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RINGKASAN

Ratna Aprilia Silvi Rahayu. Optimasi Formula Rumput Laut Cokelat (Sargassum
sp), Kayu Manis (Cinnamomum burmannii) dan Jahe Emprit (Zingiber officinale
Var Amarum) Sebagai Minuman Fungsional Penghambat a-Glukosidase (dibawah
bimbingan Bapak Dr. Ir. Muhamad Firdaus, MP).

Sargassum sp. diketahui mengandung florotanin, sejenis polifenol yang juga
berkemampuan menurunkan glukosa darah melalui kemampuan menghambat
aktivitas a-glukosidase. Kayu manis mempunyai manfaat kesehatan diantaranya
sebagai anti hiperglikemik. Senyawa yang dapat berperan sebagai penghambat
aktivitas a-glukosidase adalah senyawa kafeat dan sinamat, Methylhidroxy
Calcone Polymer (MHCP) sinamaldehid dan polimer procyanidin type-A polymers.
Jahe emprit (Zingiber officinale var. Amarum) merupakan salah satu jenis jahe
yang banyak dimanfaatkan sebagai bahan baku obat-obatan karena memiliki
senyawa gingerol dan shogaol yang berpotensi dapat menurunkan kadar gula
dalam darah.

a-glukosidase adalah enzim yang berperan dalam pemecahan karbohidrat
menjadi glukosa pada saluran pencernaan. Minuman fungsional merupakan
pangan yang memiliki fungsi untuk menjaga kesehatan yang sudah terbukti
melalui studi ilmiah. Minuman fungsional berasal dari tanaman yang memiliki
khasiat dalam mencegah penyakit. Pencampuran dari bahan yang digunakan
diharapkan memiliki aktivitas yang sinergis dalam menghambat aktivitas a-
glukosidase.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui optimasi formula dari
pencampuran Sargassum sp., kayu manis (Cinnamomum burmanii), dan jahe
emprit (Zingiber officinale Var Amarum) sebagai minuman fungsional penghambat
a-glukosidase. Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari hingga Maret 2018 yang
bertempat di Laboratorium Perekayasaan Hasil Perikanan dan Laboratorium
Hidrobiologi Fakultas Perikanan dan limu Kelautan Universitas Brawijaya, Fakultas
Laboratorium Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim untuk pengujian fitokimia dan untuk pengujian UPLC-
MS/MS dilakukan di Pusat Laboratorium Forensik Jakarta Timur.

Metode penelitian yaitu metode eksperimen. Penelitian ini terbagi dalam dua
tahap yaitu penelitian pendahuluan dan penelitian utama. Penelitian pendahuluan
digunakan untuk menentukan titik tengah konsentrasi ekstrak Sargassum sp.,
ekstrak kayu manis dan ekstrak jahe emprit yang digunakan pada penelitian
utama. Penelitian utama untuk menentukan optimasi formulasi minuman
fungsional dengan menggunakan program Design Expert 11. Metode optimasi
Respone Surface Method (RSM) Box-Behnken dengan kombinasi tiga faktor yaitu
konsentrasi ekstrak Sargassum sp. (A1), konsentrasi ekstrak kayu manis (A2) dan
konsentrasi ekstrak jahe emprit (A3). Variabel responnya terdiri dari rasa (B1),
warna (B2), kenampakan (B3), aroma (B4), pH (B5), total polifenol (B6) dan
penghambatan a-glukosidase (B7). Dilanjutkan dengan pengujian fitokimia untuk
memudahkan dalam penggolongan senyawa, uji ICso (inhibition concentration
50%) serta uji UPLC MS/MS minuman fungsional. Data penelitian setiap respon
dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) untuk mengetahui
pengaruh perlakuan terhadap variable respon yang dilakukan.

Hasil penelitian pendahuluan diperoleh hasil titik tengah untuk konsentrasi
Sargassum sp.17,5% dengan nilai pH 7,24, nilai rasa 2,26, nilai warna 3,74, nilai
kenampakan 3,63 dan nilai aroma 2,17. Ekstrak kayu manis diperoleh titik tengah
pada konsentrasi 15% dengan nilai pH 7,84, nilai rasa 3,03, nilai warna 4,00, nilai
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kenampakan 3,94 dan nilai aroma 2,91. Ekstrak jahe emprit diperoleh titik tengah
pada kosentrasi 32,5% dengan nilai pH 7,99, nilai rasa 2,31, nilai warna 2,63, nilai
kenampakan 2,71 dan nilai aroma 2,74

