lebih dari 10 menit, yang merupakan kategori
creaming (Safitri dkk., 2013).

Komposisi krimer mengandung sejumlah nutrisi, seperti karbohidrat, dan
lemak yang memiliki manfaat untuk kesehatan (Tabel 2.2). Kelebihan krimer
dibandingkan dengan produk susu adalah menggunakan minyak nabati yang artinya
tidak mengandung laktosa. Sehingga penggunaan krimer sangat aman untuk
penderita lactose intolerance. Selain itu bahan baku pembuatan krimer ini lebih
murah, umur simpan produk yang lebih panjang, kemudahan dalam penyimpanan,
distribusi dan penanganan (Putri dkk., 2016).

Tabel 2.2 Kandungan nutrisi krimer nabati dalam 100 g

Jenis nutrisi Nilai nutrisi
Energi 500 Kkal
Karbohidrat 50¢g
Protein 0g
Total Lemak 25 g

Sumber :USDA National Nutrient Data Base 2016 (www.ndb.nal.usda.gov)

2.4 Tinjauan Umum Susu

Susu merupakan emulsi lemak dalam air yang mengandung
beberapa senyawa terlarut. Protein di dalam susu membuat air dan lemak tidak
mudah terpisah. Protein susu sepadan nilainya dengan protein daging, telur, dan
terutama kaya akan lisin, yaitu asam amino esensial yang sangat dibutuhkan tubuh.
Susu merupakan sumber kalsium, fosfor, dan vitamin A. Kandungan yang terdapat

pada susu diantaranya air 87,5%, gula susu (laktosa) 5%, protein 3,5%, dan lemak
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3-4% (Widodo, 2004). Menurut Peraturan Kepala Badan Pengawas Obat Dan
Makanan Republik Indonesia (2015), terdapat berbagai macam susu yaitu sebagai
berikut:

a. Susu skim bubuk

Susu skim bubuk merupakan produk susu berbentuk bubuk yang
diperoleh dengan proses pengeringan susu skim pasteurisasi.

b. Susu bubuk berlemak (full cream)

Susu bubuk berlemak (full cream) merupakan produk susu
berbentuk bubuk yang diperoleh dari susu cair; atau susu hasil pencampuran
susu cair dengan susu kental atau krim bubuk; atau susu hasil pencampuran
susu cair dengan susu kental atau susu bubuk yang telah dipasteurisasi dan
melalui proses pengeringan.

c. Susu bubuk rendah lemak dan susu bubuk kurang lemak

Susu bubuk rendah lemak dan susu bubuk kurang lemak merupakan
produk susu berbentuk bubuk yang diperoleh dengan proses pengeringan
susu yang sebelumnya telah dipisahkan sebagian lemak susunya dengan alat
pemisah krim (cream separator); atau susu hasil pencampuran susu cair
dengan susu kental atau krim bubuk; atau susu hasil pencampuran susu cair
dengan susu kental atau susu bubuk.

d. Susu kental

Susu kental merupakan produk susu yang diperoleh dengan cara
menghilangkan sebagian air dari susu dengan atau tanpa penambahan gula.
Kebiasaan minum susu secara rutin akan memberikan dampak positif bagi

kesehatan terutama kesehatan tulang karena susu mengandung kalsium yang sangat
bermanfaat untuk pertumbuhan tulang dan mencegah kerapuhan tulang (Mulijanti
dan Sugandi, 2010). Selain itu, susu juga bermanfaat untuk menunjang
pertumbuhan, meningkatkan kekebalan tubuh, mencegah osteoporosis sehingga

susu baik dikonsumsi oleh semua kalangan usia (Ariningsih, 2014).
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2.5 Tinjauan Umum Senyawa Polifenol
Senyawa-senyawa fenol merupakan senyawa yang memiliki gugus hidroksi
yang melekat pada cincin benzena. Nama spesifik dari fenol itu sendiri adalah
hidroksi benzena (Solomons, 2011). Struktur kimia dari fenol dapat dilihat pada
Gambar 2.4. Polifenol adalah senyawa yang memiliki lebih dari satu gugus fenol
(Vemmerris dan Nicholson, 2008).
OH

Gambar 2.4 Strukur kimia fenol (Solomons, 2011)

Polifenol memiliki beberapa aktivitas untuk meningkatkan ketahanan
terhadap ultraviolet dengan menangkap radikal bebas. Senyawa polifenol memiliki
aktivitas antioksidan yang dapat mencegah berbagai macam penyakit dengan stres
oksidatif seperti penyakit kardiovaskular, kanker, penyakit neurodegeneratif
(Manach dkk., 2004). Polifenol dapat diperoleh dari asupan makanan yang
memiliki substansi bioaktif yang banyak ditemukan pada sayuran, buah-buahan,
dan banyak sumber makanan lainnya yang digunakan untuk diet sehari-hari, seperti
minyak zaitun, minyak sayur, jus jeruk, cokelat, teh, kopi, anggur dan lain-lain
(Apak dkk., 2007).

Salah satu senyawa polifenol yang memiiki aktivitas antioksidan alami yaitu
asam galat (asam 3,4,5-trihidroksibenzoat). Asam galat termasuk dalam fenolik
yang memiliki aktivitas antioksidan kuat (Vignoli dkk., 2004). Struktur kimia asam
galat dapat dilihat pada Gambar 2.5. Terdapat banyak macam senyawa kimia yang
tergolong sebagai senyawa fenolik. Salah satu metode yang digunakan untuk
mengklasifikasikan adalah dengan berdasarkan jumlah karbon pada molekul
(Vemmerris dan Nicholson, 2008). Rincian klasifikasi senyawa fenolik dapat
dilihat pada Tabel 2.3. Pada penelitian Clifford dan Balyaya diperoleh data setiap
200 ml cangkir kopi robusta mengandung 70-350 mg asam klorogenat (Clifford,
1999).
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HO

HO

OH

HO

Gambar 2.5 Struktur Kimia Asam Galat (Hernawan dan Setyawan, 2003)

Tabel 2.3 Klasifikasi senyawa fenolik berdasarkan jumlah atom karbon

Struktur Kelas

C6 Fenolik sederhana

C6-C1 Asam fenolat dan senyawa yang
berhubungan lainnya

C6-C2 Asetofenon dan asam fenilasetat

C6-C3 Asam sinamat, sinamil aldehid, dan
sinamil alcohol

C15 Kumarin, isokumarin, dan kromon

Ci15 Flavan

C15 Flavon

Ci15 Flavanon

C15 Flavanonol

Ci15 Antosianidin

C15 Antosianin

C30 Biflavonil

C6-C1-C6-C6-C2-C6 Benzofenon, xanton, stilben

Ce6, C10, C14 Kuinon

C18 Betasianin

Lignan, neolignan Dimer atau oligomer

Lignin Polimer

Tanin Oligomer atau polimer

Phlobaphene Polimer

Sumber: Vemmerris dan Nicholson, 2008

2.6 Tinjauan Umum Radikal Bebas dan Antioksidan

Radikal bebas merupakan senyawa oksigen yang reaktif yang mempunyai
elektron yang tidak berpasangan. Radikal bebas dibentuk di dalam tubuh yang dapat
dipengaruhi dari beberapa faktor salah satunya terjadi kebocoran metabolisme pada
komponen makanan yang masuk dalam tubuh dan diubah menjadi energi. Didalam

tubuh, secara terus-menerus radikal bebas terbentuk melalui proses metabolisme sel
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normal, peradangan, kekurangan gizi dan akibat respons terhadap pengaruh dari
luar, seperti polusi udara, ultraviolet, asap rokok, dan lain-lain. Dengan
meningkatnya usia seseorang dapat meningkatkan pembentukan radikal bebas
karena semakin bertambah usia maka sel-sel tubuh mengalami degenerasi, proses
metabolisme terganggu dan respon imun juga menurun. Oleh karena itu, tubuh
memerlukan antioksidan untuk meredam radikal bebas dan dampak negatifnya
(Winarsi, 2007).

Secara teoritis, radikal bebas dapat terbentuk bila terjadi pemisahan ikatan
kovalen. Radikal bebas sangat reaktif dalam mendapatkan pasangan elektronnya
dan gerakannya yang tidak beraturan dapat menyebabkan kerusakan diberbagai
bagian sel. Radikal bebas berperan cukup signifikan dalam terjadinya penyakit
degeneratif, antara lain atherosklerosis, katarak, penyakit jantung, kanker, autoimun
dan penuaan (Muhilal, 1991). Untuk meredam aktivitas radikal bebas diperlukan
antioksidan yang dapat mendonorkan elektronnya kepada molekul radikal bebas,
sehingga menghentikan reaksi berantai radikal bebas (Inggrid dan Santoso, 2014).

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (electron donor) yang
mempunyai berat molekul kecil dan mampu menginaktivasi reaksi oksidasi dengan
mencegah terbentuknya radikal. Antioksidan berikatan dengan radikal bebas dan
molekul yang reaktif, sehingga kerusakan sel yang terjadi akan dihambat.
Antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua, yaitu enzimatis dan non-enzimatis.
Antioksidan enzimatis mencegah terbentuknya radikal bebas baru dan merupakan
pertahanan primer terhadap stres oksidatif misalnya superoksida dismutase (SOD),
katalase dan glutation peroksidase (GSH-Px). Sedangkan senyawa non-enzimatis
berperan dalam menangkap oksigen serta mencegah terjadinya reaksi berantai.
Antioksidan non-enzimatis masih dibagi dalam 2 kelompok yaitu:

a. Antioksidan larut lemak, antara lain: tokoferol, karotenoid, flavonoid, quinon,
dan bilirubin
b. Antioksidan larut air, antara lain: asam askorbat, asam urat, protein pengikat

logam, dan protein pengikat heme (Winarsi, 2007).
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Antioksidan dapat dikelompokkan menjadi dua bagian, yaitu antioksidan
primer atau alami dan antioksidan sekunder atau sintetik (Inggrid dan Santoso,
2014).

a. Antioksidan primer atau alami
Antioksidan primer meliputi enzim superoksida dismutase (SOD), katalase,
dan glutation peroksidase (GSH-Px). Antioksidan primer disebut juga sebagai
antioksidan enzimatis. Antioksidan primer dapat memberikan atom hidrogen
secara cepat kepada senyawa radikal, kemudian radikal antioksidan yang
terbentuk berubah menjadi senyawa yang lebih stabil. Antioksidan primer
bekerja dengan cara mencegah pembentukan radikal bebas baru dan mengubah
radikal bebas yang telah terbentuk menjadi kurang reaktif. Enzim-enzim sebagai
antioksidan menghambat pembentukan radikal bebas dengan cara memutus
reaksi berantai kemudian mengubah menjadi produk yang lebih stabil (Winarsi,
2007).
b. Antioksidan sekunder atau sintetik
Senyawa antioksidan sintetik yang digunakan dalam produk makanan
adalah monohidroksi dan polihidroksi senyawa fenol dengan berbagai subtituen
pada cincinnya. Contoh antioksidan sintetik yaitu, Butylated hydroxyl anisole
(BHA), Butylated hydroxylrotoluene (BHT), Propyil gallate (PG) dan metal
chelating agent (EDTA), Tertiary butyl hydroquinone (TBHQ), Nordihydro
guaretic acid (NDGA) (Hamid dkk., 2010).

