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Lampiran 1. Skema Kerja

Penyiapan Sampel

Sampel Kering 600 gram

Ekstraksi dengan Etanol 96%

Disaring

Ekstrak cair [ Residu ]

Remaserasi dan diulang sebanyak 3 kali

Rotary Evaporator

Ekstrak Kental

Uji Kualitatif dan Kuantitatif Senyawa Fenol Total

1. Uji Kualitatif Senyawa Fenol

[ Ekstrak kental 10 mg ]

[ Ditotol ] e Fase gerak metanol : kloroform ( 1: 9)
[ Elusi ] Lempeng silica gel GF 254
Sinar UV 254/366 nm —[ Semprot dengan FeCl; 7%
Amati Amati warna dan nilai Rf
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2. Uji Kuantitatif Senyawa Fenol Total

. Pembuatan Kurva Baku Asam Galat

[ Asam galat 10 mg ] ¢ Dilarutkan dengan metanol p.a

[ Dibuat stok 1000 ppm ]

(omn ) (o) (o) (Coomn) (o)

+ 2,5 mL Folin Ciocalteau e Didiamkan selama 5 menit

+ 2 mL NaOH 1% e Dihomogenkan

Cukupkan dengan aquadest ¢ Diinkubasi selama 60 menit

. ) pada suhu ruang
[ Amati ] e Spektrofotometri dengan
absorbansi 200-800 nm
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Pembuatan Larutan Uji

[ Ekstrak biji kopi robusta 10 mg ] ¢ Dilarutkan dengan metanol p.a

[ Dibuat stok 1000 ppm ] ¢ Masing-masing sampel

e A (Ekstrak Sinjai)
e B (Ekstrak Bantaeng)

[ 0.5mL (A) ] [ 0.5mL (B) ] [ 0.5mL (C) ] e C (Ekstrak Toraja)

e Masing-masing dibuat 3 replikasi

s N

+ 2,5 mL Folin Ciocalteau e Didiamkan selama 5 menit

+ 2 mL NaOH 1%

Dihomogenkan

Cukupkan dengan aquadest Diinkubasi selama 60 menit
N J pada suhu ruang

[ Amati ] Spektrofotometri dengan
absorbansi 200-800 nm
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Uji Kualitatif dan Kuantitatif Senyawa Flavonoid Total

1. Uji Kualitatif Senyawa Flavonoid

[ Ekstrak kental 10 mg ]

[ Ditotol ] e Fase gerak n-butanol : asam asetat : air
| (4:1:5)
Elusi e Lempeng silica gel GF 254
Sinar UV 254/366 nm —[ Semprot dengan AICl; 5%
Amati Amati warna dan nilai Rf

2. Uji Kuantitatif Senyawa Fenol Total

. Pembuatan Kurva Baku Rutin

[ Rutin 10 mg ] e Dilarutkan dengan etanol p.a

[ Dibuat stok 1000 ppm ]

(e ) oo ) (Coom) Coom) Coomn)

[ + 1,5 mL Etanol p.a




+ 0,1 mL AICI 10%

[ + 0,1 mL natr

ium asetat 1 M ]

\.

Cukupkan dengan aquadest

Amati

Pembuatan Larutan Uiji

[ Ekstrak biji kopi robusta 10 mg ] .

o1

Diinkubasi selama 30 menit
pada suhu ruang

Spektrofotometri dengan
absorbansi 200-800 nm

Dilarutkan dengan etanol p.a

Dibuat stok 1000 ppm ] ¢ Masing-masing sampel

e A (Ekstrak Sinjai)

[ 0,5 mL (A) ] [ 0,5 mL (B) ] [ 0,5 mL (C) ] e B (Ekstrak Bantaeng)

C (Ekstrak Toraja)

+1,5mL Etanol p.a

N

+ 0,1 mL AICI 10%

e Masing-masing dibuat 3 replikasi
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[ + 0,1 mL natrium asetat 1 M ]