Hasil penelitian utama yang diperoleh yaitu formula minuman fungsional
yang disarankan program Design Expert 11 yaitu ekstrak Sargassum sp. 18,168%,
kayu manis 13,523%, dan jahe emprit 35,000%. Hasil uji ICso pada minuman
fungsional yang disarankan program Design Expert 11 yaitu sebesar 12,938,98
ppm minuman dapat menghambat 50% aktivitas a-glukosidase. Hasil uji fitokimia
menunjukkan bahwa pada minuman fungsional positif mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid, tanin, fenol dan saponin. Dari beberapa analisis yang dilakukan
pada penelitian utama tidak didapatkan hasil yang optimal pada minuman
fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit terhadap
penghambatan a-glukosidase. Hal ini dikarenakan oleh range konsentrasi yang
terlalu dekat pada bahan yang digunakan. Oleh karena itu perlu adanya perbaikan
dan range konsentrasi lebih diperpanjang sehingga dapat menghasilkan produk
yang optimal dengan nilai kepercayaan yang lebih tinggi.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sargassum sp. merupakan salah satu jenis rumput laut cokelat yang banyak
terdapat di perairan Indonesia yang memiliki nutrisi yang cukup tinggi (Hidayati et
al., 2017). Sargassum sp. juga mengandung karbohidrat, protein, abu, air, vitamin
dan mineral dalam bentuk makro dan mikro elemen yaitu kalium (K), natrium (Na),
magnesium (Mg), fosfat (P), iodin (I) dan besi (Fe) (Syad et al,. 2013). Sargassum
sp. memproduksi senyawa bioaktif berupa metabolit sekunder yaitu berupa
florotanin, alkaloid, triterpenoid, steroid, saponin, fenol, flavonoid dan kuinon
(Putranti, 2013). Alga cokelat termasuk tinggi kadar senyawa fenolik. Salah satu
senyawa fenolik yang dapat menurunkan kadar gula darah adalah florotanin
(Sedjati et al., 2018). Florotanin adalah anggota keluarga senyawa fenolik yang
spesifik ditemukan pada alga cokelat dan diketahui sangat kuat bioaktivitasnya
(Sanjeewa et al., 2016). Sejalan dengan penelitian Park, et al. (2018), bahwa
senyawa florotanin menunjukkan adanya potensi sebagai penghambat aktivitas a-
glukosidase.

Tanaman kayu manis termasuk famili Lauraceae dengan jumlah spesies
yang beragam dan tumbuh dengan baik pada iklim tropis (Apriani, 2012). Jenis
kayu manis asal Indonesia adalah Cinnamomum burmannii yang sudah lama
dikenal masyarakat sebagai rempah-rempah serta secara tradisional dapat
digunakan untuk meringankan penyakit pada penderita hiperglikemia (BPOM,
2009). Kayu manis (Cinnamomum burmannii) memiliki kandungan berbagai
senyawa kimia yang dapat menurunkan glukosa darah melalui penghambatan
aktivitas a-glukosidase (Gunawan dan Suhendra, 2015). Senyawa yang dapat
berperan sebagai penghambat aktivitas a-glukosidase adalah senyawa kafeat,

sinamat dan sinamaldehid dengan gugus sinamoil sebagai penghambat



(Ngadiwiyana et al., 2011). Penelitian tentang Cinnamomum burmannii sebagai
antidiabetes telah dilakukan oleh Mauldina (2011) yang dapat menghambatan
aktivitas a-glukosidase dengan nilai 1Cso 2,11 pg/mL yang berarti sangat
berpotensi sebagai senyawa penghambat aktivitas a-glukosidase.

Jahe emprit memiliki komponen aktif antidiabetes melalui aktivitas
penghambatan a-glukosidase (Akhani et al., 2001). Senyawa yang berperan
sebagai antioksidan dalam jahe adalah substansi fenol (Tsai et al., 2005).
Komponen aktif hipoglisemik yang berasal dari tumbuh-tumbuhan adalah
terpenoid, alkaloid, cumarin, dan flavonoid (Negri, 2005). Berdasarkan hal-hal
tersebut maka diduga jahe emprit yang mengandung senyawa fenol yang
mempunyai kemampuan mereduksi sehingga juga mempunyai sifat hipoglisemik.
Menurut Yanto, et al. (2016), senyawa yang diduga sebagai antidiabetik pada
rimpang jahe adalah gingerol, shogaol, paradol, fenol, dan zingeron yang
merupakan derivat dari flavonoid.

a-glukosidase adalah enzim yang mengkatalisis pemotongan ikatan
glikosidik pada oligosakarida. Aktivitas a-glukosidase dapat berupa degradasi
polisakarida menjadi unit monosakarida, sehingga dapat diserap dan digunakan
oleh organisme. Oleh karena itu pada kondisi hiperglikemia dimana konsentrasi
gula pada darah yang tinggi melebihi normal seperti pada penderita diabetes,
penghambatan kerja a-glukosidase dapat membantu mengatasi kondisi
hiperglikemia karena jumlah monosakarida yang dapat diserap oleh usus menjadi
berkurang (Febrinda et al., 2013).

Bahan-bahan alami dari tanaman banyak mengandung senyawa bioaktif
yang dapat digunakan secara luas salah satunya yaitu pangan fungsional. Menurut
Zakaria (2015), bahwa pangan fungsional merupakan pangan dalam bentuk
produk pangan normal yang dikonsumsi sebagai makanan dan minuman yang

dapat memberikan efek manfaat bagi kesehatan selain manfaat zat gizi yang



dikandungnya. Simpson, et al. (2005) menyebutkan bahwa minuman fungsional
adalah salah satu jenis pangan fungsional berupa produk minuman yang dibuat
untuk mempengaruhi dan menguntungkan satu atau lebih banyak fungsi target di
dalam tubuh di luar efek nutrisi yang memadai dengan cara yang relevan untuk
meningkatkan kesehatan atau pengurangan resiko penyakit.

