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PENDAHULUAN

Asupan antioksidan dari makanan atau minuman menjadi salah satu yang
disarankan dalam menurunkan risiko penyakit infeksi. Asupan antioksidan bagi
tubuh dapat diperoleh dari berbagai sumber makanan dan minuman. Olahan kopi
sendiri semakin beragam dan mengalami diversifikasi dari bahan selain biji kopi.
Pengistilahan produk pangan diversifikasi selalu diikuti nama bahannya, dalam
hal ini kopi yang dibuat dari biji carica maka disebut dengan nama kopi biji
carica. Penganekaragaman minuman kopi ini berkaitan dengan kebutuhan
masyarakat yang menghindari efek kafein pada biji kopi. Biji buah carica khas
Dieng (Carica pubescens) dilaporkan memiliki potensi antioksidan karena adanya
kandungan metabolit sekunder. Masyarakat belum dapat mengolahnya karena
struktur yang cukup keras sehingga masih menjadi limbah dalam industri sirup
buah carica. Pemanfaatan biji carica menjadi kopi dirasa prospektif dalam
mengoptimalisasi kandungan metabolit sekundernya sebagai antioksidan (Umami
2018).

Pengolahan produk kopi diversifikasi meliputi beberapa tahap layaknya
akan membuat kopi pada umumnya. Roasting atau penyangraian termasuk dalam
proses perlakukan pascapanen pada produk kopi. Penyangraian menjadi proses
pembentukan rasa dan aroma pada kopi dengan mengendalikan keseragaman
ukuran, specific gravity, tekstur, kadar air, dan struktur kimia (Edvan et al. 2016).
Faktor kualitas produk dalam penyangraian meliputi suhu sangrai dan lama
penyangraian perlu diperhatikan (Fadri et al. 2019). Penyangraian akan
memengaruhi warna serta aroma akibat reaksi kimia yang terjadi. Namun, proses
tersebut dapat menyebabkan degradasi metabolit sekunder akibat pemanasan suhu
yang relatif tinggi. Hal ini memungkinkan terjadi penurunan aktivitas antioksidan

pada minuman kopi.

Proses penyangraian di lain sisi juga menghasilkan senyawa melanoidin dari
reaksi Maillard yang dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan. Penyangraian
yang dilakukan pada suhu tinggi (160-250 °C) dapat menyebabkan perubahan
komponen kimia seperti polisakarida, gula, dan asam amino yang akan

terdegradasi membentuk CO,, uap air, dan komponen volatil (Lingle 2001).



Penelitian tentang pengaruh proses sangrai terhadap aktivitas antioksidan pada
kopi biji carica belum dilakukan. Padahal ini penting dalam pengembangan
inovasi produk biji carica dieng sebagai upaya mendukung nilai tambah industri
pengolahan carica. Penelitian ini bertujuan Penelitian ini bertujuan menentukan
pengaruh proses roasting terhadap aktivitas antioksidan dari kopi biji carica
(Carica pubescens) serta mengetahui korelasinya terhadap reaksi Maillard pada

proses browning.

METODOLOGI

Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi oven, roaster kopi
merek Shan Yen Machinery Co. Ltd, Taiwan, blender, alumunium foil, ayakan 50
mess, hot plate, botol gelap, pipet volumetrik, pipet Mohr, mikropipet, freeze
dryer, spektrofotometer UV-Vis Shimadzu 1240, neraca analitik, peralatan gelas,
water bath, dan instrumen FTIR. Adapun bahan-bahan yang digunakan terdiri dari
biji carica, akuades, HCl pekat, reagen Bouchardad, reagen Mayer, reagen
Dragendroff, reagen Folin Ciocalteu, larutan Na,COs, asam galat, buffer asam,
etanol, reagen DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), etanol absolut, buffer asam
asetat, larutan FeCl; padatan KBr, diklorometan, metanol, serbuk Mg/Zn, dan

standar asam askorbat.

Prosedur Penelitian

Preparasi Sampel Kopi Biji Carica

Sampel biji carica dicuci lalu dikeringkan dengan sinar matahari. Sebanyak
100 gram sampel kering dianalisis proksimat. Biji carica kering disangrai pada
level sangrai 100-115°C, 150-165°C, dan 200-215°C selama 20 menit,
sedangkan faktor lain dianggap tetap. Setiap level sangrai terdiri dari 7 kelompok
penyangraian. Biji yang sudah disangrai selanjutnya dihaluskan menjadi serbuk
dengan cara diblender lalu diayak halus. Serbuk kopi carica diseduh dengan 250
mL akuades suhu 85-95°C dan disaring dengan kertas saring khusus kopi, lalu
ekstrak air disimpan dalam botol gelap plastik.