[ Cukupkan dengan aquadest ] e Diinkubasi selama 30 menit
pada suhu ruang

[ Amati ] e Spektrofotometri dengan
absorbansi 200-800 nm

Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode DPPH

1. Pembuatan Larutan Uji Sampel

[ Ekstrak biji kopi robusta 10 mg ] e Dilarutkan dengan metanol p.a

[ Dibuat stok 1000 ppm ] * Masing-masing sampel

(o ) (o) (o) (o) (o)

2. Pembuatan Larutan DPPH

[ 4 mg DPPH ]

e Dalam labu tentukur 25 mL

Dicukupkan dengan metanol
absolut
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3. Pembuatan Larutan Pembanding Trolox

[ Pembanding Trolox 10 mg ]

[ Dibuat stok 1000 ppm ]

(o) Comn) (o) (o) (o)

4. Penentuan Aktivitas Antioksidan

[ 50 pL Larutan DPPH 4 mM ] e Dipipet ke dalam Microplate
reader 96 well plate

e Dipipet ke dalam Microplate

150 pL Larutan Uji / Pembanding reader 96 well plate

Trolox
¢ Diinkubasi pada suhu ruang
selama 30 menit
Amati e Serapan diukur menggunakan
Microplate reader pada

absorbansi 515 nm



Lampiran 2.

Dokumentasi Penelitian

(M

(9)
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B S

Keterangan :

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

Sampel biji kopi robusta

Proses penggilingan sampel biji kopi robusta

Hasil penggilingan sampel biji kopi robusta

Proses pengayakan sampel biji kopi robusta

Proses penimbangan sampel biji kopi robusta

Proses penyaringan hasil maserasi sampel biji kopi robusta

Proses penguapan pelarut dengan menggunakan alat rotary evaporator
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(h) Hasil Ekstraksi (Ekstrak kental)

(i) Proses pemisahan senyawa dengan menggunakan metode KLT
(j) Hasil uji kualitatif senyawa flavonoid pada UV 254 nm

(k) Hasil uji kualitatif senyawa flavonoid setelah disemprot AICl; 5%
(I) Hasil uji kualitatif senyawa fenol pada UV 254 nm

(m) Hasil uji kualitatif senyawa fenol setelah disemprot FeCls

(n) Proses penimbangan ekstrak sampel sebesar + 10 mg

(o) Proses pembuatan baku asam galat

(p) Proses pembuatan baku rutin

(q) Proses pembuatan pembanding trolox

(r) Proses pembuatan baku DPPH 4 mM

(s) Hasil uji kuantitatif senyawa fenol total sampel

(t) Hasil uji kuantitatif senyawa flavonoid total sampel

(u) Hasil uji kuantitatif senyawa flavonoid total baku rutin

(v) Hasil uji kuantitatif senyawa fenol total baku asam galat

(w) Hasil uji aktifitas antioksidan pemanding Trolox

(x) Proses maserasi sampel
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Lampiran 3. Perhitungan
Perhitungan % Rendemen
Perhitungan rendemen Biji Kopi Robusta

e Ekstrak A (Sampel Kabupaten Sinjai)

b t ekstrak
Rendemen = orar erstra - x100%

berat simplisia yang diekstraksi

= 1699,100%
600

=283%

e Ekstrak B (Sampel Kabupaten Bantaeng)

b t ekstrak
Rendemen = orar erstra x100%

berat simplisia yang diekstraksi

_ 211
600

x100%

=3.51%

e Ekstrak C (Sampel Kabupaten Toraja)

berat ekstrak

Rendemen = ——— ; -x100%
berat simplisia yang diekstraksi

= 1%56,100%
600

=242%
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Perhitungan Nilai Rf

_ Jarak titik pusat bercak dari titik awal

Nilai Rf =

Jarak garis depan dari titik awal
1. Perhitungan Nilai Rf Senyawa Flavonoid

o Rf ekstrak A (Sampel kabupaten Sinjai)

Spotl = 37— 0.67 cm
.5cm
Spot2 =22 - 9.8 cm
5.5cm

o Rf ekstrak B (Sampel Kabupaten Bantaeng)