Gugus hidroksi pada senyawa golongan fenol yang memiliki aktivitas
antioksidan tersubstitusi pada cincin benzena. Senyawa ini akan menghambat
radikal bebas dengan mendonorkan protonnya dan membentuk radikal yang stabil
yang disebabkan karena elekton bebas yang terdapat pada radikal distabilkan oleh
delokalisasi elektron dengan resonansi cincin aromatik (Tursiman dkk., 2012).
Salah satu radikal yang distabilkan oleh fenol yaitu radikal peroksil. Gugus Ar—-OH
akan menangkap radikal peroksil (RO2°®) dan membentuk radikal fenoksil (R-O®)
yang cenderung kurang reaktif karena elektronnya terlokalisasi di dalam cincin
aromatik (Halliwel, 2002). Reaksinya dapat dilihat pada Gambar 2.6.
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Ar-OH + RO2*>R-0°* + ArOOH

Gambar 2.6 Reaksi penghambatan radikal bebas oleh senyawa fenol

2.7 Metode Penetapan Kadar Polifenol dengan Reagen Folin-Ciocalteau

Uji kandungan polifenol dapat dilakukan dengan metode Folin-Ciocalteau.
Reaksi yang terjadi pada metode ini adalah reaksi reduksi oksidasi yang
mekanismenya senyawa fenolik mereduksi fosfomolibdat fosfotungstat dalam
Folin-Ciocalteau yang membentuk molibdenum berwarna biru (Tursiman dkk.,
2012). Prinsip dari metode ini adalah terbentuk senyawa kompleks molibdenum
tungsten berwarna biru yang dapat diukur absorbansinya dengan spektrofotometer.
Senyawa fenolik bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteau hanya dalam suasana
basa agar terjadi disosiasi proton pada senyawa fenolik menjadi ion fenolat. Untuk
membuat suasana basa digunakan Na,COz. Jika pada sampel terdapat konsentrasi
senyawa fenolik yang besar maka semakin besar pula ion fenolat mereduksi
fosfomolibdat fosfotungstat menjadi kompleks molibdenum tungsten yang
ditunjukkan warna biru yang semakin pekat (Alfian dan Susanti, 2012). Reaksi

reagen Foin-Ciocalteau dengan fenol dapat dilihat pada Gambar 2.7.

OH
H3P04(].\/.[003)12 + + HQO B + Hg(Ph4012040)
0
Reagen Folin Fenol Air Kuinon Kompleks
Ciocalteau Molybdenum-Blue

Gambar 2.7 Reaksi reagen Folin-Ciocalteau dengan fenol (Tursiman dkk., 2012)

Metode ini merupakan metode yang relatif cepat, ekonomis, sederhana dan
penampakan warna lebih baik (Khoddami dkk., 2013). Pembanding yang
digunakan untuk penetapan kadar polifenol ini adalah asam galat. Asam galat

termasuk dalam senyawa fenolik dan sebagai antioksidan alami (Williams dkk.,
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1995). Pengukuran kandungan polifenol yang memberikan warna biru diukur
dengan menggunakan spektrofotometer visibel. Sebelumnya dilakukan penentuan
panjang gelombang maksimum dan waktu inkubasi dari sampel dan standar.
Setelah itu dibuat kurva baku standar asam galat yang nantinya hasil pengukuran

sampel dimasukkan ke dalam persamaan regresi dari kurva baku.

2.8 Metode DPPH untuk Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dapat dilakukan dengan metode DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil). Dalam metode ini, DPPH berperan sebagai radikal bebas
yang akan diredam oleh antioksidan dari sampel uji (Williams dkk., 1995). DPPH
akan ditangkap oleh antioksidan melalui donasi atom hidrogen dari antioksidan
sehingga membentuk DPPH-H tereduksi (Molyneux, 2004). Reaksi penangkapan
hidrogen oleh DPPH dari zat antioksidan dapat dilihat pada Gambar 2.8.

o0 L

fRH —» R
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH?® y RV g = DPPH-H  +R®
(Ungu) (Kuning)

Gambar 2.8 Reduksi DPPH dari senyawa antioksidan (Prakash dkk., 2001).

DPPH akan bereaksi dengan antioksidan melalui donasi atom hidrogen,
reaksi ini menimbulkan warna ungu yang dapat diukur dengan spektrofotometri
UV-Vis pada panjang gelombang antara 515-520 nm dalam pelarut organik
(metanol atau etanol) (Molyneux, 2004). Penambahan antioksidan dengan berbagai

konsentrasi akan menghilangkan warna ungu secara bertahap menjadi kuning
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sesuai besarnya konsentrasi zat antioksidan. Persen penghambatan meningkat
dengan meningkatnya konsentrasi dari sampel (Dephour dkk., 2009). Seperti
penelitian yang dilakukan oleh Dudonne dkk (2009), aktivitas peredaman radikal

bebas dapat dihitung dengan Persamaan 2.1:

Abs X—AbsY

% Inhibisi = W X100 %0..ccceiiiiiiieeeiiieeanns (21)

Keterangan:

Abs X = Absorbansi serapan radikal DPPH kontrol pada panjang gelombang
dengan absorbansi maksimum.
Abs Y = Absorbansi serapan sampel uji dalam radikal DPPH pada panjang

gelombang dengan absorbansi maksimum.

Nilai IC (Inhibition Concentration) menunjukkan interpretasi hasil dari
persen penangkapan DPPH oleh larutan sampel. Aktivitasnya dapat dilihat dari
pengurangan intensitas warna ungu DPPH yang sebanding dengan pengurangan
konsentrasi larutan DPPH. Penurunan serapan molekul difenil pikrilhidrazil dengan
atom hidrogen sampel uji sehingga terbentuk difenil pikrilhidrazin yang bersifat
stabil ditandai dengan perubahan warna DPPH dari ungu ke kuning (Zuhra dkk.,
2008). ICso merupakan konsentrasi sampel mampu menghambat proses oksidasi
sebesar 50%. Semakin kecil nilai 1Cso maka aktivitas antioksidan semakin besar.
Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH dapat dilihat pada Tabel 2.4.
Setelah didapatkan persentase inhibisi dari masing-masing konsentrasi, kemudian
ditentukan persamaan y = a + bx dengan perhitungan secara regresi linear dimana
konsentrasi (pug/ml) sebagai sumbu x dan persentase inhibisi (%) sebagai sumbu y.

Nilai 1Cso dihitung menggunakan Persamaan 2.2 (Molyneux, 2004).
ICs0 = (50-A) :B.ooveeiie, (2.2)

Tabel 2.4 Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH (Zuhra dkk., 2008)

Intensitas Nilai ICso

Sangat Aktif <50 ppm
Aktif 50-100 ppm
Sedang 101-150 ppm

Lemah 151-200 ppm



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

37

Menurut Prakash (2001), kelebihan metode DPPH adalah mudah
digunakan, cepat, cukup teliti dan baik digunakan dalam pelarut organik khususnya
alkohol. Selain itu metode DPPH ini secara teknis sederhana, dapat dikerjakan
dengan cepat dan hanya membutuhkan spektrofotometer UV-Vis (Karadag dkk.,
2009). Kelemahan dari metode ini adalah DPPH sensitif terhadap cahaya sehingga
dapat mempengaruhi absorbansi DPPH namun, dapat diatasi saat melakukan
penambahan DPPH dilakukan di ruangan yang tertutup dan gelap (Hartanto, 2012).
DPPH selain menguji larutan sampel biasanya juga digunakan kontrol positif.
Kontrol positif yang sering digunakan untuk uji antioksidan yaitu asam askorbat
(vitamin C) (Molyneux, 2004).

2.9 Tinjauan Umum Vitamin C

Vitamin C (asam askorbat) merupakan donor elektron. Vitamin C disebut
antioksidan karena dapat menyumbangkan elektron dan mencegah senyawa lain
teroksidasi (Padayatty dkk., 2003). Struktur kimia vitamin C dapat dilihat pada
Gambar 2.9. Vitamin C disebut juga fresh food vitamin karena sumber utamanya
dari buah-buahan dan sayuran segar. Vitamin C pada tumbuhan merupakan
metabolit sekunder terbentuk dari glukosa melalui jalur asam D-glukoronat dan L-
gulonat, sedangkan pada manusia biosintesis ini tidak terjadi sehingga vitamin C
merupakan faktor penting yang terdapat pada asupan makanan sehari-hari
(Safaryani dkk., 2007).

Vitamin C diperlukan oleh tubuh untuk meningkatkan sistem imunitas
tubuh. Bila dalam tubuh kebutuhan vitamin mencukupi, maka segala jenis penyakit
dapat dicegah. Semua gangguan membuat tubuh rentan terhadap berbagai penyakit
dan daya tahan tubuh menurun menyebabkan sel-sel tubuh tak mampu berfungsi
dengan baik (Widiastuti, 2016). Menurut penelitian Yan dkk (2006), nilai 1Cso dari
vitamin C adalah 3,72 pg/ml.
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Gambar 2. 9 Struktur kimia vitamin C (Hacisevki, 2009)

2.10 Tinjauan Umum Spektrofotometri UV-Vis

Metode pengukuran menggunakan prinsip spektrofotometri yaitu metode
analisis kimia berdasarkan absorbsi cahaya pada panjang gelombang tertentu
melalui suatu larutan yang akan ditentukan konsentrasinya. Teknik analisis
spektroskopi menggunakan sumber radiasi elektromagnetik ultraviolet dekat (200-
400) dan sinar tampak (400-750) (Behera dkk., 2012). Prinsip metode ini
berdasarkan hukum Lambert-Beer yang menyatakan hubungan antara banyaknya
sinar yang diserap sebanding dengan konsentrasi kontaminan pada pelarut, dengan
rumus sebagai berikut :

A =Log l/lo atau A=a. B.c.............. (2.3)

Keterangan:
A = absorbansi
a = koefisisen serapan molar
b = tebal media cuplikan yang dilewati sinar
¢ = konsentrasi kontaminan dalam larutan
lo = Intensitas sinar mula-mula
| = Intensitas sinar yang diteruskan

Dari rumus diatas, dapat diaplikasikan dalam pengukuran kuantitatif dengan
komparatif dengan membuat kurva kalibrasi dari hubungan konsentrasi deret
larutan standart dengan nilai absorbansinya. Konsentrasi larutan ditentukan dengan
mensubstitusikan nilai absorbansi larutan ke persamaan regresi kurva kalibrasi
(Fatimah dkk., 2009).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Penetapan kadar polifenol dan uji aktivitas antioksidan pada aneka sajian
minuman kopi robusta (Coffea canephora) menggunakan metode DPPH ini

merupakan penelitian experimental laboratories.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Analisis Instrumen dan Kimia
Analisis Fakultas Farmasi, Universitas Jember. Waktu pelaksanaannya mulai
November 2016 sampai April 2017.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah minuman kopi robusta murni dan

dengan penambahan gula, gula+krimer, dan gula+susu.

3.3.2 Variabel terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar polifenol dan aktivitas
antioksidan pada aneka sajian minuman kopi robusta murni dan dengan

penambahan gula, gula+krimer, dan gula+susu.