Uji Fitokimia Ekstrak Kopi Biji Carica

Uji Alkaloid. Bubuk kopi dari masing-masing sampel dimasukkan dalam
tabung reaksi, lalu ditambahkan 1 mL HCI 2N dan ditambahkan 1 mL akuades.
Selanjutnya larutan dipanaskan di dalam penangas selama 15 menit, kemudian
didinginkan dan disaring untuk mendapatkan filtrat. Sebanyak 2 tetes filtrat
diteteskan pada sumuran pelat tetes dan ditambahkan 2 tetes reagen Bouchardad.
Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya endapan berwarna cokelat atau
kehitaman. Selanjutnya pada sumuran lain diteteskan 2 tetes filtrat dan
ditambahkan reagen Mayer. Hasil positif ditunjukan dengan endapan berwarna
putih. Kemudian pada sumuran lainnya diteteskan 2 tetes filtrat dan ditambahkan
reagen Dragendroff. Hasil positif ditunjukan dengan endapan berwarna jingga.

Uji Flavonoid dan Saponin. Bubuk kopi dari masing-masing sampel
dikocok bersama diklorometan selama 15 menit, lalu disaring. Filtrat diuapkan
hingga kering, kemudian dilarutkan dalam metanol 50%. Selanjutnya, larutan
ditambahkan serbuk logam seng atau magnesium lalu ditambahkan 5-6 tetes HCI
pekat dan dipanaskan pada penangas. Positif flavonoid ditunjukkan dengan warna
hijau biru. Bubuk kopi dari masing-masing sampel diseduh untuk uji saponin, lalu
dikocok kuat-kuat hingga terbentuk busa. Positif saponin ditunjukkan dengan busa
stabil selama kurang lebih 10 menit.

Uji Fenol dan Tanin. Bubuk kopi dari masing-masing sampel dikocok
bersama metanol lalu diambil filtratnya dan diteteskan pada pelat tetes. Kemudian
larutan NaOH 10% ditambahkan untuk uji fenol. Uji tannin dilakukan dengan
reagen FeCl; 5% pada ekstrak seduhan bubuk kopi. Positif fenol dan tannin

ditandai dengan adanya perubahan warna ekstrak.

Penentuan Kadar Total Fenol

Pembuatan Deret Standar Asam Galat. Sebanyak 5 mg asam galat
dilarutkan dalam 50 mL metanol p.a 95% lalu diaduk hingga homogen, sehingga
diperoleh larutan induk dengan konsentrasi 100 ppm. Larutan induk diencerkan
sebagai deret standar asam galat dengan konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40
ppm, dan 50 ppm dalam labu takar 5 mL. Masing-masing larutan standar diambil

2 mL untuk analisis dan ditambahkan 500 pL reagen Folin Ciocalteu 0,9 mol/L, 1



mL larutan Na,CO; 20%, dan 5 mL akuades. Larutan diinkubasi di tempat gelap
selama 60 menit lalu ditentukan absorbansnya pada panjang gelombang 725 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Selanjutnya diperoleh formula kurva
standar untuk menentukan kandungan total fenol sampel yang dinyatakan dalam
ekuivalen asam galat/gram bubuk kopi.

Kadar Total Fenol. Sebanyak 0,5 mL ekstrak kopi dari masing-masing
sampel ditambahkan 1,5 mL etanol p.a 95% lalu ditambahkan 500 pL reagen
Folin Ciocalteu 0,9 mol/L, 1 mL larutan Na,CO; 20%, dan 5 mL akuades. Larutan
diinkubasi di tempat gelap selama 60 menit lalu ditentukan absorbansnya pada

panjang gelombang 725 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

V x C x FP Keterangan:

Kadar total fenol = ———— A% = volume yang dianalisis (mL)
C = Kadar fenol dari kurva
standar (ppm)

FP = Faktor pengenceran

Penentuan Aktivitas Antioksida

Pengukuran Deret Standar Asam Askorbat untuk Uji DPPH. Stok
larutan DPPH disiapkan dari 24 mg kristal DPPH yang dilarutkan dalam etanol
p.a 100 mL, lalu diambil 10 mL dan diencerkan dengan 45 mL etanol p.a. Stok
dalam labu takar dilapisi alumunium siap untuk analisis. Selanjutnya stok asam
askorbat disiapkan dari 0,1761 g padatan lalu dilarutkan dalam 1 mL DMSO
menggunakan sonikasi lalu dihomogenkan dengan vorteks. Sebanyak 1 mL
larutan asam askorbat diencerkan dalam 10 mL etanol p.a dan dihomogenkan
sehingga diperoleh larutan 100 mM. Larutan 100Mm diambil 0,1 mL dan
diencerkan menjadi 1 mM. Stok asam askorbat siap dipakai. Deret standar asam
askorbat dengan konsentrasi 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125
pM. Masing-masing diambil 150 pL secara triplo dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2850 pL reagen DPPH pada ulangan 1 dan 2, sementara ulangan 3
sebagai kontrol negatif. Selanjutnya, standar diinkubasi 24 jam di tempat gelap

lalu ditentukan absorbansnya pada panjang gelombang 515 nm.



