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Lampiran 1. Skema Kerja

Penyiapan Sampel

[ Sampel Kering 600 gram ]

[ Ekstraksi dengan Etanol 96% ] e Disaring

Ekstrak cair [ Residu ]

Remaserasi dan diulang sebanyak 3 kali

Rotary Evaporator

Ekstrak Kental
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Profil KLT

Ekstrak kental e Dilarutkan dengan metanol
4 | \
Ditotol e Lempengsilicagel GF 254
4 I \
Elusi e Fasegerak heksan: etil asetat( 1: 8)
4 | \
Sinar UV 254/366 nm —[ Semprot dengan H,SO, 10%
| I
Amati [ Amati

w A
y -t 7y

/\_r'
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Uji Kualitatif dan Kuantitatif Senyawa Fenol Total

1. Uji Kualitatif Senyawa Fenol

7

Ekstrak kental

] . Dilarutkan dengan 2 mL metanol dalam
) tabungreaksi

+ FeCl; 1%

Amati

e (+) berwarnahitam

2. Uji Kuantitatif Senyawa Fenol Total

Pembuatan Kurva Baku Asam Galat

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

[ Dibuat stok 1000 bpj ]

(o) (= )

ooi | [ soe | [ 100m |

I

f
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[ + 2,5 mL Fol

in Ciocalteu LP ] Didiamkan selama 8 menit

[ +2 mL NaOH 1% ] e Dicukupkandenganaquades
e Diinkubasi selama 60 menitpada
suhuruang
Amati ] e Spektrofotometri dengan

[

panjang gelombang 200-800 nm
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e Pembuatan Larutan Uji

[ Ekstrakl Biji Kopi Robusta 10 mg ] e Dilarutkan dengan metanol p.a

[ Dibuat stok 1000 bpj ] e Masing-masing sampel

[2,5mL(A) ] [2,5mL(B) ] [2,5mL(C) ]

I l
e Dibuat3replikasi

[ + 2,5 mL Folin Ciocalteu LP ] e Didiamkanselama8menit

[ + 2 mL NaOH 1% ] e Dicukupkandenganaquades
e Diinkubasi selama 60 menitpada
suhuruang
[ Amati ] e Spektrofotometri dengan

panjang gelombang 200-800 nm

L

o
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Uji Kualitatif dan Kuantitatif Senyawa Flavonoid Total

1. Uji Kualitatif Senyawa Flavonoid

[ Ekstrak kental ] e Dilarutkan dengan 2 mL metanol dalam
tabungreaksi
[

[ + Serbuk Mg dan 3 tetes HCI pekat ]
i
[ Amati ] e (+) berwarnamrah, kuningdanjingga

2. Uji Kuantitatif Senyawa Flavonoid Total
e Pembuatan Kurva Baku Kuarsetin

[ Kuarsetin 10 mg ] e Dilarutkan dengan metanol p.a

Dibuat stok 1000 bpj

[ 2 bpj ][ 4 bpj ][ 65pj] [ 8 bpj ][ 10bpj][ 12pr']

[ + 0.1 mL Aluminium Klorida ]

[ + 0.1 mL Natrium Asetat 1 M ] e Dicukupkandenganaquades
e Diinkubasiselama30 menitpada
suhuruang

[ Amati ] e Spektrofotometri dengan
panjang gelombang 200-800 nm

" i
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e Pembuatan Larutan Uji

[ Ekstrakl Biji Kopi Robusta 10 mg ] e Dilarutkan dengan metanol p.a

[ Dibuat stok 1000 bpj ] e Masing-masingsampel

[ 3mL (A) ] [ 3mL (B) ] [ 3mL (C) ]
| |

e Dibuat3 replikasi

[ + 0.1 mL Aluminium Klorida ]

[ + 0.1 mL Natrium Asetat 1 M ] e Dicukupkandenganaquades
e Diinkubasiselama30 menit pada
suhuruang

[ Amati ] e Spektrofotometri dengan
panjang gelombang 200-800 nm

L

o
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Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian

(i () (k) ()
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(s) (t) ()

Keterangan:

(a) Sampel biji kopi robusta

(b) Proses penggilingan sampel biji kopi robusta

(c) Hasil penggilingan sampel biji kopi robusta

(d) Proses pengayakan sampel biji kopi robusta

(e) Proses penimbangan sampel biji kopi robusta

(f) Proses penyaringan hasil maserasi sampel biji kopi robusta

(g) Proses penguapan pelarut dengan menggunakan alat rotary evaporator

oses pemisahan senyawa dengan menggunakan metode KLT

oses penyemprotan dengan H,S0O,
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(j) Hasil Ekstraksi (Ekstrak kental)