3.3.3 Variabel terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah cara penetapan kadar
polifenol, dan cara pengujian aktivitas antioksidan pada aneka sajian minuman

kopi robusta murni dan dengan penambahan gula, gula+krimer, dan gula+susu.
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3.4 Definisi Operasional

a. Bubuk kopi robusta (Coffea canephora) merupakan satu produk yang
didapatkan dari Cafe Rollas Jember.

b. Minuman kopi robusta (Coffea canephora) adalah minuman yang dibuat dengan
menyeduhkan bubuk kopi robusta dengan air panas 85°C, baik kopi murni
maupun yang dikombinasikan dengan penambahan gula, gula+krimer, dan
gula+susu.

c. Variasi penambahan yang digunakan dalam pembuatan minuman kopi robusta
adalah gula pasir, krimer nabati (non diary), dan susu skim bubuk atau susu
bubuk bebas lemak.

d. Kadar polifenol yang diukur merupakan kadar polifenol yang didapatkan pada
aneka sajian minuman kopi robusta (Coffea canephora) yang ditunjukkan
dengan miligram asam galat ekuivalen per gram bubuk kopi (mg GAE/g bubuk
kopi).

e. Aktivitas antioksidan adalah kemampuan suatu senyawa untuk meredam DPPH

yang dinyatakan dengan nilai ICso

3.5 Rancangan Penelitian
3.5.1 Rancangan percobaan

Pada penelitian ini dilakukan penetapan kadar polifenol dan uji aktivitas
antioksidan minuman kopi robusta murni, minuman kopi robusta murni dengan
penambahan gula, gula+krimer, dan gula+susu. Tahap pertama dilakukan preparasi
sampel untuk membuat minuman kopi. Selanjutnya, dibuat larutan sampel untuk
dilakukan penetapan kadar polifenol dari masing-masing larutan sampel. Setelah
penetapan kadar polifenol, dilakukan uji aktivitas antioksidan pada masing-masing
larutan sampel. Setelah mendapatkan hasil kadar polifenol dan hasil aktivitas

antioksidan selanjutnya dilakukan uji statistik.
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3.5.2 Skema peneli

tian

Adapun skema penelitian ini antara lain :

(Coffea canephora)

Sampel bubuk kopi robusta

\4

Preparasi sampel

41

Larutan baku asam
galat

i

!

'

'

Larutan sampel
kopi murni

Larutan sampel Larutan sampel
kopi+gula kopi+ gula+krimer

Larutan sampel
kopi+gula+susu

|

3.6 Bahan dan Alat
3.6.1 Bahan

|

dengan spektrofotometri

Penetapan kadar polifenol

Vis (mg GAE/g bubuk kopi)

uv-

A 4

(ICs0)

Uji aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan

Analisis Data

Gambar 3. 1 Skema

penelitian

vitamin C dengan metode
DPPH (ICs0)

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bubuk kopi robusta yang

berasal dari Cafe Rollas Jember, krimer Max Creamer®, gula pasir Gulaku®, susu

bubuk skim Petit Eric, metanol teknis, standar asam galat (Sigma-Aldrich), DPPH

(Sigma-Aldrich), vitamin C (Shijiazhuang), larutan Folin-Ciocalteau (Merck),

NaxCOs3 7,5%, alumunium foil, akuades.
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3.6.2 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain spektrofotometer UV-Vis
(Hitachi U-1800), timbangan analitik (Ohaus), kuvet plastik, kulkas, kertas saring,
mikropipet (Socorex), ball filler, vial, termometer, stopwatch dan seperangkat alat

gelas (Pyrex).

3.7 Penetapan Kadar Polifenol
3.7.1 Preparasi sampel

Bubuk kopi robusta (Coffea canephora) dibuat minuman kopi dengan
preparasi sesuai dengan pengalaman empiris dan melihat cara penyeduhan kopi
yang baik. Penyeduhan kopi secara empiris yaitu 15 g bubuk kopi robusta diseduh
dengan air panas 200 ml dengan suhu 85°C sehingga didapatkan sampel kopi murni.
Sampel berikutnya dibuat kopi murni dengan penambahan gula 10 g, gula 10
g+krimer 5 g, dan gula 10 g+susu 5 g. Pada penelitian ini preparasi sampel kopi
murni dibuat dengan menimbang 0,75 g kopi robusta dimasukkan dalam labu ukur
10 ml. Akuades dipanaskan sampai dengan suhu 85°C lalu ditambahkan ke dalam
labu ad 10 ml. Preparasi sampel berikutnya dibuat kopi murni dengan penambahan
gula 0,5 g, gula 0,5 g+krimer 0,25 g, dan gula 0,5 g+susu 0,25 g. Preparasi sampel
dilakukan sebanyak tiga kali.

3.7.2 Pembuatan larutan sampel

Minuman kopi robusta (Coffea canephora) yang sudah dibuat menjadi empat
sampel didalam labu ukur dikocok, lalu didiamkan sampai dingin sekitar 10 menit,
dilanjutkan disaring dengan kertas saring untuk memisahkan dari ampasnya.
Setelah disaring, dipipet 150 pl dimasukkan dalam labu ukur 10 ml dan
ditambahkan dengan akuades sampai tanda batas, sehingga didapatkan larutan
sampel kopi murni dan larutan sampel kopi murni dengan penambahan gula,

gula+krimer, dan gula+susu.
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3.7.3 Pembuatan larutan baku asam galat

Standar asam galat ditimbang sebanyak 25 mg dan 50 mg, dimasukkan ke
dalam labu ukur 25 ml dan dilarutkan dalam akuades sampai batas tanda volume
sehingga konsentrasi larutan induk standar asam galat yaitu 1000 pg/ml dan 2000
pg/ml. Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk asam galat dengan
memipet sejumlah tertentu larutan induk, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
dan ditambahkan akuades sejumlah tertentu sehingga konsentrasi larutan standar

asam galat yaitu 20 pg/ml, 40 pg/ml, 60 pg/mi, 80 pg/ml, 100 pg/ml, dan 120
pg/ml.

3.7.4 Penetapan panjang gelombang maksimum

Sebelum penetapan kadar polifenol, dilakukan terlebih dahulu penentuan
panjang gelombang maksimum asam galat dengan reagen Folin-Ciocalteau.
Larutan standar asam galat konsentrasi 100 pg/ml dipipet 150 pl dimasukkan dalam
kuvet lalu ditambah 750 pl reagen Folin-Ciocalteau 10% dan didiamkan selama 3
menit. Kemudian, ditambahkan 600 pl larutan Na,COs 7,5%. Campuran dikocok
sampai homogen dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit (Lim dan
Murtijaya, 2006). Serapan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis yang telah
diatur panjang gelombangnya 600-850 nm (Alfian dan Susanti, 2012).

3.7.5 Penentuan waktu inkubasi

Larutan sampel kopi murni dan pembanding (asam galat) konsentrasi 60
pg/ml dipipet 150 pl dimasukkan dalam kuvet lalu ditambah 750 pl reagen Folin-
Ciocalteau 10% dan didiamkan selama 3 menit. Kemudian, ditambahkan 600 pl
larutan Na>CO3z 7,5%. Campuran dikocok sampai homogen dan diamati
absorbansinya pada panjang gelombang maksimumnya mulai menit ke-0 sampai

ke-100 dengan selang waktu 5 menit.

3.7.6 Penetapan kadar
Penetapan kadar polifenol dilakukan dengan cara 150 pl dari masing-masing

larutan sampel kopi murni dan kopi dengan penambahan gula, gula+krimer, dan
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gula+susu serta larutan standar asam galat ditambah dengan 750 pl larutan Folin-
Ciocalteau 10% lalu dikocok. Selanjutnya ditambahkan 600 pl larutan Na>COs
7,5% dikocok homogen dan diinkubasi pada suhu kamar pada waktu yang telah

ditentukan lalu diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum.

3.7.7 Perhitungan

Nilai absorbansi yang diperoleh dari masing-masing larutan sampel
dimasukkan ke dalam persamaan regresi larutan standar asam galat sehingga
diperoleh kadar polifenol yang ditunjukkan dengan miligram asam galat ekuivalen
per gram bubuk kopi robusta (mg GAE/g bubuk kopi dalam aneka sajian minuman
kopi).

3.8 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH
3.8.1 Pembuatan larutan sampel

Minuman kopi robusta (Coffea canephora) yang sudah dibuat dengan
melakukan preparasi sampel dengan replikasi sebanyak tiga kali, dibuat menjadi
empat sampel yaitu larutan sampel kopi murni, larutan sampel kopi murni dengan
penambahan gula, gula+krimer, dan gula+susu. Masing-masing sampel dikocok
lalu didiamkan sampai dingin sekitar 10 menit dilanjutkan disaring dengan kertas
saring untuk dipisahkan dari ampasnya. Setelah disaring, dipipet 1 ml dimasukkan
dalam labu ukur 10 ml dan ditambahkan dengan akuades sampai tanda batas. Dari
masing-masing larutan sampel dibuat seri konsentrasi 30 pg/ml, 37,5 pg/ml, 45

pg/ml, 52,5 pug/ml, 67,5 pg/ml, dan 75 pg/ml untuk pengujian aktivitas antioksidan.

3.8.2 Pembuatan larutan vitamin C

Vitamin C ditimbang 25 mg dimasukkan ke dalam labu ukur 25 ml dan
dilarutkan dengan metanol sampai tanda batas volume sehingga konsentrasi vitamin
C sebesar 1000 pg/ml. Pembuatan larutan vitamin C dilakukan replikasi sebanyak
tiga kali. Larutan dipipet, dimasukkan labu ukur ditambahkan metanol sejumlah
tertentu sehingga konsentrasi larutan vitamin C 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20
pug/ml, 25 pg/ml, dan 30 pg/mi.


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

45

3.8.3 Pembuatan larutan DPPH
Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 2 mg, dilarutkan dalam 50 ml metanol
sehingga didapatkan larutan induk DPPH dengan konsentrasi 0,1 mM. Larutan ini

disimpan dibotol yang gelap dan untuk setiap pengujian dibuat baru.

3.8.4 Penetapan panjang gelombang maksimum DPPH

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH dengan
menentukan panjang gelombang maksimum dengan mengambil 1,2 ml larutan
DPPH 0,1 mM. Kemudian menambahkan 0,3 ml metanol. Campuran dikocok
sampai homogen dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit pada tempat
gelap. Serapannya diukur dengan spektrofotometer UV-Vis yang diatur panjang
gelombangnya dari 400-600 nm.

3.8.5 Penentuan waktu inkubasi

Larutan sampel kopi murni dan konsentrasi vitamin C 4 pg/ml direaksikan
dengan larutan DPPH . Larutan sampel kopi diamati absorbansinya pada panjang
gelombang maksimum mulai menit ke-0 sampai menit ke-100 sedangkan larutan
vitamin C diamati mulai menit ke-0 sampai menit ke-120 dengan selang waktu 5

menit.

3.8.6 Pengukuran aktivitas antioksidan larutan sampel dan vitamin C

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara 0,3 ml dari masing-
masing larutan sampel dan larutan vitamin C, ditambahkan 1,2 ml DPPH 0,1 mM.
Campuran dikocok sampai homogen kemudian larutan sampel dan larutan vitamin
C di inkubasi pada suhu 37°C selama waktu yang sudah ditentukan. Selanjutnya

diukur serapannya pada panjang gelombang maksimumnya.

3.8.7 Perhitungan
Nilai ICso dihitung berdasarkan persentase peredaman terhadap radikal

DPPH dari masing-masing konsentrasi larutan sampel mengikuti persamaan 2.2
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yang telah dijelaskan pada bab tinjauan pustaka. Setelah didapatkan persentase
inhibisi dari masing-masing konsentrasi, dilanjutkan dengan perhitungan secara

regresi linier menggunakan Persamaan 3.1.

Keterangan:
x = konsentrasi (pg/ml)
y = persentase peredaman (%)

Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan Inhibition Concentration 50%
(ICsp) yaitu konsentrasi sampel yang dapat meredam radikal DPPH sebanyak 50%.
Nilai ICso didapatkan dari nilai x setelah mengganti y dengan 50.

3.9 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penetapan kadar polifenol dibandingkan antara
larutan sampel kopi murni dan larutan sampel kopi murni dengan penambahan gula,
gulatkrimer, dan gulat+susu. Selain itu, data yang diperoleh dari penetapan uji
aktivitas antioksidan juga dibandingkan antara masing-masing larutan sampel
dengan vitamin C. Selanjutnya jika data normal dan homogen maka di analisis
menggunakan one way ANOVA dan jika data signifikan maka dilanjutkan dengan
post hoc (LSD). Apabila nilai p-value < 0,01 dengan tingkat kepercayaan sebesar

99% maka perbedaan dianggap bermakna.
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BAB 5. PENUTUP

Kesimpulan
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan berikut
Kadar polifenol pada sampel aneka minuman kopi secara berurutan dari yang

terbesar yaitu kopi dengan penambahan gulat+krimer 55,687 = 0,231 mg
GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi dengan penambahan gula dan krimer
, kopi dengan penambahan gula+susu 52,822 + 0,129 mg GAE/g bubuk kopi
dalam minuman kopi dengan penambahan gula dan susu, kopi murni 52,206 +
0,436 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi murni, dan kopi dengan
penambahan gula 50,352 + 0,326 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi
dengan penambahan gula.