Pengukuran Aktivitas Antioksidan Metode DPPH. Masing-masing
sampel diambil 150 pL secara triplo dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2850
pL reagen DPPH pada ulangan 1 dan 2, sementara ulangan 3 sebagai kontrol
negatif. Selanjutnya, standar diinkubasi 24 jam di tempat gelap lalu ditentukan

absorbansnya pada panjang gelombang 515 nm.

Penentuan Gugus Fungsi dengan FTIR

Ekstrak sampel dikering bekukan lalu ditentukan gugus fungsinya dengan
FTIR. Penentuan gugus fungsi FTIR secara kualitatif bertujuan untuk
mengonfirmasi adanya gugus fungsi senyawa MPRs pada ekstrak kopi biji carica.
Sebanyak 10 mg masing-masing bubuk sampel dicampurkan dengan 90 mg KBr

lalu dianalisis pada rentang 4000—400 cm™ dengan resolusi 4 cm™.

Analisis Statistik

Data berupa kadar total fenol dan aktivitas antioksidan yang diperoleh
dianalisis dengan omne way analysis of varians (ANOVA) untuk mengetahui
signifikansi antar kelompok pada masing-masing level sangrai. Analisis
multivariat klaster metode Ward digunakan untuk mengetahui kedekatan bilangan
FTIR antar level penyangraian. Data disajikan dalam bentuk dendogram untuk

menjelaskan pengelompokan antar level.



HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Proksimat Biji Carica Kering dan Kualitatif Fitokimia

Biji carica kering mengandung kadar air sebesar 6,67 %b/bdan kadar abu
4,12 % b/b (dihitung tiap 100 gram contoh). Kadar air dan kadar abu menjadi
syarat mutu kopi sebelum disangrai karena berpengaruh pada sensori dan mutu
produk kopi yang dihasilkan. Mengacu standar SNI 01-2907-2008 tentang kopi,
kadar air dan abu maksimum sebelum penyangraian 7% dan 5%, artinya biji
carica memenuhi standar mutu kopi. Parameter pengujian proksimat lain
menunjukkan kadar lemak biji carica sebesar 32,27%, (metode soxhlet), kadar
protein sebesar 25,67% (protein kasar, metode Kjeldahl) , kadar karbohidrat
seebsar 31,26% (metode by difference).

Uji kualitatif fitokimia dilakukan untuk mengetahui adanya metabolit
sekunder pada biji carica yang sudah disangrai pada tiga tingkat suhu yaitu
100-115°C; 150-165°C, dan 200-215°C. Biji Carica Dieng tidak terdeteksi
mengandung fenol dan tannin pada semua tingkat suhu sangrai. Sementara pada
penelitian Winarno (2015) biji kering carica dieng positif mengandung flavonoid,
polifenol, dan tannin. Hal ini menandakan bahwa perlakuan sangrai memberi
pengaruh pada kandungan metabolit sekundernya.

Hasil uji flavonoid dan saponin terdeteksi hingga sampel dengan
penyangraian suhu 150-165°C. Proses penyangraian dalam biji carica dengan
suhu yang cukup tinggi menyebabkan degradasi senyawa bioaktif. Suhu yang
tinggi menyebabkan penguraian ikatan antar atom dalam senyawanya. Yuliantari
(2017) menyebutkan secara spesifik bahwa proses pemanasan di atas 50 °C dapat
mengakibatkan hilangnya aktivitas senyawa yang rentan terhadap suhu. Uji
alkaloid menggunakan pereaksi Wagner, Dragendorff, atau Mayer menunjukkan

hasil positif pada semua tingkat suhu sangrai.