Ketiga tanaman yang digunakan sebagai bahan baku sudah pernah
dibuktikan bahwa dapat menghambat aktivitas a-glukosidase. Penelitian ini
dilakukan untuk membuat minuman fungsional dengan mengkombinasikan ketiga
bahan utama menjadi satu formula minuman. Dalam penelitian ini produk yang
dihasilkan disebut minuman fungsional karena ditinjau dari fungsinya yaitu sebagai
produk untuk mencegah penyakit sehingga dapat menjadi konsumsi konsumen
sehari-hari yang mana dapat diterima dari segi organoleptik dan yang terpenting
diharapkan mampu memberikan efek yang optimal terhadap penghambatan a-
glukosidase.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah formulasi Sargassum sp., kayu manis (Cinnamomum burmannii)
dan jahe emprit (Zingiber officinale var Amarum) dapat memberikan hasil optimal
terhadap aktivitas penghambatan a-glukosidase?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui formula pencampuran
Sargassum sp., kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan jahe emprit (Zingiber
officinale Var Amarum) sebagai minuman fungsional yang memberikan hasil

optimal terhadap aktivitas penghambatan a-glukosidase.



1.4 Kegunaan
Kegunaan penelitian ini untuk memberikan informasi mengenai minuman
fungsional kombinasi antara Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit yang

mampu secara optimal dapat menghambat aktivitas a-glukosidase.

1.5 Hipotesis

Minuman fungsional kombinasi antara Sargassum sp., kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan jahe emprit (Zingiber officinale Var Amarum) dapat
memberikan hasil yang optimal sebagai minuman fungsional penghambat aktivitas

a-glukosidase.

1.6 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboraturium Perekayasaan Hasil Perikanan
Gedung C lantai 1, dan Laboraturim Hidrobiologi Fakultas Perikanan dan Ilimu
Kelautan, Laboratorium Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim dan Pusat Laboratorium Forensik Jakarta Timur

pada bulan Januari hingga Maret 2019.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Rumput Laut Coklat (Sargassum sp.)

Menurut Suparmi dan Sahri (2009), rumput laut atau seaweed merupakan
salah satu tumbuhan laut yang tergolong dalam makroalga benthik yang banyak
hidup melekat di dasar perairan. Rumput laut merupakan ganggang yang hidup di
laut dan tergolong dalam divisi thallophyta. Klasifikasi rumput laut berdasarkan
kandungan pigmen terdiri dari 4 kelas, yaitu rumput laut hijau (Chlorophyta),
rumput laut merah (Rhodophyta), rumput laut coklat (Phaeophyta) dan rumput laut
pirang (Chrysophyta). Rumput laut ini merupakan salah satu kelompok tumbuhan
laut yang mempunyai sifat tidak bisa dibedakan antara bagian akar, batang, dan
daun. Seluruh bagian tumbuhan disebut thallus, sehingga rumput laut tergolong
tumbuhan tingkat rendah (Susanto dan Mucktianty, 2002). Bentuk thallus rumput
laut bermacam-macam, ada yang bulat seperti tabung, pipih, gepeng, bulat seperti
kantong, rambut, dan lain sebagainya. Sargassum sp. dapat dilihat pada gambar

1.

Klasifikasi rumput laut cokelat Sargassum sp. menurut Anggadiredja, et al.

(2006), adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Divisio : Phaeophyta
Class : Phaeophyceae
Ordo : Fucales
Family : Sargassaceae
Genus . Sargassum

Species : Sargassum sp.



Rumput laut Sargassum sp. merupakan tumbuhan cosmopolitan yang
dijumpai tumbuh di perairan karang dan pantai. Sargassum sp. adalah rumput laut
penghasil alginofit diperoleh dari kelp yang merupakan rumput laut dari daerah
subtropics, sedangkan di perairan Indonesia hanya mempunyai alginofit dari jenis
Sargassum dan Turbinaria (Sulistijo, 2002). Lingkungan tempat tumbuh
Sargassum terutama di daerah perairan yang jernih dengan substrat dasar batu
karang, karang mati, batuan vulkanik, dan benda-benda yang bersifat massive
yang berada di dasar perairan (Muslimin dan Sari, 2017). Sargassum tumbuh di
daerah intertidal, subtidal, sampai daerah tubir dengan ombak besar dan arus
keras. Kedalaman untuk pertumbuhan dari 0,5-10 m. Sargassum dapat tumbuh
sepanjang tahun, bersifat perenial atau setiap musim barat maupun timur dapat
dijumpai di berbagai perairan (Kadi, 2005).

Sargassum sp. merupakan salah satu rumput laut yang memberikan potensi
bagi kesehatan manusia apabila diperlakukan dengan tepat. Pemanfaatan
Sargassum sp. sebagai produk olahan pangan bagi masyarakat. Ditinjau dari
kandungan komponen bioaktif, rumput laut cokelat ini sangat berpotensi untuk
dikembangkan sebagai produk pangan fungsional yang dapat meningkatkan
kesehatan masyarakat. Menurut Pratiwi (2014) bahwa Sargassum sp. merupakan
alga yang mengandung senyawa metabolit sekunder yang mempunyai aktivitas
penghambatan terhadap dan a-glukosidase. Jeeva, et al. (2012), bahwa alga
cokelat mengandung metabolit sekunder yang bermanfaat bagi kesehatan antara
lain senyawa alkaloid, glikosida, tanin dan steroid yang banyak digunakan
menjaga kesehatan dan untuk pencegahan.