Nilai I1Cso sampel aneka minuman kopi dari yang terkecil yaitu kopi dengan
penambahan gula+krimer 38,776 + 0,145 pg/ml, kopi dengan penambahan
gula+susu 49,603 + 0,359 pg/ml, kopi murni 51,872 + 0,158 pg/ml, dan kopi
dengan penambahan gula 54,449 + 0,371 pg/ml.

Terdapat perbedaan kadar polifenol yang bermakna antara sampel kopi dengan
penambahan gula dan kopi dengan penambahan gulat+krimer. Sedangkan
minuman kopi murni dan kopi dengan penambahan gula+susu terdapat
perbedaan yang tidak bermakna.

Terdapat perbedaan aktivitas antioksidan Inhibition Concentration (1Cso) yang
bermakna antara sampel kopi murni, kopi dengan penambahan gula, kopi

dengan penambahan gula+krimer dan kopi dengan penambahan gula+susu.

Saran

Adapun saran untuk peneliti adalah sebagai berikut
Perlu adanya penelitian lebih lanjut kandungan senyawa-senyawa yang
terdapat pada aneka sajian minuman Kkopi robusta sehingga dapat
dikembangkan aktivitas-aktivitas yang lain selain antioksidan.
Perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan aneka sajian minuman kopi

robusta secara in vivo.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Gambar Larutan Sampel Kopi Robusta

a.Kopi murni; b.kopi+gula; c. Kopi+gula+krimer; d. Kopi+gula+susu

Lampiran B. Gambar Penetapan Kadar Polifenol

Lampiran C. Pembuatan Larutan Pada Penetapan Kadar Polifenol
C1. Larutan Standar Asam Galat

Larutan Induk 1 = 225 —£ x 1000 mTl = 1000 pg/ml

5ml

Pengenceran

1ml

x 1000 pg/ml =100 pg/mi

10 ml

a) =L x 100 pug/ml = 20 pg/ml

10 ml

Larutan Induk 2 = 228 x 1000 2 = 2000 pg/ml
25 ml 1
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Pengenceran
l
=T % 2000 pg/ml = 400 pg/ml
l
=T % 2000 pg/ml = 600 pg/ml
a) —2L x 400 pg/ml = 40 pg/ml

10ml

b) 225 x 400 pg/ml = 80 pg/ml

10ml

1ml

° T
d) 225 x 600 pg/ml = 120 pg/ml

10 ml

% 600 pg/ml = 60 pg/mi

ml

Konsentrasi larutan uji standar asam galat 150 ul ditambahkan Folin Ciocalteau
750 pl dan larutan Na2CO3 7,5 % 600 pl. Jadi, volume didalam kuvet sejumlah 1,5

ml:
a) 011551;1111 x 20 pg/ml = 2 pg/ml
b) 011551;1111 x 40 pg/ml = 4 pg/ml
c) 011551;1111 x 60 pg/ml = 6 pg/ml
d) 01151:111 x 80 pg/ml = 8 pg/ml
e) 011;:111 x 100 pg/ml = 10 pg/ml
) 011;:111 x 120 pg/ml = 12 pg/ml

Lampiran D. Pembuatan Larutan Na2COs 7,5 %
Ditimbang 7,5 g Na2COs dilarutkan dalam aquadest ad 100 ml

Lampiran E. Hasil Spektra Penentuan Panjang Gelombang Maksimum dan
Waktu Inkubasi Polifenol
Data Mode : ABS

Scan Range : 600-850 nm
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E1l. Scan Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat Dan Sampel Kopi

Murni

Absobansi

1,2

L

0,8

0,6

0,4

0,2

0

600

—— Standar Asam Galat

Sampel Kopi Murni

650 700 750 800 850
Panjang Gelombang (nm)

Panjang Absorbansi Absorbansi Kopi

Gelombang Asam Galat Robusta Murni
600 0,859 0,545
612 0,881 0,557
625 0,903 0,569
637 0,921 0,58
650 0,94 0,592
662 0,954 0,603
675 0,971 0,615
687 0,986 0,626
700 il 0,639
712 1,011 0,651
725 1,019 0,661
737 1,023 0,668
750 1,018 0,668
762 1,013 0,669
775 1 0,663
787 0,986 0,656
800 0,968 0,644
812 0,95 0,632
825 0,929 0,618
837 0,911 0,605
850 0,895 0,592
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E4. Scan Waktu Inkubasi Asam Galat Dan Sampel Kopi Murni

Absorbansi

0,8
0,7
0,6

0,5

0,4 /—/——_v

0,3
0,2
0,1

0

20 40 60

Waktu (menit)

—— Standar Asam Galat

Sampel Kopi Murni

80 100 120

Absorbansi Pada Panjang Gelombang 737 nm

Menjt Asam Galat Kopi Murni
0 0,362 0,478
5 0,384 0,528
10 0,399 0,612
15 0,412 0,655
20 0,421 0,675
o5 0,43 0,691
30 0,437 0,704
35 0,443 0,711
40 0,448 0,72
45 0,453 0,726
50 0,457 0,73
55 0,462 0,74
60 0,464 0,744
65 0,468 0,744
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70 0,474 0,739
75 0,476 0,748
80 0,478 0,746
85 0,481 0,748
90 0,482 0,747
95 0,477 0,745
100 0,484 0,75

Lampiran F. Perhitungan Hasil Pengukuran Kadar Polifenol

72

Kadar
Larutan :
] _ Polifenol (mg Rata- RSD
Sampel Kopi Penimbangan (g) SD
GAE/g bubuk rata (%)
Robusta )
kopi)
0,7501 51,726
Murni 0,7502 52,313 52,206 0,436 0,835
0,7504 52,578
0,7502+0,5005 50,729
Penambahan
Gul 0,7505+0,5007 50,151 50352 0,326 (@47
u a ) 1
0,7501+0,5006 50,177
0,7503+0,5004+0,2501 55,472
Penambahan
_ 0,7503+0,5006+0,2505 55,659 55687 0231 0,415
Gula + Krimer ’ ’
0,7504+0,5005+0,2506 55,931
0,7503+0,5000+0,2503 52,679
Penambahan
0,7504+0,5001+0,2500 52,858 52,822 0,129 0,244
Gula + Susu
0,7502+0,5004+0,2500 52,929
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F1. Perhitungan Kurva Baku Asam Galat

Konsentrasi Absorbansi
(ng/ml)

2 0,165
4 0,28
6 0,5

8 0,745
10 0,912
12 1,073

Kurva Larutan Baku Asam Galat
1,2
y = 0,0954x - 0,0556 1,073
1 - R?=0,992
0,912
0,8

0,6 -

0,2 -

0 5 10 15

abs

Linear (abs)

Persamaan: y = 0,0954x -0,0556
R?=0,992

F2. Perhitungan Kadar Polifenol Kopi Robusta Murni
1. Replikasi 1
0,5 =0,0954x -0,0556
x = 5,824 pg/mi
Dalam 1,5 ml
5,824 pg/ml x 1,5 ml = 8,736 pug
Dalam 10 ml

8,736 g x —"L = 582 4 g

0,15ml

73
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Dalam 10 ml

10 ml
0,15 ml

582,4 pg = 38826,667 ug = 38,826 mg

38,826 mgx1g
0,7501¢g

=51,726 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi murni
2. Replikasi 2
0,506 = 0,0954x -0,0556
x = 5,887 pg/ml
Dalam 1,5 ml
5,887 ug/ml x 1,5 ml = 8,83 ug
Dalam 10 ml

8,83 g x —"L — 588 679 g

0,15ml

Dalam 10 ml

588,679 g x —"L = 39245 28 g = 39,245 mg

0,15 ml
39,245mgx1g
0,7502 g

=52,313 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi murni
3. Replikasi 3
0,509 = 0,0954x -0,0556
x =5,918 pg/ml
Dalam 1,5 ml
5,918 pug/ml x 1,5 ml = 8,877 pug
Dalam 10 ml

8,877 pg x —"L = 591 823 g

0,15ml

Dalam 10 ml

591,823 ug x —L = 39454,926 ug = 39,455 mg

0,15ml

39,455mgx1g
0,7504 g

=52,578 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi murni

Rata-rata kadar polifenol:
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51,726 + 52,313 + 52,578
3

= 52,206 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman

kopi murni
SD =0,436

0,436
Cv =
52,206

x 100 % = 0,835 %

F2. Perhitungan Kadar Polifenol Kopi Robusta dengan Penambahan Gula

1. Replikasi 1
0,489 = 0,0954x -0,0556
x =5,709 pg/ml
Dalam 1,5 ml
5,709 pg/ml x 1,5 ml = 8,563 pug
Dalam 10 ml

8,563 g x —"L = 570,859 pg

015ml

Dalam 10 mi

570,859 ug x —L = 38057,303 ug = 38,057 mg

0,15 ml
38,057mgx1g _

= 50,729 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi
0,7502 g

dengan penambahan gula

2. Replikasi 2
0,483 = 0,0954x -0,0556
X = 5,646 pug/ml
Dalam 1,5 ml
5,646 pg/ml x 1,5 ml = 8,469 ug
Dalam 10 ml

8,469 pg x —L = 56457 ug

0,15ml

Dalam 10 ml

10 ml
0,15 ml

564,57 g = 37638,015 pg = 37,638 mg
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—37'60335?5; “ = 50,151 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi

dengan penambahan gula

3. Replikasi 3
0,483 = 0,0954x -0,0556
X = 5,646 pug/mi
Dalam 1,5 ml
5,646 pg/ml x 1,5 ml = 8,469 pug
Dalam 10 ml

8,469 pg x ——= - = 564,57 g

ml

Dalam 10 mi

10ml _ _
564,57 pg X -——— = 37638,015 ug = 37,638 mg

37,638 mgx1lg
0,7501 g

= 50,177 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi

dengan penambahan gula

Rata-rata kadar polifenol:

50,729 + 50,151 + 50,177
3

= 50,352 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman

kopi dengan penambahan gula
SD =0,326

cV =232% « 100 % = 0,647 %
50,352

F3. Perhitungan Kadar Polifenol Kopi Robusta dengan Penambahan Gula +
Krimer

1. Replikasi 1
0,540 = 0,0954x -0,0556
X = 6,243 pg/mi
Dalam 1,5 ml
62,695 pg/ml x 1,5 ml = 9,365 ug
Dalam 10 ml


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

77

10 ml
0,15 ml

9,365 pg x

= 624,319 g

Dalam 10 ml

10 ml

624,319 pg x = 41621,244 pg = 41,621 mg

015ml

Dalam 10 ml larutan sampel kopi robusta
15g 0,75g

200ml ~ 10 ml

—41'602;5?5; L& - 55,472 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi

dengan penambahan gula dan krimer

2. Replikasi 2
0,542 = 0,0954x -0,0556
X = 6,264 pg/ml
Dalam 1,5 ml
6,264 pg/ml x 1,5 ml = 9,396 pug
Dalam 10 ml

9,396 pg x —"L = 626,415 pg

0,15ml

Dalam 10 mi

626,415 ug x —L = 41761,006 ug = 41,761 mg

0,15 ml

Dalam 10 ml larutan sampel kopi robusta
15g _ 0,758
200ml 10 ml

41,761 mgx1g _

= 55,659 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi
0,7503 g

dengan penambahan gula dan krimer

3. Replikasi 3
0,545 = 0,0954x -0,0556
X = 6,296 pug/mi
Dalam 1,5 ml
6,269 pg/ml x 1,5 ml = 9,443 pug
Dalam 10 ml
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10 ml