Kandungan Total Fenol

Senyawa fenol merupakan komponen bioaktif pada tanaman yang disintesis
oleh asam sikimat, pentosa fosfat, dan jalur fenilpropanoid (Diniyah dan Lee
2020). Secara struktural fenolik mencakup sejumlah senyawa yang memiliki
cincin aromatik dengan satu atau lebih gugus hidroksil dan dapat bervariasi dari
molekul sederhana hingga molekul kompleks (Haminiuk et al. 2012). Senyawa
fenolik terbagi menjadi beberapa subkelompok yaitu asam fenolat, flavonoid,
tannin, dan stilben berdasarkan jumlah gugus fenolik hidroksil yang melekat dan
elemen struktural yang menghubungkan cincin benzena. Senyawa fenolik
berkorelasi dengan manfaat sebagai antioksidan. Hal ini karena senyawa fenol
dapat memodulasi status oksidatif seluler dan mencegah kerusakan oksidatif
seluler molekul biologis seperti DNA, protein, dan membran lipid. Senyawa fenol

bertindak sebagai agen pereduksi, peredam elektron singlet, dan donor elektron.
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Gambar 1 Reaksi senyawa fenol dengan pereaksi Folin (Khadijah et al. 2017)

Metode Folin ciocalteu termasuk cara tradisional dalam menentukan
kandungan total fenolik secara kolorimetri (Way et al. 2020). Pereaksi Folin
ciocalteu bereaksi spesifik dengan polifenol membentuk kompleks berwarna biru
yang dapat diukur kadarnya melalui spektrofotometri (Blainski et al. 2013).
Warna biru pada larutan disebabkan karena perekasi folin (molibdotungsto-
fosfotungstat) mengoksidasi senyawa fenolat menghasilkan kelat molibdenum
berwarna biru dan dapat diukur absoransnya hingga panjang gelombang 760 nm
(Khadija et al. 2017). Pengukuran dengan metode Folin juga memiliki beberapa
kelebihan yaitu sederhana, akurat, cepat, serta absorbsi kromofor berada di
panjang gelombang tinggi sehingga mengurangi gangguan matriks dari sampel

(Sanchez-rangel et al. 2013). Standar yang digunakan sebagai kontrol positif



dalam uji fenolik ini yaitu asam galat. Asam galat banyak digunakan sebagai
standar dalam penentuan total fenol karena termasuk senyawa murni, stabil, dan
mudah berekasi dengan pereaksi Folin sehingga mudah diamati perubahan
warnanya.

Pengujian kadar fenolik terkait dengan kemampuan senyawa fenol dalam
mencegah reaksi oksidasi, sehingga sering dikorelasikan dengan aktivitas
antioksidan. Banyak dari kelompok senyawa fenol dapat menunjukkan aktivitas
antioksidan melalui donor elektron 7 konjugasi atau atom hidrogen dari gugus
hidroksil. Namun, hal ini tergantung pada strukturnya yang meliputi jumlah dan
posisi gugus hidroksil pada cincin atau sejauh mana elektron radikal dapat
terdelokalisasi ke seluruh molekul (Debede et al. 2016). Kandungan total fenolik
pada sampel dinyatakan dalam ekuivalen asam galat atau gallic acid equivalent
(GAE). Kandungan total fenolik menggunakan standar asam galat dengan deret
konsentrasi 0, 10, 20, 30, 40, dan 50 mg/L yang direpresentasikan dalam kurva
standar ~ konsentrasi  terhadap  absorbans = menghasilkan  persamaan
y=0,018x—0,095.

Tabel 1 menujukkan data total fenolik seduhan kopi biji carica yang
disangrai dalam tiga tingkat suhu. Hasil uji ANOVA kandungan total fenol
menujukkan perbedaan signifikan pada setiap level penyangraian dengan tingkat
kepercayaan 5% yang ditandai dengan notasi huruf yang berbeda. Hal ini berarti
bahwa rentang suhu pada setiap level memberi pengaruh nyata pada kandungan
total fenoliknya. Secara keseluruhan, kandungan total fenol pada semua ulangan
sangrai sebesar 3,21 pg GAE/g hingga 8,989 ug GAE/g bubuk kopi biji carica.
Kadar total fenol pada penyangraian suhu 150—165 °C lebih rendah dibandingkan
dengan penyangraian suhu 100-115 °C . Hal ini karena perlakuan termal pada
sampel dapat memengaruhi kestabilan kandungan senyawa fenoliknya. Liazid et
al. (2007) menginvestigasi kestabilan golongan fenol yang stabil pada pemanasan
100-125°C lalu mengalami degradasi di atas suhu 150 °C . Tingginya kadar total
fenol kopi biji carica yang disangrai pada suhu 200—215°C diduga berkaitan
dengan terbentuknya produk hasil reaksi Maillard berupa melanoidin yang

disinyalir dapat meningkatkan aktivitas antioksidannya (Lemos et al. 2012).