2.2 Kayu Manis (Cinnamomum burmannii)
Deskripsi tanaman kayu manis berupa pohon, tumbuh tegak, tahunan, dan

tingginya bisa mencapai 15 m. Batang berkayu, bercabang, dan berwarna hijau



kecoklatan. Daun tunggal, berbentuk lanset, ujung dan pangkal meruncing, tepi
rata, saat masih muda berwarna merah tua atau hijau ungu, dan daun tua
berwarna hijau. Bunga majemuk malai, muncul dari ketiak daun, berambut halus,
dan mahkota berwarna kuning. Buah berwarna hijau saat muda dan hitam setelah
tua. Kulit batang mengandung damar, lendir, dan terutama minyak atsiri yang
mudah larut dalam air (Syukur dan Hernani, 2002). Pada pengamatan secara
makroskopis, potongan kulit kayu manis berbentuk gelondong, agak menggulung
dan membujur, sedikit pipih atau seperti berkas yang terdiri dari tumpukan
beberapa potong kulit yang membujur. Panjang bisa mencapai 1 m, tebal kulit 1
mm hingga 3 mm atau lebih (Departemen Kesehatan RI, 1977). Kayu manis dapat

dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Kayu Manis (Rusli dan Abdullah, 2009)

Klasifikasi kayu manis menurut Sunanto (2009), adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliidae

Ordo : Laurales

Famili : Lauraceae

Genus : Cinnamomum

Spesies : Cinnamomum burmannii

Tasia dan Widyaningsih (2014), menyatakan bahwa kayu manis merupakan
tumbuhan asli Asia Selatan, Asia Tenggara dan daratan Cina, Indonesia termasuk
di dalamnya. Tumbuhan ini termasuk famili Lauraceae yang memiliki nilai ekonomi
dan merupakan tanaman tahunan yang memerlukan waktu lama untuk diambil

hasilnya. Komoditas ini selain digunakan sebagai rempah, hasil olahannya seperti



minyak atsiri dan oleoresin banyak dimanfaatkan dalam industri-industri farmasi,
kosmetik, makanan, minuman, rokok, dan lain-lain. Kayu manis mengandung
minyak atsiri, eugenol, safrole, sinamaldehid, tanin, kalsium oksalat, damar dan
zat penyamak, dimana sinamaldehid merupakan komponen yang terbesar yaitu
sekitar 70 % (Tasia dan Widyaningsih, 2014).

Komponen kimia terbesar pada kayu manis adalah alkohol sinamat,
kumarin, asam sinamat, sinamaldehid, antosinin dan minyak atsiri dengan
kandungan gula, protein, lemak sederhana, pektin dan lainnya (Al-Dhubiab, 2012).
Kayu manis mengandung sinamaldehid, eugenol, asam sinamat, katekin,
epikatekin, dan senyawa polifenol (Qin, 2010). Selain sebagai penambah cita rasa
masakan, kayu manis juga mempunyai manfaat kesehatan diantaranya sebagai
anti hiperglikemik (Rui et al., 2009). Di Indonesia spesies kayu manis yang
ditemukan diantaranya Cinnamomum burmannii yang juga memiliki aktivitas
hipoglikemia. Berdasarkan penelitian Anggriawan, et al. (2015) bahwa serbuk
Cinnamomum sp. mampu menghambat enzim a-glukosidase dalam berbagai
konsentrasi.

2.3 Jahe Emprit (Zingiber officinale var Amarum)

Tanaman jahe termasuk dalam famili Zingiberaceae, merupakan tanaman
berumur panjang dengan rimpang di dalam tanah yang bercabang-cabang dan ke
atas mengeluarkan tunas serta batang-batang yang dibalut oleh pelepah daun,
dengan tinggi tanaman yang dapat mencapai 0,4 — 0,6 m (Wijayakusuma, 2002).
Tanaman jahe adalah tanaman rumput-rumputan berbatang semu. Batang semu
jahe diselubungi oleh dasar pelepah daun. Bagian jahe yang banyak digunakan
manusia adalah rhizomanya. Rhizo ataupun rimpang jahe merupakan batang yang
tumbuh dalam tanah. Bentuk rimpang jahe bercabang-cabang dan tidak teratur.

Tanaman jahe dapat diperbanyak dengan menanam rhizoma yang sudah cukup



tua, minimal berumur 9 bulan (Koswara, 1995). Menurut Sutarno, et al. (1999),
dikenal 3 varietas jahe di Indonesia berdasarkan bentuk, ukuran, dan warna
rimpangnya, yaitu jahe besar (sering disebut jahe gajah atau jahe badak), jahe
kecil (jahe emprit), dan jahe merah (jahe sunti).