(k) Penampakan noda pada UV 254 nm

() Penampakan noda setelah disemprot H,SO,
(m) Hasil uji kualitatif senyawa flavonoid

(n) Hasil uji kuantitatif senyawa flavonoid total
(o) Hasil uji kuantitatif senyawa flavonoid total
(p) Hasil uji kuantitatif senyawa flavonoid total
(g) Hasil uji kualitatif senyawa fenol

(r) Hasil uji kuantitatif senyawa fenol total

(s) Hasil uji kuantitatif senyawa fenol total

(t) Hasil uji kuantitatif senyawa fenol total

(u) Proses maserasi sampel
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Lampiran 3.
Perhitungan % Rendemen
Perhitungan rendemen Biji Kopi Robusta
o Ekstrak A (Sampel Kabupaten Sinjai)

berat ekstrak

Rendemen = x100%

berat simplisia yang diekstraksi

_ 16.99
600

x100%

=283 %

e Ekstrak B (Sampel Kabupaten Bantaeng)

berat ekstrak

Rendemen = x100%

berat simplisia yang diekstraksi
21.1

= —x100%
600

=351 %

e Ekstrak C (Sampel Kabupaten Toraja)

berat ekstrak

Rendemen = x100%

berat simplisia yang diekstraksi

_ 1456
600

x100%

=242 %

For}

o
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Perhitungan Nilai Rf

_ Jarak titik pusat bercak dari titik awal

Nilai Rf =

Jarak garis depan dari titik awal

e Rfekstrak A (Sampel kabupaten Sinjai)

4 cm

Spot 1 = =0.72cm
55cm

Spot2 =22 - 08cm
55cm

e Rfekstrak B (Sampel Kabupaten Bantaeng)

14 cm

Spot 1 = =0.25¢cm
5.5 cm

Spot2 =22 =08 cm
55 cm

o Rfekstrak C (Sampel Kabupaten Toraja)

43 cm

Spotl =——=0.78 cm
55cm

4.6
‘T-0.83cm
55cm

Spot 2 =

P A
y -t 7y

/\_r'
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Perhitungan Kadar Fenol Total

Tabel 3. Absorbansi baku asam galat

Konsentrasi (bpj) Absobansi
0 0
2 0,167
4 0,338
6 0,502
8 0,718
10 0,869

SERAPAN

Kurva Baku Asam Galat

_*

/

/ y = 0.088x-0.0078
R2=0.9983

I/:/ 4 6 8 10

12

KONSENTRASI (BPJ)

Gambar.7 Grafik Kurva Baku Asam Galat

Perhitungan persamaan kurva baku

y=(-0.0078) + 0.088x; a = -0.0078; b =0.088; R = 0.9983

Tabel.4 Hasil Penentuan Kadar Fenol Total Ekstrak Biji Kopi Robusta

48

Rata-

sampel Konsentrasi Absorbansi Nilai X  %Kadar Rata SD
Blanko 0.087 0 0.09

Arepl 9.065 0.79 9.07 3.63

Arep 2 9.069 0.791 9.08 3.63 3.53 0.17
Arep 3 8.329 0.726 8.34 3.34

Brep 1l 8.337 0.726 8.34 3.34

B rep 2 7.619 0.663 7.62 3.05 3.17 0.15
Brep 3 7.802 0.679 7.80 3.12

Crep 1l 7.722 0.672 7.73 3.09

Crep 2 7.787 0.678 7.79 3.12 3.09 0.02
Coron 3 7.676 0.668 7.68 3.07
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Contoh perhitungan sampel (Arep 1)

y=a+ bx
0.79 = -0.0078 + 0.088X
x =24

b
0.79—(—0.0078)
0.088
0.79+ 0.0078
0.088

9.07
Ekuivalen Asam Galat

= 2 %100 %
250

= 3.63%
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Perhitungan Kadar Flavonoid Total

Tabel 5. Absorbansi Kuarsetin
Konsentrasi (bpj) Absobansi

0 0

2 0.175
4 0.322

6 0.472

8 0.669
10 0.814
12 0.949

SERAPAN

1.2

1
0.8
0.6
04
0.2

0

Kurva Baku Kuarsetin

/

e

/ Yy =U0U.U799X+U.0UG/
R2=0.9983

UII0S

e

0 2

4 6 8 10 12
KONSENTRASI (BPJ)

14

Gambar.8 Grafik Kurva Baku Kuarsetin

Perhitungan Persamaan Kurva Baku:

Y =0.0067 + 0.0799x ; a= 0.0067; b =0.0799; R =0.9983

Tabel.6 Hasil Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Biji Kopi Robusta