Tabel 1 Kadar total fenolik dan aktivitas antioksidan seduhan kopi biji carica

Aktivitas
Total Fenol (ug GAE/g Antioksidan (ppm
Suhu sangrai (°C)  No sangrai bubuk kopi) AEAC)
100-115 1 4,138+ 0,3455 93,00°+4.71
2 4,796+ 0,7658 92,17* +£3,54
3 5,838+ 10,9210 83,00* = 2,89
4 7,075+ 0,4868 88,00* + 4,71
5 6,626" £ 0,5045 88,56+ 2,55
6 5,142°+0,2148 83,00* = 2,89
7 6,125+ 0,2584 76,33* + 2,36
150-165 1 5,330+ 0,5051 211,33 +2,89
2 3,530°+ 0,3472 139,67° £ 4,41
3 3,210 £0,1212 170,78+ 1,92
4 3,401*+0,1194 158,56+ 2,55
5 3,753* £ 0,2363 151,33+ 1,67
6 3,967 £ 0,1401 146,89° + 4,19
7 4,953+ 0,8778 210,220 + 3,47
200-215 1 7,354° £0,2392 393,00 + 3,33
2 7,433° +£0,8354 328,00° + 3,33
3 8,989¢ £0,1389 425,78+ 5,85
4 3,363° £ 0,1408 459,67°+ 5,00
5 7,291¢ 40,3685 421,89¢+ 3,85
6 8,090° +0,3604 390,22° + 2,55
7 7,818°+0,3160 392,44° + 1,92

"Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan pada taraf uji (P<0,05)

uji Duncan.



Aktivitas Antioksidan

Antioksidan diartikan sebagai senyawa yang dapat menginaktivasi spesi
radikal bebas karena bersifat reduktor kuat dan cenderung mudah bereaksi dengan
radikal (Mustarichie et al. 2017). Kelebihan radikal bebas dalam tubuh berbahaya
karena dapat merusak protein, DNA, dan susunan fosfolipid sehingga
mengganggu fungsi integrasi spesifik dalam tubuh. Antioksidan dapat diperoleh
dari suplemen sintetis atau bahan alami yang mengandung senyawa golongan
fenol, flavonoid, karotenoid, asam hidroksiamat, kumarin, tokoferol, dan asam
organik. Menurut Singh et al. (2020), aktivitas antioksidan dari tanaman keluarga
Carica diduga berasal dari kandungan metabolit sekunder berupa asam salisilat,
asam p-hidroksibenzoid, senyawa fenolik berupa hiperosid, senyawa antioksidan
gentisyl alcohol, senyawa ester galat berupa gallotannin, dan kaemferol heksosida
yang merupakan glukosida flavonol.

Produk hasil reaksi Maillard (MRPs) dari proses penyangraian juga
dilaporkan memiliki kemampuan untuk meredam radikal. Hal ini didasarkan pada
penelitian Liu et al. (2019) tentang aktivitas antioksidan MRPs dari sistem
pemodelan gula (glukosa, fruktosa, dan xilosa) dan asam amino (serin, sistin,
arginin, dan lisin) pada biji wijen sangrai. Penjelasan lebih lanjut dari DeHond et
al. (2019) bahwa melanoidin dalam kopi menjadi kontributor penting untuk
kapasitas antioksidan. Melanoidin diduga berasal dari interaksi gula—asam amino
melalui mekanisme reaksi Maillard. Struktur melanoidin sendiri belum diketahui
secara pasti, namun mungkin berbeda-beda terantung jenis gula, asam amino, dan
protein yang terlibat dalam reaksi. MPRs sebagai substruktur kromoforik
kemungkinan berasal dari taut silang antar residu asam amino membentuk struktur

melanoidin yang berbobot molekul tinggi (Liu dan Kitts 2011).
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Gambar 2 Reaksi peredaman radikal DPPH (Miranti et al. 2016)



Pembentukan melanoidin pada reaksi Maillard diketahui melalui tiga tahap
yang diawali dengan pembentukan glikosilamin. Asam amino dan gula pereduksi
mengalami  kondensasi membentuk N-glikosilamin. Tahap selanjutnya
glikosilamin terdehidrasi dan mengalami siklisasi menghasilkan basa Schiff.
Selanjutnya terjadi penyusunan kembali menjadi senyawa intermediet Amadori
(Amadori Rearrangment Product). Kemudian terjadi degradasi Strecker yang
melibatkan interaksi asam amino dan senyawa dikarbonil. Tahap akhir reaksi
Maillard terjadi reaksi heterosiklisasi membentuk senyawa flavor berbobot
molekul tinggi yaitu melanoidin (Gambar 3).