Klasifikasi jahe emprit menurut Kumar, et al. (2011), adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas . Liliopsida

Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Zingiber

Spesies . Zingiber officinale Rosce
Varietas : Zingiber officinale var. Amarum

Jahe emprit dikenal dengan nama Latin “Zingiber officinale var Amarum”
memiliki rimpang dengan bobot berkisar antara 0,5-0,7 kg/rumpun. Struktur
rimpang kecil-kecil dan berlapis. Daging rimpang berwarna putih kekuningan.
Tinggi rimpangnya dapat mencapai 11 cm dengan panjang antara 6-30 cm dan
diameter antara 3,27-4,05 cm. Ruasnya kecil, agak rata sampai agak sedikit
menggembung. Jahe ini selalu dipanen setelah berumur tua (Putri, 2014). Batang
jahe kecil atau jahe emprit berbentuk bulat, berwarna hijau muda, dan diselubungi
oleh pelepah daun sehingga agak keras. Susunan daun berselang-seling dan
teratur dengan warna permukaan daun bagian atas hijau muda. Jumlah daun
dalam satu pohon sebanyak 20-29 lembar. Ukuran rimpang relatif kecil dan
berbentuk agak pipih, berwarna putih sampai kuning. Akar berserat agak kasar
dengan ukuran panjang hingga 20 cm dan diameter 5,9 cm. Rimpang jahe kecil
aromanya agak tajam dan terasa pedas (Lentera, 2002). Jahe emprit dapat dilihat

pada Gambar 3.
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Gambar 3. Jahe Emprit (Hapsoh et al., 2010)

Menurut Ramadhan (2013) bahwa air rebusan jahe emprit dikenal sangat
ampuh dan bermanfaat untuk menghangatkan badan dan mengoptimalkan
kesehatan tubuh. Hal ini disebabkan karena kandungan gingerol, zhingeron dan
shogaol memberikan rasa pedas dan memberikan efek hangat yang sangat
dominan. Jahe mengandung zat aktif zingiberen 5,60%, zingeron 6,53%, as-
heksadekanoat 3,07%, cis-6-shogaol 5,70%, trans-6-shogaol 12,78%, gingerol
8,22%, cis-8-shogaol 5,29%, asfa roemehibrin 6,17%, decanon 3,30 dan asam
benzena asetat 1,47% (Sembiring, 2014). Rimpang jahe emprit juga mengandung
gizi cukup tinggi, antara lain 58% pati, 8% protein, 3-5% oleoresin dan 1-3%
minyak atsiri (Sari et al., 2006).

Penggunaan minuman jahe sebagai bahan pangan sebenarnya sudah lama
dilakukan diberbagai negara berkembang. Indonesia merupakan salah satu
negara yang memanfaatkan jahe sebagai bahan pangan bumbu dan minuman
sudah menjadi kebiasaan turun temurun. Pemberian jahe dalam bentuk perasan
dapat menurunkan kadar glukosa darah (Djama’an et al., 2012). Kandungan
senyawa dari jahe emprit yang utama adalah minyak atsiri dan non atsiri. Senyawa
yang diduga dapat digunakan untuk menurunkan kadar gula darah pada rimpang
jahe emprit adalah gingerol, shogaol, paradol, fenol, dan zingeron yang

merupakan derivat dari flavonoid (Yanto et al., 2016).
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2.4 Senyawa Bioaktif Sebagai Penghambat a-glukosidase

2.4.1 Sargassum sp.

Alga cokelat mengandung metabolit sekunder yang bermanfaat bagi
kesehatan antara lain senyawa alkaloid, glikosida, tanin dan steroid yang banyak
digunakan dalam pengobatan dan industri farmasi serta senyawa fenolik dan
flavonoid yang memiliki aktivitas a-glukosidase dan berpotensi memberikan efek
pencegahan penyakit (Nagappan et al., 2017). Sargassum sp. sudah dikaji secara
luas menunjukkan potensi adanya senyawa polifenol di dalamnya. Polifenol adalah
bioaktif yang beraktivitas penurun glukosa darah karena mampu menghambat
aktivitas a-glukosidase. Polifenol sebagai inhibitor a-glukosidase memiliki sifat
inhibisi reversibel, dimana polifenol bekerja sebagai inhibitor kompetitif terhadap
kerja enzim dengan membentuk senyawa kompleks yang membuat pati masuk ke
dalam tubuh tidak dapat terhidrolisis oleh enzim karena sisi aktif enzim tidak dapat
mengenai substratnya (Setiawan, 2018).

Senyawa fenolik merupakan salah satu antihiperglikemik yang paling efektif
dalam alga cokelat. Kandungan fenolik pada alga cokelat sebesar 20-30% berat
kering. Berdasarkan penelitian Pratama, et al. (2015), bahwa senyawa fenolik
berupa saponin memiliki efek antihiperglikemik penghambat aktivitas a-
glukosidase, dan Mun'im dan Andriani (2014), menyatakan bahwa alga cokelat
memiliki kandungan senyawa tanin memiliki kemampuan sebagai penghambat a-
glukosidase.