Sampel Konsentrasi Absorbansi Nilai X % Kadar I;itg SD

Arepl 0.682 0.061 0.69 0.11

Arep 2 0.723 0.065 0.74 0.12 0.10 0.03

Arep 3 0.369 0.036 0.37 0.06

Brep 1l 3.532 0.289 3.57 0.60

B rep 2 3.037 0.249 3.07 0.51 054  0.05

Brep 3 3.091 0.254 3.13 0.52

Crep 1 2.184 0.181 2.21 0.37

rand) 2.173 0.18 2.19 0.37 0.37 0.01
L 2.279 0.189 2.31 0.38

P A
y -t 7y

/\_r'
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Contoh perhitungan sampel (Arep 1)
y=a+ bx

0.061 = 0.0067 + 0.0799X

x=2=
b
_ 0.061—0.0067
T 00799
00543

~ 0.0799
=0.69
Ekuivalen Asam Galat

= X x 100 %
600

=011 %
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Perhitungan Data Aktivitas Penghambatan Radikal Bebas

a. Persentase inhibisi Radikal Bebas Baku Trolox

% ABTS = (rata—rata serapan blanko) —(rata—rata serapan sampel) x 100%
(rata—rata serapan blanko)

Konsentrasi 10 bpj = %x 100% = 27.45 %

0.754—0.342

Konsentrasi 20 bpj = Tora X 100% = 54.64 %

Konsentrasi 30 bpj = %x 100% =81.43 %

Konsentrasi 40 bpj = %x 100% =94.16 %

Konsentrasi 50 bpj = %x 100% =93.89 %

Tabel.7 Hasil pengukuran aktivitas antioksidan Baku Trolox

K i Rata-
onsentrasi Serapan ata-rata %ABTS

NO ZatUji (bpj) serapan

1 0.753

Blanko
ABTS Blanko 0.749 0.75
0.76

2 0.546

Baku 10 0.567 0.55 27.45
Trolox
0.528

20 0.372
0.342 0.34 54.64
0.313

30 0.178
0.177 0.14 81.43
0.067

40 0.039
0.041 0.04 94.16
0.053

50 0.041
0.044 0.05 93.89
0.053

Optimization Software:
www . balesio.com

52



Gambar.9 Hubungan antara Log Konsentrasi dan % Penghambatan dari Trolox

Konsentrasi dan % Penghambatan
Trolox

8
6 /
4
y =3.3707x+0.9413
2 2=0.9606
0
0.0 0.5 1.0 1.5

2.0

Perhitungan Persamaan kurva baku :
Y = 3.3707x + 0.9413; a= 0,9413; b= 3.3707; R= 0.9606
Perhitungan ICs; .

Y=a+bx —> x:y;—“

X = Log konsentrasi (ICso), y = Nilai Probit ICsp —> 50% = 5.00

ICs0 =

3707

5-0.9413

= 1.20

Antilog (ICsp) = 15.84 pg/mL (Antioksidan sangat kuat)
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b. Presentase Inhibisi Radikal Bebas Ekstrak A (Sampel Kabupaten Sinjai)

(rata—-rata serapan blanko) —(rata—rata serapan sampel
% ABTS = P ( P 2D ¥ 100%

Konsentrasi 20 bpj =

Konsentrasi 40 bpj =

Konsentrasi 60 bpj =

Konsentrasi 80 bpj =

Konsentrasi 100 bpj =

P A
y -t 7y

/\_r'
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0.734—0.644

0.734—0.574

0.734—0.446

0.734—0.350

(rata—rata serapan blanko)

x100% = 12.26 %
0.734

x100% = 21.79 %

x100% = 36.51 %

x 100% = 52.31 %
0.734

0.734 —0.274

x 100% = 62.67 %
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Tabel.8 Hasil Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak A

Konsentrasi Rata-rata

NO Zat Uji . Serapan %ABTS
(bpj) serapan
Blanko 0.722
1 ABTS Blanko 0.724 0.734
0.756
0.648
2 Ekstrak A 20 0.635 0.644 12.26
0.649
0.582
40 0.567 0.574 21.79
0.574
0.45
60 0.442 0.446 36.51
0.446
0.356
80 0.35 0.350 52.31
0.343
0.287
100 0.251 0.274 62.67
0.283
Konsentrasi dan %
Penghambatan
6
. /
y=2.3471x+0.6619
2 R? =0.8415
0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Gambar.10 Hubungan Antara Konsentrasi dan % Penghambatan Ekstrak A (Sampel
Kabupaten Sinjai)

Perhitungan Persamaan kurva baku :

Y = 2.3471x + 0.6619; a= 0,6619; b= 2.3471; R=0.8415
Perhitungan ICs; .