Penentuan aktivitas antioksidan seduhan kopi biji carica dieng dilakukan
secara in vitro dengan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil). Prinsip metode
ini yaitu pengukuran absorbans larutan antioksidan yang nilainya sebanding
dengan peredaman sejumlah elektron radikal DPPH menjadi difenil
dipikrihidrazin yang bersifat nonradikal. Senyawa antioksidan memiliki
kemampuan mereduksi warna ungu larutan DPPH menjadi kuning. Senyawa
antioksidan mendonorkan H" pada DPPH, sehingga terjadi resonansi struktur yang
menyebabkan berkurangnya jumlah ikatan rangkap terkonjugasi (Gambar 2).
Semakin tinggi aktivitas antioksidannya, warna larutan yang terbentuk semakin
kuning atau absorbansnya semakin kecil.

Metode DPPH memiliki keunggulan yaitu sederhana, analisis cepat, mudah,
dan sensitivitas tinggi (Wulansari 2018). Pengujian dilakukan pada panjang
gelombang 517 nm berupa nilai absorbans yang akan dikoreksi dengan kontrol
negatif. Nilai aktivitas antioksidan sampel dibandingkan dengan standar asam
askorbat dalam ekuivalen asam askorbat ppm AEAC (ascorbic acid equivalent
antioxidant capacity). Hasil pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak seduhan
kopi biji carica dieng dapat dilihat pada Tabel 1. Nilai kapasitas antioksidan
menunjukkan aktivitas sampel dalam meredam radikal yang ekuivalen dengan
konsentrasi asam askorbat. Rumus regresi standar asam askorbat y=0,0006x—
0,0138 dengan determinasi 99,86%. Hasil uji ANOVA antioksidan menujukkan
perbedaan signifikan pada setiap level penyangraian pada tingkat kepercayaan 5%
yang ditandai dengan notasi huruf yang berbeda. Hal ini berarati bahwa pada

setiap level suhu perlakuan memengaruhi aktivitas antioksidannya.
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Gambar 3 Struktur senyawa melanoidin

Kapasitas antioksidan ekuivalen asam askorbat seduhan kopi biji carica
berkisar antara 83 ppm hingga 459,67 ppm AEAC. Kapasitasnya semakin besar
seiring suhu penyangraian. Aktivitas antioksidan sering dikorelasikan dengan
kandungan metabolit sekundernya. Data kandungan total fenolik menurun pada
suhu sangrai 150—165 °C | lalu naik pada 200—215 °C .Begitu juga pada aktivitas
antioksidannya yang tinggi pada suhu sangrai 200-215 °C . Aktivitas antioksidan
seduhan kopi biji carica tidak hanya berasal dari senyawa fenoliknya karena dapat
terdegradasi pada suhu tinggi, melainkan ada reaksi lainnya. Hustiany (2016) dan
Kurniawan et al. (2017) menyebutkan bahwa penyangraian menyebabkan
pencoklatan (browning) atau reaksi Maillard menghasilkan produk senyawa yang
memiliki aktivitas antioksidan. Senyawa melanoidin sebagai MRPs berkontribusi
dalam aktivitas antioksidan melalui peredaman radikal peroksil pada pengujian
metode ORAC dan ABTS (Liu dan Kitts 2011) serta DPPH (Vignoli et al. 2011).
Senyawa fenolik dan MRPs juga memiliki aktivitas antioksidan in vivo pada
pengujian model hepatosit dan makrofag tikus yang terbukti dapat melindungi sel
dari stress oksidatif dan inflamasi dengan meningkatkan glutation serta
merangsang ekspresi gen yang terkait dengan seluler sistem antioksidan (Jung et

al. 2017).

Analisis Gugus Fungsi FTIR
Analisis FTIR dilakukan untuk mengidentifikasi gugus fungsi senyawa dari
penyerapan atau emisi zat terhadap spektrum inframerah. Teknik ini sangat
berguna dalam identifikasi gugus fungsi senyawa organik dan organometalik.

Pengukuran spektrum IR dilakukan pada daerah cahaya inframerah tengah (mid-



infrared) yaitu pada panjang gelombang 2,5-50 pum atau bilangan gelombang
4000200 cm™. Menurut Dachriyanus (2004), energi yang dihasilkan oleh radiasi
elektromagnetik ini menyebabkan getaran atau vibrasi pada molekul. Energi yang
terlibat pada vibrasi tergantung pada panjang ikatan dan berat atom-atom yang
saling berikatan. Setiap atom yang berbeda akan tervibrasi dengan cara dan
jumlah energi yang berbeda pula.
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Gambar 4 Spektrum FTIR ekstrak seduhan kopi biji carica