Spotl = 28— 9,69 cm
55cm

Spot 2 = 24 - 0.8 cm
5.5cm

o Rf ekstrak C (Sampel Kabupaten Toraja)

Spotl = 20 — .65 cm
5.5cm

Spot 2 = 23M - 0.78 cm
5.5cm

2. Perhitungan Nilai Rf Senyawa Fenol

o Rf ekstrak A (Sampel kabupaten Sinjai)

Spot1 =22 = 0.76 cm
5.5cm

e Rf ekstrak B (Sampel Kabupaten Bantaeng)

4.2 cm
5.5cm

Spot 1l = =0.76 cm

e Rf ekstrak C (Sampel Kabupaten Toraja)

Spot 1 = 22 = 9,78 cm
5.5cm
Spot2 = 229 - 9 83 cm

5.5cm -
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Perhitungan Kadar Fenol Total

Tabel 4. Absorbansi baku asam galat

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
10 0,376
20 0,485
30 0,571
40 0,666
50 0,758

Kurva Baku Asam Galat

0.8 ~
g 0.6 -
©
£ 04 -
2 y = 0,0095x + 0,2877 & Absorbansi
202 - R2=0,9987
—— Linear (Absorbansi)
O T T 1
0 20 40 60

Konsentrasi (ppm)

Perhitungan persamaan kurva baku
y=0.2877 + 0.0095x ; a = 0.2877; b =0.0095; R = 0.9987

Tabel 5. Hasil Penentuan Kadar Fenol Total Ekstrak Biji Kopi Robusta

Sampel Konsentrasi  Absorbansi Nilai X Fenol Total Rata-Rata
Sinjairep 1 8,696 0,768 50,56 2,528
Sinjai rep 2 8,655 0,766 50,35 2,517 2,526
Sinjai rep 3 8,705 0,769 50,66 2,533
Bantaeng rep 1 7,145 0,631 36,14 1,807
Bantaeng rep 2 7,176 0,634 36,45 1,822 1,812
Bantaeng rep 3 7,145 0,631 36,14 1,807
Torajarep 1 7,007 0,619 34,87 1,743
Toraja rep 2 7,042 0,622 35,19 1,76 1,756

Toraja rep 3 7,052 0,623 35,29 1,764




Contoh perhitungan sampel (Sinjai rep 1)
y =a+ bx
0.768 = 0.2887 + 0.0095X

_0.768-0.2877
0.0095
0.4803

0.0095
50.557

Contoh Perhitungan Penetapan Kadar Fenol Total (Sinjai rep 1)

XV . - .
X nilai x absorbansi sampel; v=vol.sampel; m=bobot sampel

Bobot sampel =0.01 g
Konsentrasi = 0.01 g / 10 mL = 1000 pg/mL

Absorbansi sampel

_ 0.768-0.2877
T 0.0095
_0.4803

~ 0.0095

= 50.557 pug/mL = 0,05056 mg/mL

Kandungan Fenolik Total

0.5 mL

= 0.05056 mg/mL x
001g

= 2.528 mg/g ekstrak
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Perhitungan Kadar Flavonoid Total

Tabel 6. Absorbansi baku rutin

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
2 0,187
4 0,208
6 0,261
8 0,317
10 0,366

61

Absorbansi
o o o
N w H
1 1 J

©
[E=N
I

o

Kurva Baku Rutin

y =0,0234x + 0,1277

2=0,9817

@ Absorbansi

—— Linear (Absorbansi)

5

10

Konsentrasi (ppm)