Di dalam rumput laut cokelat sangat didominasi oleh adanya senyawa
polifenol. Senyawa polifenol dapat digunakan sebagai senyawa antihiperglikemik
dengan cara menghambat a-glukosidase. Menurut Hikmah (2015), bahwa
senyawa polifenol dapat berperan dalam interaksi dengan sisi aktif enzim a-

glukosidase yaitu antara ikatan hidrogen antara gugus hidroksi dari ligan polifenol
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dengan residu katalitik dari tempat pengikatan sehingga terjadi pembentukan
sistem konjugasi 1. Jika ini terjadi maka gula tidak bisa berikatan dengan enzim
sehingga tidak terjadi pemecahan (Hikmah, 2015). Firdaus, et al. (2017)
mengatakan bahwa alga cokelat Sargassum sp. diketahui mengandung senyawa
polifenol salah satunya adalah senyawa florotanin yang memiliki aktivitas
penghambatan dan mampu menurunkan glukosa darah.

Struktur senyawa florotanin dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Struktur Senyawa Florotanin (Paudel, 2019)

2.4.2 Kayu Manis (Cinnamomum burmannii)

Senyawa yang dapat berperan sebagai penghambat aktivitas a-glukosidase
adalah senyawa kafeat dan sinamat (Adisakwattana et al., 2007). Tanaman dan
minyak kayu manis dipakai sebagai pengobatan tradisional diabetes. Komponen
utama minyak kayu manis adalah sinamaldehid (42-75%), sedangkan komponen
lain adalah eugenol, a-pinen, linalool dan benzaldehid (Prasetya dan Ngadiwiyana,
2006). Sinamaldehid mempunyai gugus fungsi yang paling mirip dengan senyawa
kafeat dan sinamat dibandingkan komponen minyak kayu manis yang lain
sehingga mempunyai kemampuan penghambatan aktivitas a-glukosidase
(Ngadiwiyana et al., 2011).

Hasil penelitian Anggriawan, et al. (2015), bahwa ekstrak air dan etanol C.
burmannii mampu menghambat aktivitas a-glukosidase. Aktivitas penghambatan
tertinggi terhadap a-glukosidase adalah dari ekstrak etanol 30% C. burmannii

konsentrasi 1,5% dan ekstrak air C. burmannii konsentrasi 1,5% dengan daya



13

inhibisi berturut-turut adalah 94,88% dan 94,51%. Ekstrak tersebut memiliki daya
penghambatan tidak berbeda nyata dengan kontrol positif yaitu Glucobay
(Akarbosa) 1% sebesar 100,03%.

Utami dan Puspaningtyas (2013), menyatakan bahwa kandungan dalam
kayu manis yang dapat menurunkan kadar glukosa darah adalah sinamaldehida.
Sinamaldehida ini bekerja dengan cara menghambat a-glukosidase. Enzim ini
merupakan enzim yang terdapat pada brush border usus halus dan bertugas
memecah polisakarida dan disakarida menjadi glukosa. Ada beberapa senyawa
yang diduga kuat sebagai senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas antidiabetes
pada C. burmannii diantaranya Methylhidroxy Calcone Polymer (MHCP) (Dougua
et al., 2007), sinamaldehid (Ngadiwiyana et al., 2011), polimer procyanidin type-A
polymers (Medagama, 2015). Senyawa lain seperti asam sinamat, sinamid,
alkohol sinamat, eugenol dan 2-metoksi sinamaldehid menunjukkan aktivitas yang
kecil atau tidak ada (Medagama, 2015).

Berdasarkan Matsui, et al. (2004), bahwa gugus yang berperan dalam
penghambatan a-glukosidase adalah gugus sinamoil. Komponen minyak kayu
manis yang mengandung gugus sinamoil adalah sinamaldehid. Hal ini mendasari
pemilihan sinamaldehid sebagai senyawa yang akan diuji penghambatan aktivitas
a-glukosidase. Hanefeld (2007) mengatakan bahwa penghambatan a-glukosidase
mampu menurunkan kadar glukosa darah dari hasil metabolisme polisakarida
atau oligosakarida. Biasanya bahan-bahan antidiabetes mengandung senyawa-
senyawa yang bisa menghambat kerja enzim a-glukosidase yang berperan dalam
pemecahan karbohidrat menjadi gula darah. Gambar struktur senyawa

sinamaldehid dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Sinamaldehid (Ngadiwiyana et al., 2011)

2.4.3 Jahe Emprit (Zingiber officinale var Amarum)

Hasil survei mengungkapkan bahwa komponen polifenol pada jahe dapat
menurunkan kadar glukosa (antihyperglycemia) melalui beberapa jalur salah
satunya dengan penghambatan aktivitas a-glukosidase (Hasimun dan Adnyana,
2019). Kandungan senyawa dari jahe yang utama adalah minyak atsiri dan non
atsiri. Senyawa yang diduga sebagai penghambat aktivitas a-glukosidase pada
jahe adalah gingerol, shogaol, paradol, fenol, dan zingeron yang merupakan
derivat dari flavonoid (Yanto et al., 2016). Selain itu komponen aktif hipoglikemik
yang berasal dari tumbuh-tumbuhan adalah terpenoid, alkaloid, cumarin,
flavonoid, dan capsaicin (Suryani, 2012), gingerol, shogaol, dan alanin (Suhaj,
2006).