Ikatan-ikatan antar atom pada dasarnya selalu bervibrasi, namun dapat
berubah dalam keadaan vibrasi yang lebih tinggi saat diberikan sejumlah energi
yang tepat sama. Jumlah energi yang dibutuhkan bervariasi pada setiap ikatan dan
akan menyerap energi elektromagnetik yang berbeda-beda. Pita absorbsi
inframerah sangat khas dan spesifik untuk setiap tipe ikatan kimia atau gugus
fungsi. Sederhanya, ketika suatu frekuensi dari radiasi inframerah dilewatkan pada
suatu sampel organik maka akan terjadi penyerapan frekuensi pada senyawa
tersebut. Detektor alat akan mendeteksi frekuensi yang diserap sebagai absorbans
atau transmisi cahaya yang tidak diserap sebagai persen transmitan.

Identifikasi setiap absorbsi ikatan yang khas dari gugus fungsi menjadi basis

interpretasi spektrum. Penggunaan FTIR terhadap ekstrak kopi biji carica dieng



dimaksudkan untuk mengonfirmasi gugus fungsi senyawa MPRs pada sampel.
Gambar 4 menunjukkan gabungan 3 spektrum FTIR ekstrak kopi biji carica.
Ekstrak level sangrai 200-215°C  tampak memiliki spektrum intensitas
transmitans paling rendah, diikuti level 150-165 °C , sementara level sangrai suhu
terendah juga memiliki intensitas transmitans paling tinggi. Intensitas transmitans
yang tinggi menandakan jumlah molekul berikatan pada sampel lebih sedikit
karena perlakuan suhu menyebabkan terputusnya ikatan atau deformasi menjadi
senyawa lain (Wendri et al. 2020). Ini sebagai dugaan awal terbentuknya senyawa
MPRs seiring peningkatan level suhu sangrai.

Berdasarkan spektrum yang dihasilkan, terlihat adanya pita regangan yang
lebar dari gugus fungsi —OH pada bilangan gelombang 3303,47 cm™ untuk sampel
dengan level sangrai 100-115°C, dan 3304,37 cm™ pada level 150-165 °C , serta
3413,84 ¢cm™ pada level 200-215 °C . Ini juga dikonfirmasi dengan munculnya
regangan C—O pada daerah sidik jari 1100-1000 cm™. Intensitas keseluruhan
regangan —OH mendominasi spektrum yang menandakan tingginya kandungan
gugus hidroksil pada struktur melanoidin (Mohsin et al. 2019). Perbedaan
signifikan terlihat pada puncak regangan hidroksil level sangrai 200-215 °C yang
lebih tajam dibandingkan level lainnya. Hal ini terkait gugus hidroksil yang
berasal dari fenolik terikat pada struktur melanoidin selama penyangraian (Oracz
dan Zyzelewicz 2019).

Tabel 2 Gugus fungsi pada seduhan kopi biji carica dieng

Bilangan gelombang (cm™)

Gugus fungsi
100-115°C 150-165 °C 200-215°C.,

3303.,47 3304,37 3413,84 nO-H
2924,05 ; 2926,09 ; 2956,79 ; 2917,79; nC-H (CH,,CHs)
1459,72 1451,36 1462,72

2092,06 2091,81 - nC=C atau nC=N
1655,94 1655,09 1661,50 nC=0
1539,10 1538,44 1545,44 nC=C aromatik
1238,46 1237,31 - C-O-H (fenol)

1073,95 1074,46 1109,18 nC-0, nC-C, nC-N




Selanjutnya, gugus fungsi C=C atau C=N tampak pada level sangrai
100-115°C dan 150-165 °C berturut-turut 2092,06 cm” dan 2091,81 cm™,
sementara pada level 200-215 °C tidak ditemukan. Hal ini mungkin terjadi akibat
perlakuan suhu yang lebih tinggi pada sampel (Mohsin et al. 2018). Regangan
C=0 terlihat dengan intensitas kuat pada ketiga sampel berturut-turut 1655,94
cm™, 1655,09 cm™, dan 1661,50 cm” yang kemungkinan berasal dari gugus
—COOH. Regangan ikatan rangkap C=C aromatik terlihat pada panjang
gelombang 1539,10 cm™, 1538,44 cm'1, dan 1545,44 cm™ yang pita absorbsinya
semakin mereduksi pada kenaikan level sangrai. Rentang bilangan gelombang
1700-1500 cm terlihat perubahan struktur karbonil akibat faktor pemanasan yang
diduga karena adanya reaksi kondensasi aldol (Mohsin et al. 2019). Sedikit
bergeser ke arah kanan ditemuka regangan —CH, masing-masing 1450,72 c¢cm™,

1451,36 cm™, dan 1545,44 cm™.