9,443 pg x oisml 629,559 ng
Dalam 10 mli
10ml _ _
629,559 ug x o5l 41970,649 ug = 41,97 mg

41,97 mgx1lg _

= 55,931 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi
0,7504 g

dengan penambahan gula dan krimer

Rata-rata kadar polifenol:

55,472 + 55,659 +55,931

. = 55,687 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman

kopi dengan penambahan gula dan krimer

SD =0,231

0,231
55,687

CVv =

x 100 % = 0,415 %

F4. Perhitungan Kadar Polifenol Kopi Robusta dengan Penambahan Gula +

Susu
1. Replikasi 1
0,510 = 0,0954x -0,0556

X =5,929 pg/ml
Dalam 1,5 ml
5,929 pg/ml x 1,5 ml = 8,893 pug
Dalam 10 mli

10 ml _
8,893 ug x Y, S 592,872 ug
Dalam 10 mi
10ml _ il

592,872 pg x T 39524,808 nug = 39,525 mg

Dalam 10 ml larutan sampel kopi robusta

15g _ 075g
200ml 10 ml
39,525 mgx1lg _

= 52,679 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi
0,7503 g

dengan penambahan gula dan susu
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2. Replikasi 2
0,512 = 0,0954x - 0,0556
X = 5,949 pg/mi
Dalam 1,5 ml
5,949 pg/ml x 1,5 ml = 8,925 pg
Dalam 10 ml

10 ml

8,925 Hg X 0,15 ml

= 594,969 pg

Dalam 10 ml

10 ml
0,15 ml

594,969 ug x = 39664,57 png = 39.665 mg

Dalam 10 ml larutan sampel kopi robusta
15g 0,758

200ml ~ 10 ml

—39'606;1:5; 1 - 52,858 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi

dengan penambahan gula dan susu

3. Replikasi 3
0,513 = 0,0954x - 0,0556
X = 5,960 pg/ml
Dalam 1,5 ml
5,960 pg/ml x 1,5 ml = 8,94 ug
Dalam 10 ml

10 ml

8,94 ug X == = 596,017 g

ml -
Dalam 10 ml

596,017 ug x —"L = 39734,451 ug = 39,734 mg

0,15ml

39,734 mgx1g
0,7502 g

= 52,964 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman kopi

dengan penambahan gula dan susu

Rata-rata kadar polifenol:
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52,679 +52,858 + 52,964
3

= 52,834 mg GAE/g bubuk kopi dalam minuman

kopi dengan penambahan gula dan susu
SD =0,144

CV =2 %100 % = 0,276 %
52,834

Lampiran G. Gambar Pengujian Aktivitas Antioksidan

Lampiran H. Perhitungan Bahan Pengujian Aktivitas Antioksidan
H1. Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM
Konsentrasi DPPH = 40 pg/ml (Singh dkk., 2008)
MR DPPH (C1sH12Ns06) = 394,33 (Molyneux, 2004)
0,1 mM =0,0001 M
=0,0001 mol/L
_ 0,0001-5-
\ L
_0,0001 gx394,33
pi L

= 39,433 mg/L
= 39,433 pg/ml (40 ug/ml)

2 mg DPPH dilarutkan dengan 50 ml metanol = 520mn%l x 1000 mTl

=40 pg/Iml
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H2. Pembuatan Larutan Kontrol Positif (Vitamin C)
1. Replikasi 1 dan Replikasi 2

252mg

Larutan Induk ——= 1000 — =1008 pg/ml

Pengenceran

0,5 ml
10 m

e 1008 pg/ml = 50,4 pg/ml

1ml
10

x 1008 pg/ml = 100,8 pg/ml

1 ml

a)

= x 50,4 pg/ml = 5,04 pg/ml
b) fo— x 50,4 pg/ml = 15,12 pg/ml

C) o x 50,4 pg/ml = 25,2 pg/ml

1 ml
10 m

d) T 100,8 pg/ml = 10,08 pg/ml

2ml

e) o~ 100,8 pg/ml = 20,16 pg/ml

f) =~ At 100,8 pg/ml = 30,24 pg/ml

2. Replikasi 3

251mg

Larutan Induk ——= 1000 — =1004 pg/ml

Pengenceran

0,5 ml
10 m

8 1004 pg/ml = 50,2 pg/ml

1 ml

x 1004 pg/ml = 100,4 pg/ml

1ml

a) —— 50,2 pg/ml = 5,02 pg/ml

3ml
10

b)

32X 50,2 pg/ml = 15,06 pg/ml

C) T x 50,2 pg/ml = 25,1 pg/ml

d) ——=x 1004 pg/ml = 10,04 pg/ml

2ml
10 m

3m
f) YR 100,4 pg/ml = 30,12 pg/ml

% 100,4 pg/ml = 20,08 pg/ml
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H3. Pembuatan Larutan Sampel Kopi Robusta Murni
1. Replikasi 1

0,7503 g

Larutan Induk 1000 — =75030 pg/ml

Pengenceran

Ll 75030 pe/ml = 7503 pg/ml

10 ml
) 2ooul 200 ul
10 m

250 pl
10 m

x 7503 pg/ml = 150,06 pg/ml

b) =% 7503 pg/ml = 187,575 pg/ml

¢) 222 7503 pg/ml = 225,09 pg/ml

350 ul
10 m

e) Tk x 7503 pg/ml = 337,635 pg/m

d)

x 7503 pg/ml = 262,605 pg/ml

f) 22 x 7503 pg/ml = 375,15 pg/m

2. Replikasi 2

0,7504
Larutan Induk g

x 1000 == = 75040 pg/ml

Pengenceran

1 ml

TR 75040 pg/ml = 7504 pg/ml

a) 21‘;" M % 7504 pg/ml = 150,08 pg/ml

b) 2130 2501 7504 pg/ml = 187,6 pg/ml

¢) 22 7504 ug/ml = 262,64 pg/ml

d) 2L x 7504 pg/ml = 300,16 pg/ml

10 m
450 p.l
10 m

e)

f) 25 x 7504 pg/ml = 375,2 pg/ml

x 7504 ng/ml = 337,68 pg/ml

3. Replikasi 3

0,7504
Larutan Induk g

X 1000 = 75040 pg/ml

82
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Pengenceran

1ml

- x 75040 pg/ml = 7504 pg/ml

a) 21‘(’)0 M % 7504 pg/ml = 150,08 pg/ml

250 pul
10 m

b)

X 7504 pg/ml = 187,6 pg/ml

¢) 222 7504 pg/ml = 225,12 pg/ml

350 ul
10 m
&) ok x 7504 pg/ml = 337,68 pg/ml

500 ul
Ua, T

d)

x 7504 pg/ml = 262,64 pg/ml

x 7504 pg/ml = 375,2 pg/ml

H4. Pembuatan Larutan Sampel Kopi Robusta dengan Penambahan Gula
1. Replikasi 1

0,7505
Larutan Induk g

x 1000 = = 75050 pg/ml

Pengenceran

1 ml
10 m

i's 75050 pg/ml = 7505 pg/ml

a) 200 ul
10 m

b) 250 ul
10 m

x 7505 pg/ml = 150,1 pg/ml

s 7505 pg/ml = 187,625 pg/ml

c) 31?)0 M x 7505 pg/ml = 225,15 pg/ml

350 ul
10 m
450 ul
10 m

500 ul
10 m

d) x 7505 ug/ml = 262,675 pg/ml
€)

f)

x 7505 pg/ml = 337,725 pg/ml

x 7505 pg/ml = 375,25 pg/ml

2. Replikasi 2

0,7503
Larutan Induk g

x 1000 == = 75030 pg/ml

Pengenceran

ML« 75030 pg/ml = 7503 pg/ml

10 ml
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200 ul

a) o x 7503 ug/ml = 150,06 pg/ml

250 pl
10 m

Tom 7503 pg/ml =

¢) 222 7503 pg/ml =

d) 22 7503 pg/ml =

450 ul
10 m

x 7503 pg/ml =

187,575 pg/ml
225,09 ng/ml
262,605 pg/ml

337,635 pug/ml

f) 22 x 7503 pg/ml = 375,15 pg/m

10 m

3. Replikasi 3

0,7504 g

Larutan Induk

Pengenceran

1 ml
10 m

200 ul
) Tom

x 7504 pg/ml =

x 1000 == = 75040 pg/ml

7 75040 pg/ml = 7504 pg/ml

150,08 pg/ml

b) et ulx 7504 ng/ml = 187,6 pg/ml

10 m

¢) 22 7504 pg/ml =

350 ul
10 m

e) iio M x 7504 pug/ml =

d) X 7504 pg/ml =

f) 22 x 7504 pg/ml =

225,12 pg/ml
262,64 pg/ml
337,68 pg/ml

375,2 pg/ml

84

H5. Pembuatan Larutan Sampel Kopi Robusta dengan Penambahan Gula+

Krimer
1. Replikasi 1

0,7504 g

Larutan Induk

Pengenceran

10 ml

a)

200 p.l

1000 — = 75040 pg/ml

L« 75040 pg/ml = 7504 pg/ml

x 7504 pg/ml = 150,08 pg/ml
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b) 22k 7504 pg/ml = 187,6 pg/m

300 ul
10 m

c)

d) %:‘ x 7504 pg/ml = 262,64 pg/ml

e) T x 7504 pg/ml = 337,68 pg/m

f)

x 7504 ng/ml = 225,12 pg/ml

500 ul
10 m

x 7504 pg/ml = 375,2 pg/ml

2. Replikasi 2

0,7503
Larutan Induk g

x 1000 = = 75030 pg/ml

Pengenceran

1 ml
10 m

T 75030 pg/ml = 7503 pg/ml

8) 222K x 7503 pg/ml = 150,06 pg/m

250 pl

b) =2

2 7503 pg/ml = 187,575 pg/ml

¢) 22 7503 pg/ml = 225,09 pg/ml

350 ul
10 m

€) Tt x 7503 pg/ml = 337,635 pg/ml

d) x 7503 pug/ml = 262,605 pg/ml

f) 22 x 7503 pg/ml = 375,15 pg/m

3. Replikasi 3

0,7503 g

Larutan Induk X 1000 = 75030 pg/ml

Pengenceran

1 ml

X 75030 pg/ml = 7503 pg/ml

a) 21‘(’)0 M % 7503 pg/ml = 150,06 pg/ml
b) Z2Ex 7503 pg/ml = 187,575 pg/ml

¢) 222 7503 pg/ml = 225,09 pg/ml
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350 ul
10 m

e) 2 x 7503 pg/ml = 337,635 pg/ml

d) x 7503 ug/ml = 262,605 pg/ml

500 pl

f) o ¥ 7503 pg/ml = 375,15 pg/ml

H6. Pembuatan Larutan Sampel Kopi Robusta Robusta dengan Penambahan
Gula+Susu
1. Replikasi 1

0,7503 g

Larutan Induk X 1000 — = 75030 pg/ml

Pengenceran

1 ml
10 m

N 75030 pg/ml = 7503 pg/ml

8) 25K x 7503 pg/ml = 150,06 pg/ml
250 ul
10 m

b) ——x 7503 ug/ml = 187,575 pg/ml

¢) 222K 7503 pg/ml = 225,09 pg/ml
350 ul
10 m

e) 222K x 7503 pg/ml = 300,12 pg/m

d) x 7503 pug/ml = 262,605 pg/ml

f) 22 x 7503 pg/ml = 375,15 pg/m

2. Replikasi 2
0, 7504g

Larutan Induk X 1000 — = 75040 pg/ml

Pengenceran

1ml

2 75040 pg/ml = 7504 pg/ml

200 p.l

x 7504 pg/ml = 150,08 pg/ml

a)
b) 2150 ul

x 7504 ng/ml = 187,6 pg/ml

¢) 222 7504 pg/ml = 225,12 pg/ml

350 p.l
10 m

d) x 7504 pg/ml = 262,64 pg/ml
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¢) 400 ul