Kandungan dari jahe yang baik membuat jahe banyak dimanfaatkan sebagai
minuman herbal alami. Komponen gingerol dan shogaol dalam jahe emprit adalah
senyawa utama yang berperan dalam penghambatan enzim alfa-glukosidase
(Rani et al., 2011). Oboh et al. (2010) yang menguiji estrak air jahe merah dan
emprit, didapatkan bahwa jahe merah memiliki kandungan fenolik yang lebih tinggi
serta kegiatan antioksidan lebih tinggi dari ekstrak air jahe emprit. Namun,
bertentangan dengan isi fenolik dan sifat antioksidan, didapatkan bahwa jahe
emprit memiliki efek penghambatan kuat pada a-glukosidase. Jahe emprit
menunjukkan efek penghambatan a-glukosidase lebih kuat. Gambar struktur

senyawa gingerol dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Gingerol (Fathona, 2011)
2.5 Enzim
2.5.1 Definisi Enzim

Enzim merupakan sekelompok protein yang mengatur dan menjalankan
perubahan-perubahan kimia dalam sistem biologi. Enzim dihasilkan oleh organ-
organ pada hewan dan tanaman yang secara katalitik menjalankan berbagai
reaksi, seperti hidrolisis, oksidasi, reduksi, isomerasi, adisi, transfer radikal,
pemutusan rantai karbon (Supriyatna et al., 2015). Secara umum, enzim
menghasilkan kecepatan, spesifikasi, dan kendali pengaturan terhadap reaksi
dalam tubuh. Enzim berfungsi sebagai katalisator yaitu senyawa yang
meningkatkan kecepatan reaksi kimia. Suatu enzim dapat mempercepat reaksi 108
sampai 10! kali lebih cepat dibandingkan ketika reaksi tersebut tidak
menggunakan katalis. Seperti katalis lainnya, enzim juga menurunkan atau
memperkecil energi aktivasi suatu reaksi kimia (Poedjiadi dan Supriyanti, 2009).
Setiap enzim memiliki aktivitas maksimum pada suhu tertentu, aktivitas enzim
akan semakin meningkat dengan bertambahnya suhu hingga suhu optimum
tercapai. Setelah itu kenaikan suhu lebih lanjut akan menyebabkan aktivitas enzim
menurun (Megiandari, 2009).

Secara umum, enzim menghasilkan kecepatan, spesifikasi, dan kendali
pengaturan terhadap reaksi dalam tubuh. Enzim berfungsi sebagai katalisator,
yaitu senyawa yang meningkatkan kecepatan reaksi kimia (Marks et al., 2000).
Selain sebagai katalisator dan bekerja secara spesifik, enzim memiliki sifat lain

yang seperti dijelaskan oleh Harahap (2012), yaitu :
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1. Enzim aktif dalam jumlah yang sangat sedikit. Dalam reaksi biokimia hanya
sejumlah kecil enzim yang dibutuhkan untuk mengubah sejumlah besar
substrat menjadi produk hasil.

2.  Enzim tidak terpengaruh oleh reaksi yang dikatalisnya pada kondisi stabil.
Karena sifat protein dan enzim, aktivitasnya dipengaruhi oleh antara lain pH
dan suhu. Pada kondisi yang dianggap tidak optimum suatu enzim
merupakan senyawa yang relatif tidak stabil dan dipengaruhi oleh reaksi
yang dikatalisnya.

3. Walaupun enzim mempercepat penyelesaian suatu reaksi, enzim tidak
mempengaruhi kesetimbangan reaksi tersebut. Tanpa enzim reaksi dapat
balik yang biasa terdapat dalam sistem hidup berlangsung ke arah
kesetimbangan pada laju yang sangat lambat. Suatu enzim akan
menghasilkan kesetimbangan reaksi itu pada kecepatan yang lebih tinggi.

4. Kerja katalis enzim spesifik. Enzim menunjukkan kekhasan untuk reaksi
yang dikatalisnya. Suatu enzim yang mengkatalis suatu reaksi, tidak akan

mengkatalis reaksi yang lain.

2.5.2 Mekanisme Kerja Enzim

Irawati (2016), menyatakan bahwa enzim merupakan katalisator protein
yang mengatur kecepatan berlangsungnya berbagai proses fisiologis. lkatan
enzim dengan substrat biasa terjadi di sekitar sisi aktif enzim, selain itu enzim
memiliki sisi regulator yang berfungsi sebagai pengatur untuk meningkatkan atau
menurunkan aktivitas kerja enzim. Susilo (2012), mengatakan bahwa enzim
mengkatalis reaksi dengan cara meningkatkan laju reaksi. Enzim meningkatkan
laju reaksi dengan cara menurunkan enzim aktivasi (energi yang diperlukan untuk

reaksi). Penurunan energi aktivasi dilakukan dengan membentuk kompleks
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dengan substrat. Setelah produk dihasilkan, kemudian enzim dilepaskan untuk
membentuk kompleks baru dengan substrat yang lain.

Ada dua cara kerja enzim menurut Tobi dan Bahar (2005), yaitu model kunci
gembok dan anak kunci serta teori induced fit. Berikut penjelasan singkatnya :

1. Teori gembok dan anak kunci (Lock and key theory)

Enzim dan substrat bergabung bersama membentuk kompleks seperti kunci
yang masuk dalam gembok. Di dalam kompleks, substrat dapat bereaksi dengan
energi aktivasi yang rendah. Setelah bereaksi kompleks terurai dan melepaskan
produk serta membebaskan enzim. Menurut teori ini bersifat rigid dan tidak
menerima substrat yang strukturnya berbeda dengan sisi katalitiknya.