Analisis Klaster

Analisis  multivariat merupakan suatu teknik analisis statistika untuk
menganalisis data yang terdiri dari banyak variabel, baik variabel bebas
(independen) maupun variabel tidak bebas (dependen). Analisis multivariat
memungkinkan adanya analisis pada data lebih dari dua variabel sekaligus.
Analisis klaster digunakan untuk mengelompokkan elemen data yang mirip
menjadi kelompok yang berbeda dan saling independen. Data yang paling dekat
kesamaan karakteristiknya berdasarkan set variabel tertentu berada dalam klaster
yang sama. Berbeda dengan analisis multivariat lainnya, analisis klaster tidak
mengestimasi set variabel secara empiris melainkan ditentukan oleh peneliti. Cara
kerja analisis klaster mencakup tiga hal, yaitu mengenai bagaimana cara
mengukur kesamaan antar objek, baik dalam ukuran korelasi, jarak, maupun
asosiasi; prosedur pengelompokan objek-objek yang memiliki kesamaan tinggi
dalam satu klaster; serta banyaknya klaster yang terbentuk, semakin sedikit klaster

maka homogenitasnya akan menurun (Wijaya dan Budiman 2016).



Ward's method using Squared Euclidean distance

Relgtive distance

B : Data bilangan gelombang level 100-115°C
B : Data bilangan gelombang level 150-165°C
M : Data bilangan gelombang level 200-215°C
Gambar 5 Dendogram klusterisasi data FTIR ekstrak kopi biji carica

Klasterisasai pada penelitian ini untuk melihat pengaruh suhu penyangraian
terhadap karakteristik spektrum FTIR sampel. Apabila setiap level berbeda
klaster, maka diasumsikan bahwa masing-masing level suhu memberikan
pengaruh yang berbeda pada kandungan sampel dilihat dari spektrumnya. Metode
Ward lingkage digunakan untuk mengelompokkan objek dalam varians internal
sekecil mungkin berdasarkan jarak antara dua klaster pada sum of square. Metode
ini efektif dan paling sering digunakan dibanding metode lain karena memiliki
struktur paling seimbang untuk mereduksi kelompok secara sistematis dan
hierarkis (Thamrin dan Wijayanto 2021).

Gambar 5 menunjukkan struktur dendogram pada data bilangan gelombang
FTIR ekstrak kopi biji carica. Pada klasterisasi divisive dapat dilihat bahwa
awalnya akan terbentuk dua klaster meliputi klaster level penyangraian 100-115
°C (hijau) dan 150-165°C (merah) yang termasuk dalam satu klaster, serta level
sangrai 200-215°C (biru) menjadi klaster sendiri. Hal ini berarti bahwa adanya

kemiripan bilangan gelombang antara sampel penyangraian suhu 100-115°C dan



150-165°C . Selanjutnya pada klasterisasi 3 kelompok, klaster penyangraian 100—
115°C (hijau) dan 150-165°C (merah) terpisah dalam kelompok yang berbeda
pada jarak euclidean masing-masing 3,23 dan 2,75 satuan, sementara level sangrai
200-215°C terpisah jauh pada jarak 7 satuan. sebesar. Euclidean distance (ED)
sendiri merupakan panjang segmen garis antar dua titik dalam ruang euclidean,
sehingga semakin berdekatan jaraknya maka objek-objek tersebut semakin mirip.
Level sangrai 200-215°C memiliki karakteristik spektrum yang berbeda jauh
dibandingkan level lainnya, sedangkan level 100-115°C dan 150-165°C lebih
mirip. Suhu sangrai level 200-215°C memberi pengaruh yang besar pada

kandungan senyawanya.



SIMPULAN

Proses penyangraian pada pembuatan kopi biji carica berpengaruh terhadap
aktivitas antioksidannya, semakin tinggi level suhu sangrai potensi aktivitas
antioksidannya semakin tinggi. Aktivitas antioksidan AEAC ekstrak seduhan kopi
biji carica dieng disinyalir berasal dari metabolit sekunder golongan fenolik dan
juga senyawa produk reaksi Maillard (MRPs) dari proses penyangraian. Proses
sangrai menghasilkan melanoidin sebagai senyawa MPRs yang memiliki
kontribusi terhadap aktivitas antioksidan. Hal ini dikonfirmasi melalui spektrum
FTIR pada ekstrak kering seduhan kopi biji carica yang menunjukkan adanya
penanda gugus fungsi melanoidin. Analisis kedekatan spektrum FTIR dengan
klasterisasi metode Ward menunjukkan ada kemiripan antara level sangrai 100—

115°C dan 150-165°C dibandingkan level 200-215°C .
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