10 m

f) 500 ul

10 m

x 7504 pg/ml = 300,16 pg/ml

x 7504 ng/ml = 375,2 pg/ml

87

3. Replikasi 3

0,7505 g

Larutan Induk X 1000 — = 75050 pg/ml

Pengenceran

1 ml
10 m

P 75050 pg/ml = 7505 pg/ml

8) 222K x 7505 pg/ml = 150,1 pg/ml

b) 22 ”‘x 7505 ug/ml = 187,625 pg/ml

0 300 ul

e 7505 pg/ml = 225,15 pg/ml

350 ul
d) 10 m

x 7505 pg/ml = 262,675 pg/ml

¢) 400 ul

ot > 1905 ng/ml = 300,2 pg/ml

f) 500 ul

o x 7505 pg/ml = 375,25 pg/ml

Lampiran I. Pengujian Peredaman Radikal Bebas
Larutan standar dan larutan sampel ml ditambahkan larutan DPPH ad 1,5 ml
I11. Larutan Pembanding (Vitamin C)

1. Replikasi 1 dan 2

) 2™ % 5,04 pg/ml = 1,008 pg/ml

b) 22 x 10,08 pg/ml = 2,016 pg/ml

0,3

,3 ml
) tom

T 15,12 pg/ml = 3,024pg/ml

d) o ™ x 20,16 pg/ml = 4,032 pg/ml

) 225 x 25,2 pg/ml = 5,04 pg/ml

0,3
f) T2 21 x 30,24 pg/ml = 6,048 pg/ml
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2. Replikasi 3
a)

03ml
15

x 5,02 pg/ml = 1,004 pg/ml

b) ji Ml % 10,04 pg/ml = 2,008 pg/ml

0,3 ml

C) oml ” 15,06 pg/ml = 3,012 pg/ml

d) jim‘ 25,1 pg/ml = 5,02 pg/ml

0,3 ml

e) om x 20,08 pg/ml =4,016 ug/ml

f) 0,3 ml

Tem ~ 90,12 pg/ml = 6,024 pg/ml

12. Larutan Sampel Kopi Robusta Murni dalam Kuvet
Replikasi 1

0,3 ml

a) 5

b) 0,3 ml

;% 150,06 ug/ml = 30,012 pg/ml

- x 187,575 pg/ml = 37,515 pg/ml

03ml

c) s mil 225,09 ug/ml = 45,018 ug/mi

d) = ™l 262,605 ug/ml = 52,521 ug/ml

0,3 ml

®) Tsm

03ml

f) e 375,15 pg/ml = 75,03 pg/ml

- x 337,635 pg/ml = 67,527 pg/ml

Replikasi 2

03ml

a) N ¥ 150,08 pg/ml = 30,016 pg/ml

b) 222 x 187,6 pg/ml = 37,52 pg/ml

0 i Ml % 262,64 ug/ml = 52,528 ug/ml

d) 22 x 300,16 pg/ml = 60,032 pg/ml

e) 225 x 337,68 ug/ml = 67,536 ug/ml
0,3 ml

) om 375,2 pg/ml = 75,04 pg/ml
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13. Larutan Sampel Kopi Robusta dengan Penambahan Gula dalam Kuvet

Replikasi 3
a) ;’i Ml » 150,08 pg/ml = 30,016 ug/ml
b) 222 x 187,6 pg/ml = 37,52 pg/ml
€) 255 x 225,12 ug/ml = 45,024 pg/ml
d) (1’2““ x 262,64 ug/ml = 52,528 pg/ml
&) oo ! % 337,68 ug/ml = 67,536 ug/ml
N ™l x 375,2 ug/ml = 75,04 pg/ml
Replikasi 1
a) 225 x 150,1 pg/ml = 30,02 g/ml
b) 222 x 187,625 pg/ml = 37,525 pg/ml
c) i’iml x 225,15 pg/ml = 45,03 pg/ml
d) = ™l 262,675 ug/ml = 52,535 ug/ml
e) 225 x 337,725 pg/ml = 67,545 pg/ml
f) ‘;iml x 375,25 pg/ml = 75,05 pg/ml
Replikasi 2
a) ‘;iml x 150,06 ug/ml = 30,012 ug/ml
b) ‘ii ™1 187,575 pg/ml = 37,515 pg/ml
0 ML % 225,09 pg/ml = 45,018 pg/ml
d) ‘iim‘ x 262,605 ug/ml = 52,521 ug/ml
e) ‘ii ™1 337,635 pg/ml = 67,527 pg/ml
f) 2 21 x 375,15 pg/ml = 75,03 pg/ml

89
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Replikasi 3
a) ;’i Ml » 150,08 pg/ml = 30,016 ug/ml
b) 222 x 187,6 pg/ml = 37,52 pg/ml
€) 255 x 225,12 ug/ml = 45,024 pg/ml

0,3 ml
15

d) o X 262,64 pg/ml = 52,528 pug/mi

0,3ml

e) e 337,68 pg/ml = 67,536 pg/mi

0,3 ml
N Tom

388 375,2 pg/ml = 75,04 pg/mi

14. Larutan Sampel Kopi Robusta dengan Penambahan Gula+ Krimer dalam
Kuvet

Replikasi 1

03ml

a) 25mi ] 150,08 pg/ml = 30,016 pg/ml

b) 222 x 187,6 pg/ml = 37,52 pg/ml

c) ‘;iml x 225,12 pg/ml = 45,024 pg/ml
d) ‘;iml x 262,64 pg/ml = 52,528 pg/ml
e) 225 x 337,68 ug/ml = 67,536 ug/ml
f) 22 x 3752 g/ml = 75,04 ug/ml

Replikasi 2

2) 25 x 150,06 ug/ml = 30,012 pg/ml
b) o ™! 187,575 ug/ml = 37,515 ug/ml
¢) 225 x 225,09 ug/ml = 45,018 pg/ml
d) 225 x 262,605 pg/ml = 52,521 pg/ml

O3ml

e) Tomi X 337,635 pg/ml = 67,527 pg/mi
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0,3 ml

) X 375,15 pg/ml = 75,03 pg/mi

Replikasi 3

0,3 ml

a) ol * 150,06 pg/ml = 30,012 pg/mi

b) (1’2““ x 187,575 ug/ml = 37,515 ug/ml
¢) 255 x 225,09 ug/ml = 45,018 pg/ml
d) 225 x 262,605 pg/ml = 52,521 pg/ml

15
0,3 ml

e) T 337,635 pg/ml = 67,527 pug/mi

0,3 ml

f) % 375,15 pg/ml = 75,03 pg/ml

I5. Larutan Sampel Kopi Robusta Robusta dengan Penambahan Gula+Susu
dalam Kuvet
Replikasi 1

03ml

a) 25 mikd 150,06 pg/ml = 30,012 pg/ml

b) ‘;iml x 187,575 pg/ml = 37,515 pg/ml
¢) 225 x 225,09 ug/ml = 45,018 pg/ml

d) ‘;iml x 262,605 pg/ml = 52,521 pg/ml

e) 225 x 300,12 pg/ml = 60,024 pg/ml

f) 22 x 375,15 pg/ml = 75,03 pg/ml
Replikasi 2

a) 255 x 150,08 ug/ml = 30,016 pg/ml

b) 222 x 187,6 pg/ml = 37,52 pg/ml

1,5m

0,3
0) 21 x 225,12 pg/ml = 45,024 pg/ml
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d)
€)
f)

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

Replikasi 3

a)
b)
c)
d)
e)
f)

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

0,3 ml
1,5 ml

X 262,64 ng/ml = 52,528 pg/ml
x 300,16 pg/ml = 60,032 pg/ml

x 375,2 ng/ml = 75,04 pg/ml

x 150,1 pg/ml = 30,02 pg/ml

x 187,625 pg/ml = 37,525 pg/mi
x 225,15 ug/ml = 45,03 ug/ml

X 262,675 pg/ml = 52,535 pg/mi
x 300,2 pg/ml = 60,04 pg/ml

x 375,25 pg/ml = 75,05 pg/mi
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Lampiran J. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH dan Waktu
Inkubasi
J1. Penentuan Panjang gelombang Maksimum DPPH

Absorbansi

Scan panjang gelombang

Data Mode : ABS
Scan Range : 400-600 nm
Slith Width -4 nm
Speed (hm/min) : 800 nm/min

Lamp Change Wavelenght : 340.0 nm

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

400 425 450 475 500 525 550 575
Panjang Gelombang (nm)

600
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J2. Penentuan Waktu Inkubasi

Absorbansi

0,7

0,6

0,5

04

0,3

0,2

0,1

Sampel Kopi Murni

Vitamin ¢
25 50 75 100 125 150
Waktu (menit)
Absorbansi
(VMvglr(]tiltJ) Kopi Murni 45 Vitamin C
pg/ml 4 pg/ml
0 0,48 0,123
5 0418 0,128
10 0,395 0,131
15 0,378 0,132
20 036 0,134
25 0,346 0,136
30 033 0,137
35 0315 0,137
40 0,303 0,138
45 0,289 0,137
50 0,274 0,140
55 0,26 0,141
60 0,247 0,143
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65 0,234 0,144
70 0,222 0,145
75 0.21 0,146
80 0,199 0,148
85 0,189 0,151
90 0,178 0,155
95 P 1e8 0,159
100 V8 0,163
105 0,152 ]
110 0,144 g
115 0,136 )
120 0,131 )
J3. Lampiran Perhitungan Peredaman dan ICso
Peredaman = 2 Kontgolio;‘:r:fmpel x 100 %
Larutan Sampel
Kopi Robusta ICso Rata-rata ICso SD RSD (%)
3.416 pg/mi
VitaminC 3511 pg/ml 3,488 pg/ml 0,064 1,834
3,538 pg/mi
51,732 pg/ml
Murni 51,842 pg/ml 51,872 pg/ml 0,158 0,305
52,043 pg/ml
Penambahan o4 T Lo/l
Gula 54,569 pg/ml 54,449 pg/mi 0,371 0,681

54,033 pg/ml
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38,854 pg/ml
Penambahan
_ 38,886 pg/ml 38,776 pg/ml 0,145 0,374
Gula + Krimer
38,609 pg/ml
49,486 pg/ml
Penambahan
50,006 pg/ml 49,603 pg/mi 0,359 0,723
Gula + Susu
49,316 pg/ml

J3.1. Perhitungan % Peredaman dan ICso Vitamin C

1. Replikasi 1
Konsentigy] Absorbansi  Peredaman (%)
(1g/ml)
1,008 0,753 13,349
2,016 0,637 26,697
3,024 0,495 43,038
4,032 0,340 60,897
5,040 0,199 77,1
6,048 0,092 89,413

Absorbansi kontrol = 0,869

Perhitungan peredaman:

a) 1,008 pg/ml =
b) 2,016 pg/ml =
c) 3,024 pg/ml =
d) 4,032 pg/ml =
e) 5,040 pg/ml =

f) 6,048 ug/ml =

0,869—-0.753
0,869—0.637
0,869—-0.495
0,869—-0.340
0,869—-0.199

0,869—0.092

0,869

0,869

0,869

x 100% = 13,349%
x 100% = 26,697 %
x 100% = 43,038 %
x 100% = 60,897 %
x100% = 77,1 %

x 100% = 89,413 %
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100
90 y =15,572x - 3,1913
R*=0,9974