15

Perhitungan persamaan kurva baku

y=0.1277 + 0.0234x ; a=0.1277; b =0.0234; R =0.9817

Tabel 7. Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Biji Kopi Robusta

Flavonoid
Sampel Konsentrasi  Absorbansi Nilai X Total Rata-Rata
Sinjai rep 1 5,116 0,193 2,79 0,139
Sinjai rep 2 5,083 0,191 2,705 0,135 0,138
Sinjai rep 3 5,116 0,193 2,79 0,139
Bantaeng rep 1 7,882 0,299 7,32 0,366
Bantaeng rep 2 7,943 0,301 7,406 0,37 0,363
Bantaeng rep 3 7,732 0,293 7,064 0,353
Torajarep 1 7,853 0,296 7,192 0,359
Toraja rep 2 7,732 0,293 7,064 0,353 0,358
Toraja rep 3 7,865 0,297 7,235 0,362




Contoh perhitungan sampel (Sinjai rep 1)
y =a+ bx
0.193 = 0.1277 + 0.0234X

_0.193-0.1277
0.0234
_0.3207

0.0234
2.79

Contoh Perhitungan Penetapan Kadar Fenol Total (Sinjai rep 1)

XV . - .
X nilai x absorbansi sampel; v=vol.sampel; m=bobot sampel

Bobot sampel =0.01 g
Konsentrasi = 0.01 g / 10 mL = 1000 pg/mL

Absorbansi sampel

0.193-0.1277
T 0.0234
_0.3207

~ 0.0234

= 2.79 pg/mL = 0,00279 mg/mL

Kandungan Fenolik Total

0.5 mL
0.01g

= 0.139 mg/g ekstrak

=0.00297 mg/mL x



Perhitungan Data Aktivitas Penghambatan Radikal Bebas

a. Persentase Inhibisi Radikal Bebas Baku Trolox

__ (rata—-rata serapan blanko)—(rata—rata serapan sampel)

% Redaman = x100%

(rata—rata serapan blanko)

Konsentrasi 5 bpj = 2222 x 100% = 19.37 %

Konsentrasi 10 bpj = 222 x 100% = 42.45 %

0.888-0.333
0.888

Konsentrasi 15 bpj = x100% = 62.5 %

0.888-0.126

Konsentrasi 20 bpj = ~oses X 100% = 85.81 %

0.888-0.083

Konsentrasi 25 bpj = ~oses X 100% = 90.65 %

Tabel 8. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan Baku Trolox

I - 0,
No Zat Uji Konsentrasi Absorbansi Rata-Rata %
Peredaman

(ppm) Absorbansi

1 Blanko 0,884
DPPH Blanko 0,892 0,888

0,89

2 Baku 0,728
Trolox S 0,708 0,716 19,37%

0,712

0,516
10 0,515 0,511 42,45%

0,503

0,34
15 0,335 0,333 62,50%

0,324

0,109
20 0,147 0,126 85,81%

0,121

0,075
25 0,092 0,083 90,65%

0,089
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Konsentrasi dan % Penghambatan

Trolox
_ 150
S y = 3.7186x + 4.3792
s 100 R?=0.9681
T
S 50
a
°\° 0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 11. Hubungan antara konsentrasi dan % penghambatan dari Trolox

Perhitungan persamaan kurva baku
Y = 3.7186x + 4.3792; a= 4.3792; b= 3.7186; R= 0.9681

Perhitungan ICso
Y=a+bx —> X=2=

50 = 3.7186x + 4.3792
50— 4.3792
= 37186
_ 45.6208
"~ 37186

= 12.27 pg/mL (Antioksidan sangat kuat).

b. Persentase Inhibisi Radikal Bebas Sampel Kabupaten Sinjai

rata—-rata serapan blanko)—(rata—rata serapan sampel
_( p )—=( p P )X 100%

0 =
¥ Redaman (rata—rata serapan blanko)

0.888-0.725

Konsentrasi 10 bpj = EEPyew— 100% = 18.35 %

0.888-0.619

Konsentrasi 20 bpj = ~omes X 100% = 30.29 %

0.888-0.536

Konsentrasi 30 bpj = soss X 100% = 39.64 %

0.888-0.445

Konsentrasi 40 bpj = soos X 100% = 49.89 %

0.888-0.36

Konsentrasi 50 bpj = ~—osss X 100% = 59.5 %
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Tabel 9. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak Kabupaten Sinjai