Y=a+bx —> X= y;—a

X —lLaalkonsentrasi (ICsp), y = Nilai Probit ICsg —> 50% = 5.00

6619
471

= 1.84

Cso) =69.18 pg/mL (Antioksidan kuat)
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C. Presentase Inhibisi Radikal Bebas Ekstrak B (Sampel Kabupaten

Sinjai)

(rata-rata serapan blanko) —(rata—-rata serapan sampel
% ABTS = P ( P 2eD) % 100%

Konsentrasi 10 bpj =
Konsentrasi 20 bpj =
Konsentrasi 30 bpj =
Konsentrasi 40 bpj =

Konsentrasi 50 bpj =

Tabel.9 Hasil pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak B

0.734—0.636

0.734—0.491

(rata—-rata serapan blanko)

x 100%
0.734

x 100%

0.734—0.339

——x 100%
0.734

0.734—0.202

x 100%

0.734-0.122

x 100%

=13.35%

=33.10 %

= 53.81 %

=72.47 %

=83.37 %

No

zat uji

Konsentrasi

(bpj) serapan

rata-rata

serapan

%ABTS

Blanko
ABTS

Blanko

0.722
0.724
0.756

0.734

Ekstrak B

0.661
0.641
0.607

0.636

13.35

20

0.481
0.477
0.515

0.491

33.1

30

0.388
0.307
0.322

0.339

53.81

40

0.211
0.2
0.196

0.202

72.47

50

0.105
0.12
0.141

0.122

83.37
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Konsentrasi dan %
Penghambatan
8
6 /
4 —
2 y = 2.9699x + 0.8125
0 R?2=0.9827
0.0 0.5 1.0 15 2.0

Gambar.11 Hubungan Antara Konsentrasi dan % Penghambatan Ekstrak B (Sampel
Kabupaten Bantaeng)

Perhitungan Persamaan kurva baku :

Y =2.9699x + 0.8125; a= 0.8125; b= 2.9699; R= 0.9827
Perhitungan ICs; .

Y=a+bx —> X= y;—a

X = Log konsentrasi (ICsg), y = Nilai Probit ICsg —> 50% = 5.00

5-0.8125
IC50= ———— = 1.40
2.9699

Antilog (ICsp) = 25.11 g / mL (Antioksidan Sangat Kuat)

D. Presentase Inhibisi Radikal Bebas Ekstrak C (Sampel Kabupaten
Sinjai)
_ (rata-rataserapan blanko) —(rata-rata serapan sampel)
% ABTS = x 100%
(rata—-rata serapan blanko)

Konsentrasi 10 bpj = %x 100% = 15.92%

Konsentrasi 20 bpj = =% x100% = 33.51%

Konsentrasi 30 bpj = %x 100% = 55.97%
Konsentrasi 40 bpj = %x 100% = 64.24%
ntrasi 50 bpj = 222222125 4 100% = 83.42%

0.754

)

; A
y Am?

L ¥
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Tabel.10 Hasil pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak C

No zat uji Kon(sbeprjl)tra5| Serapan zaetg;tna Aé/?I'S
0.753
1 BA';r}'éo Blanko 0.749 0.754
0.76
0.639
2 Eksc”ak 10 0.617 0.634 15.92
0.646
0.529
20 0.5 0.501 33.51
0.475
0.367
30 0.325 0.332 55.97
0.304
0.304
40 0.291 0.270 64.24
0.214
0.156
50 0.112 0.125 83.42
0.107
Konsentrasi dan %
penghambatan
7
6
5
4
3
2 y =2.6695x+1.2328
R?=0.961
1
0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Gambar.12 Hubungan Antara Konsentrasi dan % Penghambatan Ekstrak C
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Perhitungan Persamaan kurva baku :

Y = 2.665x + 1.2328; a= 1.2328; b= 2.665; R= 0.961
Perhitungan ICx .

Y=a+bx —> X= y;—a

X = Log konsentrasi (ICsp), y = Nilai Probit ICsp —> 50% = 5.00

5-1.2328
IC5p= ——— =141
2.665

Antilog (ICso) = 25.70 pg / mL (Antioksidan Sangat Kuat)
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Perhitungan pengenceran

Contoh perhitungan pada seri pengenceran kurva baku asam galat

(Satuan bpj dalam larutan adalah mg/L)

Asam galat 10 mg —> 10 mL (0,01 L) 1000 bpj
0.0l mL ——>5mL (2bpj)
0.02mL —— 5mL (4bpj)
0.03mL —> 5mL (6bpj)
0,04mL ——>5mL (8bpj)

006 mL —> 5mL (10bpj)

| ——

poF |

' F
y -t 7y

/\_r'
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