~N
o o

% Peredaman
H» 00 O
o o

N W
o o

—
o o

0 1 2 3 4 5
Konsentrasi (ug/ml)

Persamaan Regresi : y =15,572x - 3,1913
R2=0,9974
r hitung = 0,9986
r tabel =0,9172
Perhitungan ICso
50 =15,572x - 3,1913

X — 50+3,1913
15,572

X =3,416

ICso = 3,416 pg/ml

2. Replikasi 2

NOESUIES Absorbansi  Peredaman (%)
(Hg/ml)

1,008 0,754 13,234
2,016 0,650 25,201
3,024 0,503 42,117
4,032 0,340 60,874
5,040 0,223 74,338
6,048 0,124 85,750

Absorbansi kontrol = 0,869
Perhitungan peredaman:

0,869—-0.754
0,869

a) 1,008 pug/ml = x 100% = 13,234%

0,869—-0.650

b) 2,016 pg/ml = x 100% = 25,201 %
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c) 3,024 pg/ml = "86098% x 100% = 42,117 %
d) 4,032 pg/ml = 22222 x 100% = 60,874 %

0,869—-0.223

e) 5,040 pug/ml = x 100% = 74,338 %
0,869

0,869-0.124

f) 6,048 pg/ml = x 100% = 85,750 %

100

90 y =14,984x - 2,6158
80 R2 = 0,9942
70
& 60
£
§ 50
5 40
[a
N 30
20
10
0
0 1 2 3 4
Konsentrasi (pg/ml)
Persamaan Regresi : y =14,984x - 2,6158

R2=0,9942
r hitung = 0,9971
r tabel =0,9172
Perhitungan ICso
50 =14,984x - 2,6158

X — 50+2,6158
14,984

x =3511

ICso = 3,511pug/mi

3. Replikasi 3

Konsentras| Absorbansi  Peredaman (%)
(ng/ml)
1,004 0,764 12,083
2,008 0,619 28,769
3,012 0,487 43,958
4,016 0,377 56,617
5,02 0,234 73,072

6,024 0144 80,437
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100

Absorbansi kontrol = 0,869
Perhitungan peredaman:

0,869—-0.764
0,869

0,869—-0.619

b) 2,008 pg/ml = ———— x 100% = 28,769 %
0,869

a) 1,004 pug/ml = x 100% = 12,083 %

0,869-0.487

¢) 3,012 ug/ml = x 100% = 43,958 %

d) 4,016 pg/ml = 2222 % 100% = 56,617 %
€) 5,020 pg/ml = 222222 5 1009 = 73,072 %
f) 6,024 pg/ml = 2222222 x 100% = 80,437 %
90
80
y =14,294x-0,5751
70 R?=0,9963
< 60
€ 50
©
S 40
= 30
20
10
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Konsentrasi (ug/ml)
Persamaan Regresi : y = 14,294x - 0,5751

R2=0,9963
r hitung = 0,9981
r tabel = 0,9172

Perhitungan ICso
50 =14,294x-0,5751

50+0,5751
X =
14,294
X =3,538

ICs0 = 3,538 pg/ml
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J3.2. Perhitungan % Peredaman dan 1Cso Minuman Kopi Robusta Murni

1. Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi  Peredaman (%)

(ng/ml)

30,012 0,661 26,309
37,515 0,572 36,231
45,018 0,51 43,143
52,521 0,449 49,944
67,527 0,276 69,231
75,03 0,249 72,241

Absorbansi kontrol = 0,897
Perhitungan peredaman:

a) 30,012 pg/ml =
b) 37,515 pg/ml =
c) 45,018 pg/ml =

d) 52,521 pg/ml =

0,897-0.661

x 100% = 26,309 %

0,897-0.572

x 100% = 36,231 %

0897951 5 10096 = 43,143 %
0,897

0,897-0.449

x 100% = 49,944 %

€) 67,527 pg/ml = 22227 x 100% = 69,231%
f) 75,03 pg/ml = 2222 % 100% = 72,241 %
80
70 y = 1,0439x - 4,003
R?=0,9911
60
S 50
£
(1]
S 40
g
< 30
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Persamaan Regresi :

Konsentrasi (ug/ml)

y = 1,0439x - 4,003
R2=0,9911

80
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r hitung = 0,9955
r tabel = 0,9172

Perhitungan ICso

50

X

X

=1,0439x - 4,003
_ 50+4,003
09911

=51,732

ICs0 = 51,732 pg/mi

2. Replikasi 2
Keypenirasl Absorbansi  Peredaman (%)

(Hg/ml)

30,016 0,646 27,982
37,52 0,595 33,668
52,528 0,426 52,508
60,032 0,387 56,856
67,536 0,286 68,116
75,04 0,243 72,909

Absorbansi kontrol = 0,897

Perhitungan peredaman:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

30,016 pg/ml = 222022 x 100% = 27,982 %
37,52 pg/ml = 222222 x 100% = 33,668 %

45,024 pg/ml = 222222 x 100% = 52,508 %
52,528 pg/ml = 22227 x 100% = 56,856 %
67,536 pg/ml = 2227-%286 » 100% = 68,116 %

0,897-0.243

75,04 pg/ml = 222722243 10006 = 72,909 %
0,897
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80

70

60

50

40

30

% Peredaman

20

10

Persamaan Regresi :

Perhitungan ICso
50 =1,0356x - 3,6872

y =1,0356x - 3,6872
R*=0,9919

20 30 40 50

Konsentrasi pg/ml

y =1,0356x - 3,6872
R2=0,9919

r hitung = 0,9959

r tabel =0,9172

X — 50+3,6872
1,0356
X =51,842
ICs0 = 51,842 pg/mi
3. Replikasi 3
Rl Absorbansi  Peredaman (%)
(Hg/ml)
30,016 0,628 29,988
37,52 0,588 34,448
45,024 0,527 41,249
52,528 0,439 51,059
67,536 0,314 64,994
75,04 0,236 73,690

Absorbansi kontrol = 0,897

Perhitungan peredaman:

a) 30,016 pg/ml =

b) 37,52 ug/ml =

0,897-0,628
0,897

0,897-0,588

x 100% = 34,448 %

x 100% = 29,988 %

60 70

80
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C) 45,024 pg/ml = 22722227 10096 = 41,249 %
d) 52,528 pg/ml = 2222 x 100% = 51,059 %
€) 67,536 pg/ml = > x 100% = 64,994 %

0,897-0,236

f) 75,04 pg/ml = x 100% = 73,690 %

80
70
y =0,9942x - 1,7408
60 R?=0,9939
8 50
€
©
g 40
&
s 30
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Konsentrasi pg/ml
Persamaan Regresi : y =0,9942x - 1,7408

R2=0,9939
r hitung = 0,9969
r tabel =0,9172
Perhitungan ICso
50 =0,9942x -1,7408

w = 50+170408
0,9942
X =52,043

ICs0 = 52,043 pg/mi

80
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J3.3. Perhitungan % Peredaman dan 1Cso Minuman Kopi Robusta dengan
Penambahan Gula

1. Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi  Peredaman (%)
(ng/ml)
30,02 0,703 23,669
37,525 0,628 31,813
45,03 0,552 40,065
52,535 0,496 46,145
67,545 0,345 62,54
75,05 0,245 73,398

Absorbansi kontrol = 0,921

Perhitungan peredaman:

0,921-0.703

x 100% = 23,669 %
0921

0,921-0.628
0921
0,921-0.552
0921
0,921-0.496
0921
0,921-0.345

a) 30,2 pg/mi =

b) 37,525 pg/ml = x 100% = 31,813 %

c) 45,03 ug/ml = x 100% = 40,065 %

d) 52,535 pg/ml = x 100% = 46,145 %

e) 67,547 pg/ml = x 100% = 62,54 %

0,921-0.245

f) 75,05 pg/ml = 222222 x 100% = 73,398 %
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80

70 y =1,0768x - 8,9499

R*=0,9963

60

[
©
€ 50
O
°
5 40
[a W
X 30
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Konsentrasi pg/ml
Persamaan Regresi : y = 1,0768x - 8,9499

R2=10,9963
r hitung = 0,9981
r tabel =0,9172
Perhitungan ICso
50 =1,0768x - 8,9499

X — 50+8,9499
1,0768
X  =54,745
ICs0 = 54,745 pg/mi
2. Replikasi 2
NOESHES Absorbansi  Peredaman (%)
(1g/ml)
30,012 0,72 21,824
37,515 0,651 29,316
45,018 0,563 38,870
52,521 0,487 47,123
67,527 0,318 65,472
75,03 0,238 74,159

Absorbansi kontrol = 0,921

Perhitungan peredaman:

0,921-0,72

a) 30,012 pg/ml = YTTRR 100% = 21,824 %

0,921-0,651

b) 37,515 ug/ml = x 100% = 29,316 %
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¢) 45,018ug/ml = 222222 % 100% = 38,870 %
d) 52,521 pg/ml = =22 x 100% = 47,123 %
€) 67,527 pg/ml = 2= x 100% = 65,472 %
f) 75,03 pg/ml = 222122238 5 1009% = 74,159 %

80

70 y=1,175x - 14,118

R? =0,9994

60
G 50
g
T 40
5
; 30

20

10

0
0 10 20 30 40 50 60 70
Konsentrasi pg/ml
Persamaan Regresi : y=1,175x - 14,118
R2 = 0,9994

r hitung = 0,9996
r tabel =0,9172

Perhitungan ICso
50 =1,175x - 14,118

X

X

_ 50+14,118
1,175

= 54,569

ICs0 = 54,569 pg/mi

80
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3. Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi  Peredaman (%)

(ng/ml)

30,016 0,701 23,887
37,52 0,649 29,533
45,024 0,587 36,265
52,528 0,485 47,339
67,536 0,303 67,101
75,04 0,221 76,004

Absorbansi kontrol = 0,921

Perhitungan peredaman:

a) 30,016 pg/ml = 222122701 5 1009% = 23,887 %
b) 37,52 pg/ml = 2= x 100% = 29,533 %
C) 45,024 pg/ml = 22222 x 100% = 36,265 %
d) 52,528 pg/ml = 222122485 5 10096 = 47,339 %
€) 67,536 pg/ml = >= 22 x 100% = 67,101 %
f) 75,04 pg/ml = 22222 x 100% = 76,004 %
80
70
y =1,2014x - 14,916
60 R2=0,9916
g 50
g
S 40
5
; 30
20
10
0
0 10 20 30 40 50
Konsentrasi pg/ml
Persamaan Regresi : y =1,2014x - 14,916

R?=0,9916

80
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r hitung = 0,9958
r tabel =0,9172
Perhitungan ICso
50 =1,2014x - 14,916

_ 50+14,916

T 12014

X =54,033

ICs0 = 54,033 pg/ml

X

J3.4. Perhitungan % Peredaman dan 1Cso Minuman Kopi Robusta dengan
Penambahan Gula+Krimer

1. Replikasi 1
Kgsergs! Absorbansi  Peredaman (%)

(Hg/ml)

30,016 0,388 37,621
37,52 0,305 50,964
45,024 0,271 56,431
52,528 0,205 67,042
67,536 0,122 80,386
75,04 0,07 88,746

Absorbansi kontrol = 0,622
Perhitungan peredaman:

a) 30,016 pg/ml = 22222 x 100% = 37,621 %
b) 37,52 pg/ml = 22222 x 100% = 50,964 %

0,622-0,271

C) 45,024 ug/ml = - LT x 100% = 56,431 %

0,622-0,205
0,622

d) 52,528 pg/ml = x 100% = 67,042 %

0,622—-0,122

€) 67,536 pg/ml = 2222222 x 100% = 80,386 %

f) 75,04 pg/ml = 222227 x 100% = 88,746 %
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100