No Zat Uji

Konsentrasi

(ppm)

Absorbansi

Rata-Rata
Absorbansi

%
Peredaman

1 Blanko
DPPH

0,884

Blanko 0,892

0,89

0,888

2 Ekstrak
Sinjai

10

0,713
0,733
0,73

0,725

18,35

20

0,62
0,608
0,629

0,619

30,29

30

0,514
0,544
0,551

0,536

39,64

40

0,447
0,461
0,427

0,445

49,89

50

0,362
0,377
0,342

0,36

59,5

80
60
40
20

% Peredaman

Konsentrasi dan % Penghambatan

Ekstrak Kabupaten Sinjai

y =1.019x + 8.964
R? =0.9983

20 30

40
Konsentrasi (ug/mL)

50

60

Gambar 12. Hubungan antara konsentrasi dan % penghambatan ekstrak dari

Kabupaten Sinjai

Perhitungan persamaan kurva baku

Y = 1.019x + 8.964; a= 8.964; b= 1.019; R=0.9983



Perhitungan 1Cs
Y=a+bx —> X= yb+a

50 =1.019x + 8.964
50— 8.964
= 1o10
41036
~ 1.019

= 40.27 pg/mL (Antioksidan sangat kuat).

c. Persentase Inhibisi Radikal Bebas Sampel Kabupaten Bantaeng

(rata—rata serapan blanko)—(rata—rata serapan sampel)

x100%

% Redaman =

(rata—rata serapan blanko)

0.888-0.611
0.888

Konsentrasi 10 bpj = x100% = 31.19 %

0.888—-0.472

Konsentrasi 20 bpj = ~oses X 100% = 46.85 %

0.888-0.348

Konsentrasi 30 bpj = ~oses X 100% = 60.81 %

Konsentrasi 40 bpj = %;225

x100% = 71.85%
0.888-0.203
0.888

Konsentrasi 50 bpj = x100% = 77.14 %

Tabel 10. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak Kabupaten Bantaeng

No Zat Uji Konsentrasi Absorbansi Rata—Rata. % Peredaman
(ppm) Absorbansi
1 Blanko 0,884
DPPH Blanko 0,892 0,888
0,89
2 Ekstrak 0,602
Bantaeng 10 0,6 0,611 31,19
0,631
0,486
20 0,457 0,472 46,85
0,472
0,369
30 0,337 0,348 60,81
0,339
0,25
40 0,25 0,25 71,85
0,249
0,207
50 0,185 0,203 77,14

0,217
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Konsentrasi dan % Penghambatan
Ekstrak Kabupaten Bantaeng
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Gambar 13. Hubungan antara konsentrasi dan % penghambatan ekstrak dari
Kabupaten Bantaeng

Perhitungan persamaan kurva baku
Y = 1.169x + 22.498; a= 22.498; b= 1.169; R=0.9704

Perhitungan ICso
Y=a+bx —> X= yb+a

50=1.169x + 22.498
50— 22.498
T 1169

_ 27502
1.169

= 23.53 pg/mL (Antioksidan sangat kuat).

d. Persentase Inhibisi Radikal Bebas Sampel Kabupaten Toraja

_ (rata-rata serapan blanko)—(rata—rata serapan sampel)

% Redaman = x100%

(rata—-rata serapan blanko)

0.888-0.686
0.888

Konsentrasi 10 bpj = x100% = 22.75 %

0.888-0.519
0.888

Konsentrasi 20 bpj = x100% = 41.55 %

0.888-0.379

Konsentrasi 30 bpj = Soss X 100% = 5732 %

0.888-0.33

Konsentrasi 40 bpj = ~osss ¥ 100% = 62.84 %

0.888-0.275

Konsentrasi 50 bpj = soss X 100% = 69.03 %
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Tabel 11. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak Kabupaten Toraja

i - 0
No Zat Uji Konsentrasi Absorbansi Rata-Rata 5 (f)
(ppm) Absorbansi  éredaman
1 Blanko 0,884
DPPH Blanko 0,892 0,888
0,89
2 Ekstrak 0,664
Toraja 10 0,693 0,686 22,75
0,7
0,505
20 0,502 0,519 41,55
0,549
0,37
30 0,375 0,379 57,32
0,391
0,3
40 0,33 0,33 62,84
0,36
0,228
50 0,236 0,275 69,03

0,361

Konsentrasi dan % Penghambatan
Ekstrak Kabupaten Toraja

80

60

y = 1.1385x + 16.543
20 - ¢ R?=0.9311

% Peredaman
N
o
1

0 10 20 30 40 50 60
Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 14. Hubungan antara konsentrasi dan % penghambatan ekstrak dari
Kabupaten Toraja

Perhitungan persamaan kurva baku
Y = 1.1385x + 16.543; a= 16.543; b= 1.1385; R=0.9311



Perhitungan 1Cs
Y=a+bx —> X= yb%a

50 =1.1385x + 16.543
_ 50-16.543
11385

_33.457
1.1385

= 29.39 pg/mL (Antioksidan sangat kuat).
Hasil Optimasi Waktu Inkubasi
1. Waktu Inkubasi Senyawa Fenol

0.9
0.8

07—

Asam galat 10
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3 06 / opm
_fé 0.5  —— Asam galat 20
§ 0.4 __— Rgerxnm galat 30
< 03 ppm
0.2 Asam galat 40
0.1 Rggqm galat 50
0 ppm
0 20 40 60 80 100
Waktu Inkubasi (Menit)
Tabel 12. Waktu inkubasi dan besar absorbansi senyawa fenol
Absorbansi
Waktu Baku Asam Galat Ekstrak biji kopi robusta
(menit) 10 ppm | 20ppm | 30 ppm | 40 ppm | 50 ppm | Sinjai | Bantaeng | Toraja
0 0,307 0,439 0,526 0,526 0,693 | 0,664 0,537 0,54
10 0,332 0,445 0,531 0,536 0,718 | 0,697 0,561 0,572
20 0,345 0,458 0,533 0,598 0,731 | 0,719 0,601 0,591
30 0,354 0,474 0,542 0,622 0,749 | 0,732 0,613 0,606
40 0,368 0,481 0,563 0,658 0,754 | 0,761 0,62 0,612
50 0,373 0,484 0,569 0,663 0,757 | 0,766 0,631 0,621
60 0,376 0,485 0,571 0,666 0,758 | 0,768 0,634 0,623
70 0,376 0,485 0,571 0,666 0,758 | 0,768 0,634 0,623
80 0,376 0,485 0,572 0,667 0,758 | 0,768 0,634 0,623
90 0,377 0,485 0,571 0,667 0,758 | 0,768 0,634 0,624
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2. Waktu Inkubasi Senyawa Flavonoid
0.4
Rutin 2
0.35
ppm
0.3  —— Rutin 4
% 0.25 Rutin 6
-g 02 ppm
2 015 Rutin 8
< ppm
0.1 Rutin 10
ppm
0.05 Sinjai
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Waktu Inkubasi (Menit)
Tabel 13. Waktu inkubasi dan besar absorbansi senyawa flavonoid
Absorbansi
Waktu Baku Rutin Ekstrak Sampel
(menit) | 2ppm | 4ppm | 6 ppm | 8 ppm 10 ppm | Sinjai Bantaeng Toraja
0 0,171 0,188 0,25 0,309 0,356 0,173 0,278 0,259
10 0,178 0,195 0,253 0,314 0,362 0,181 0,289 0,275
20 0,182 0,206 0,258 0,316 0,364 0,189 0,299 0,291
30 0,187 0,208 0,261 0,317 0,366 0,193 0,301 0,297
40 0,187 0,208 0,262 0,317 0,366 0,193 0,301 0,298
50 0,187 0,209 0,261 0,317 0,367 0,193 0,301 0,297
60 0,187 0,208 0,261 0,317 0,367 0,194 0,301 0,297