920

80 y=1,0892x + 7,6801
R?=0,9893
70
60
50

40

% Peredaman

30
20
10

0 10 20 30 40 50

Konsentrasi pg/ml

Persamaan Regresi : y =1,0892x + 7,6801
R2=10,9893

r hitung = 0,9946

r tabel =0,9172
Perhitungan ICso

50 =1,0892x + 7,6801

X — 50-7,6801
1,0892
x =238,854
ICso = 38,854 pg/ml
2. Replikasi 2
NOESHES Absorbansi  Peredaman (%)
(1g/ml)
30,012 0,38 38,907
37,515 0,315 49,357
45,018 0,264 57,556
52,521 0,207 66,720
67,527 0,139 77,652
75,03 0,071 88,582

Absorbansi kontrol = 0,622

Perhitungan peredaman:

0,622-0,38
0,622

a) 30,012 pg/ml = x 100% = 38,907 %

0,622—-0,315

b) 37,515 pg/ml 222=222x 100% = 49,357 %

60

70

80
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0,622-0,264

c) 45,018 pg/ml = o022

% 100% = 57,556 %

d) 52,521 pg/ml = 22227 x 100% = 66,720 %

e) 67,527 ug/ml =
f) 75,03 ug/ml =

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0
0 10

% Peredaman

Persamaan Regresi :

Perhitungan ICso
50 =1,051x +9,1513

50-9,1513
X =
1,051
X  =38,866

ICs0 = 38,866 pg/ml

0,622-0,139
0,

0,622-0,071

0,622

x 100% = 77,652 %
622

x 100% = 88,585 %

y=1,051x + 9,1513
R? = 0,9904

20 30 40 50 60 70
Konsentrasi pg/ml

y =1,051x +9,1513
R2=0,9904

r hitung = 0,9902

r tabel =0,9172

80
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3. Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi  Peredaman (%)

(ng/ml)

30,012 0,378 39,228
37,515 0,31 50,161
45,018 0,25 59,807
52,521 0,234 62,379
67,527 0,12 80,707
75,03 0,077 88,621

Absorbansi kontrol = 0,622

Perhitungan peredaman:

a) 30,012 pg/ml =

0,622-0,378

x 100% = 39,228 %

0,622-0,31

b) 37,515 pg/ml = 22222 x 100% = 50,161%

c) 45,018 pg/ml = —
d) 52,521 pg/ml = —=

e) 67,527 ug/ml =

f) 75,03 ug/ml =

100
90
80
70
60
50
40

%Peredaman

30
20
10

0
0

10

0,622-0,077

26222028 x 100% = 59,807%

0,622-0,234

% 100% = 62,379 %

0,622-0,12

x 100% = 80,707%
0,622

x 100% = 88,621 %

0,622

y =1,0446x + 9,6682
R*=0,9899

20 30 40 50 60 70
Konsentrasi pg/ml

Persamaan Regresi : y =1,0446x + 9,6682

R2? =0,9899

80
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Perhitungan ICso

r hitung = 0,9949
r tabel =0,9172

50 =1,0446x + 9,6682

_50-9,6682

T 1,0446

X =238,609

ICs0 = 38,609 pg/ml

X

113

J3.5. Perhitungan % Peredaman dan 1Cso Minuman Kopi Robusta dengan
Penambahan Gula+Susu

1. Replikasi 1
Kgsergs! Absorbansi  Peredaman (%)

(Hg/ml)

30,012 0,553 34,009
37,515 0,509 39,26
45,018 0,466 44,391
52,521 0,404 51,789
60,024 0,336 59,904
75,03 0,222 73,508

Absorbansi kontrol = 0,838

Perhitungan peredaman:

a) 30,012 pg/ml =

c) 45,018 pg/ml =

_0,838-0,404
_ 0,838-0,336
0,838-0,222

f) 75,03 pg/ml =

0,838—-0,553
0,838

b) 37,515 pg/ml = 2222222 x 100% = 39,26 %

0,838-0,466

x 100% = 34,009 %

% 100% = 44,391 %
% 100% = 51,789 %
x 100% = 59,904 %

x 100% = 73,508 %
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80

70

y =0,8936x +5,7791
60

R? = 0,9942
8 50
£
]
g 40
e
< 30
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Konsentrasi pg/ml
Persamaan Regresi : y =0,8936x + 5,7791

R2=0,9942
r hitung = 0,9971
r tabel =0,9172

Perhitungan ICso
50 =0,8936x +5,7791

X - 50-5,7791
0,8936
X  =49,486
ICs0 = 49,486 pg/mi
2. Replikasi 2
i, Absorbansi  Peredaman (%)
(Hg/ml)
30,016 0,576 31,264
3 52 0,530 36,754
45,024 0,459 45,227
52,528 0,395 52,863
60,032 0,327 60,979
75,04 0,226 73,031

Absorbansi kontrol = 0,838
Perhitungan peredaman:

0,838-0,576
0,838

a) 30,016 pg/ml = x 100% = 31,264 %
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b) 37,52 pg/ml =

0,838-0,530

x 100% = 36,754 %

c) 45,024 pg/ml = %‘3‘;‘*5% 100% = 45,227 %

d) 52,528 pg/ml =

0,83

0,838-0,327

e) 60,032 pg/ml = ===

f) 75,04 pg/ml =

80
70
60
50

40

% Peredaman

30
20
10

0
0 10

Persamaan Regresi :

Perhitungan 1Cso
50 =0,9571x +2,1394

50-2,1394
X =
0,9571

ICs0 = 50,006 pg/ml

2280 100% = 52,863 %

x 100% = 60,979 %

0.838-0.226, 1009 = 73,031 %
0,838

y= 0,9571)( + 211394
Rz = 0,996

20 30 40 >0 ° ?

Konsentrasi pg/ml

y =0,9571x + 2,1394
R? = 0,996

r hitung = 0,9979

r tabel = 0,9172

80
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3. Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi  Peredaman (%)

(ng/ml)
30,02 0,575 31,384
37,525 0,535 36,158
45,03 0,452 46,062
52,535 0,386 53,938
60,04 0,317 62,172
75,05 0,213 74,582

Absorbansi kontrol = 0,838
Perhitungan peredaman:

a) 30,02 ug/ml = %‘3";75 x 100% = 31,384 %

b) 37,525 ug/ml = %‘;535 x 100% = 36,158 %

c) 45,03 ug/ml = 223822452 5 10095 = 46,062 %

d) 52,535 pg/ml = % x 100% = 53,938 %
0,838—-0.317

e) 60,04 pg/ml=———x100% =62,172 %
0,838

0,838-0.213

f) 75,05 pg/ml = x 100% = 74,582 %

80

70
y =0,9983x + 0,7671
60 R?=0,9934

50

40

% Peredaman

30
20
10

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Konsentrasi pg/ml

Persamaan Regresi : y =0,9983x + 0,7671
R?=0,9934
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r hitung = 0,9967
r tabel =0,9172
Perhitungan ICso
50 =0,9983x +0,7671

50-0,7671
X =

0,9983
X  =49,316

ICs0 = 49,316 pg/mi

Lampiran K. Hasil Uji Anova dan LSD
K1. Kadar Polifenol

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statisti

Sampel Statistic | df Sig. C df Sig.
Kadar Kopi Murni ,264 3 ,955 ,590

Kopi+gula 371 3 , 784 ,076

Kopirgulat | 516l 3 989 797

krimer

kopi+gula+ 234 3 979 720

susu

a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
Kadar

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

1,632 3 8 ,257
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ANOVA
Kadar
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between 44,035 3 14,678| 158,380| 000
Groups
Within Groups 741 8 ,093
Total 44,777 11
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Kadar
LSD
Mean
Difference
(1) Sampel (J) Sampel (1-J) Std. Error|  Sig.
Kopi Murni Kopi+gula 1,853333"| ,248568 ,000
Kopi+gula+krimer | -3,481667"| ,248568 ,000
kopi+gula+susu -,628000| ,248568 ,035
Kopi+gula Kopi Murni -1,853333"| ,248568 ,000
Kopi+gula+krimer | -5,335000°| ,248568 ,000
kopi+gula+susu -2,481333"| 248568 ,000
Kopi+gula+krim Kopi Murni 3,481667"| ,248568 ,000
er Kopi+gula 5,335000" | ,248568 ,000
kopi+gula+susu 2,853667°| ,248568 ,000
kopi+gula+susu  Kopi Murni ,628000| ,248568 ,035
Kopi+gula 2,481333" ,248568 ,000
Kopi+gula+krimer | -2,853667" | ,248568 ,000

*. The mean difference is significant at the 0.01 level.
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Dependent Variable: Kadar

Multiple Comparisons

119

LSD
99% Confidence Interval
Lower Upper
(1) Sampel (J) Sampel Bound Bound
kopi murni kopi+gula 1,01929 2,68738
kopi+gula+krimer -4,31571 -2,64762
kopi+gula+susu -1,46204 ,20604
kopi+gula kopi murni -2,68738 -1,01929
kopi+gula+krimer -6,16904 -4,50096
kopi+gula+susu -3,31538 -1,64729
kopi+gula+krime kopi Murni 2,64762 4,31571
r kopi+gula 4,50096 6,16904
kopi+gula+susu 2,01962 3,68771
kopi+gula+susu  kopi murni -,20604 1,46204
kopi+gula 1,64729 3,31538
kopi+gula+krimer -3,68771 -2,01962
*. The mean difference is significant at the 0.01 level.
K2. Aktivitas Antioksidan
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Sampel Statistic [ df Sig. Statistic df Sig.
IC50 kopi murni ,243 3 ,972 3 ,680
kopi+gula 294 3 ,921 3 ,458
kopi+gula+krimer ,347 3 ,835 3 ,202
kopi+gula+susu ,294 3 ,921 3 ,456

a. Lilliefors Significance Correction
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Test of Homogeneity of VVariances

120

IC50
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,960 3 8 ,199
ANOVA
IC50
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between 426,823 3| 142,274|1808939| 000
Groups
Within Groups ,629 8 ,079
Total 427,452 11
Multiple Comparisons
Dependent Variable: 1C50
LSD
Mean
Difference
(1) sampel (J) sampel (1-J) Std. Error | Sig.
kopi murni kopi+gula -2,576667"| ,228984| ,000
kopi+gula+krimer | 13,089333"| ,228984( ,000
kopi+gula+susu 2,269667°| ,228984( ,000
kopi+gula kopi murni 2,576667°| ,228984| ,000
kopi+gula+krimer | 15,666000"| ,228984( ,000
kopi+gula+susu 4,846333" ,228984( ,000
kopi+gula+krime kopi murni -13,089333"| ,228984( ,000
r kopi+gula -15,666000"| ,228984( ,000
kopi+gula+susu -10,819667"| ,228984( ,000
kopi+gula+susu  kopi murni -2,269667"| ,228984| ,000
kopi+gula -4,846333"| ,228984| ,000
kopi+gula+krimer 10,819667°| ,228984| ,000

*. The mean difference is significant at the 0.01 level.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: 1C50
LSD
99% Confidence Interval
Lower Upper
(1) sampel (J) sampel Bound Bound
kopi murni kopi+gula -3,34500 -1,80834
kopi+gula+krimer 12,32100 13,85766
kopi+gula+susu 1,50134 3,03800
|kopi+gula kopi murni 1,80834 3,34500
kopi+gula+krimer 14,89767 16,43433
kopi+gula+susu 4,07800 5,61466
kopi+gula+krimer kopi murni -13,85766 -12,32100
kopi+gula -16,43433| -14,89767
kopi+gula+susu -11,58800 -10,05134
kopi+gula+susu  kopi murni -3,03800 -1,50134
kopi+gula -5,61466 -4,07800
kopi+gula+krimer 10,05134 11,58800

*. The mean difference is significant at the 0.01 level.
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