2.  Teori ketepatan yang terinduksi (Induced fit theory)

Menurut teori ketepatan yang terinduksi, sisi aktif enzim merupakan bentuk
yang fleksibel. Ketika substrat memasuki sisi aktif enzim, bentuk sisi akitif
termodifikasi melingkupi substrat membentuk kompleks. Ketika produk sudah
terlepas dari kompleks, enzim tidak aktif akan kembali menjadi bentuk yang lepas
sehingga substrat yang lain kembali bereaksi dengan enzim tersebut.

Indah (2004), mengatakan bahwa enzim bekerja sangat spesifik. Suatu
enzim hanya dapat mengkatalis beberapa reaksi, malahan seringkali hanya satu
reaksi saja. Ini merupakan salah satu sifat penting enzim. Namun dalam
mekanisme kerjanya, enzim juga dapat mengalami suatu perubahan kecepatan
reaksi. Kecepatan reaksi enzim juga dipengaruhi oleh konsentrasi enzim dan
konsentrasi substrat. Pengaruh aktivator, inhibitor, koenzim dan konsentrasi
elektrolit dalam beberapa keadaan juga merupakan faktor-faktor yang penting.
Hasil reaksi enzim juga dapat menghambat kecepatan reaksi. Faktor-faktor lain
yang dapat mempengaruhi kerja enzim menurut Harahap (2012) adalah sebagai

berikut :
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1. Temperatur

Enzim tersusun dari protein, maka enzim sangat peka terhadap temperatur.
Temperatur yang terlalu tinggi dapat menyebabkan denaturasi protein. Temperatur
yang terlalu rendah dapat menghambat reaksi. Pada umumnya temperatur
optimum enzim adalah 30-40°C.
2. Perubahan pH

Enzim juga sangat terpengaruh oleh pH. Perubahan pH dapat
mempengaruhi perubahan asam amino kunci pada sisi aktif enzim sehingga
menghalangi sisi aktif berkombinasi dengan substratnya. pH optimum yang
diperlukan berbeda-beda tergantung jenis enzimnya.
3.  Konsentrasi enzim dan substrat

Agar reaksi berjalan optimum, maka perbandingan jumlah antara enzim dan
substrat harus sesuai. Jika enzim terlalu sedikit dan substrat terlalu banyak reaksi
akan berjalan lambat bahkan ada substrat yang tidak terkatalisasi.
4.  Inhibitor enzim

Seringkali enzim dihambat oleh suatu zat yang disebut inhibitor, ada dua
jenis inhibitor yaitu sebagai berikut :
a. Inhibitor kompetitif

Pada penghambatan ini zat-zat penghambat mempunyai struktur yang mirip
dengan struktur substrat. Dengan demikian substrat maupun zat penghambat
berkompetisi atau bersaing bersatu dengan sisi aktif enzim, jika zat penghambat
lebih dulu berikatan dengan sisi aktif enzim, maka substratnya tidak dapat lagi
berikatan dengan sisi aktif enzim.
b.  Inhibitor nonkompetitif

Pada penghambatan ini substratnya sudah tidak dapat berikatan dengan

kompleks enzim inhibitor karena sisi aktif enzim berubah.
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2.6 a-glukosidase

a-glukosidase adalah enzim yang berperan dalam pemecahan karbohidrat
menjadi glukosa pada saluran pencernaan (Subroto, 2016). Sependapat dengan
pernyataan Bosenberg (2008), bahwa a-glukosidase merupakan enzim
pencernaan yang berperan untuk mengkonversi karbohidrat menjadi glukosa.
Glukosa yang dihasilkan dari pemecahan karbohidrat tersebut selanjutnya akan
diabsorpsi pada lumen usus halus dan masuk ke dalam sirkulasi darah sehingga
dapat meningkatkan kadar glukosa darah a-glukosidase dapat meningkatkan
kadar gula darah sehingga untuk mencegah naiknya gula darah maka dibutuhkan
suatu inhibitor a-glukosidase.

Menurut Gao, et al. (2007) bahwa a-glukosidase merupakan enzim yang
berperan dalam sel usus halus. Enzim tersebut merupakan enzim kunci pada
proses akhir pemecahan karbohidrat. a-glukosidase mengkatalisis hidrolisis
terminal residu glukosa non pereduksi yang berikatan a-1.4 pada berbagai substrat
dan dihasilkan a-D-glukosa. a-glukosidase menghidrolisis ikatan a-glikosidik pada
oligosakarida dan a-D-glikosida. Murray, et al. (2009) mengatakan bahwa fungsi
a-glukosidase dalam sistem pencernaan di usus sebagai katalis tahap terakhir
dalam proses pemecahan karbohidrat.

Mekanisme penghambatan a-glukosidase di usus yaitu menghambat
pemecahan reaksi enzimatik pati atau karbohidrat larut sehingga dapat
memodulasi penurunan penyerapan glukosa dari makanan (Gopal dan
Muralikrishna, 2009). Pati atau karbohidrat dipecah oleh enzim-enzim pencernaan
seperti a-glukosidase yang berada di usus. Proses pemecahan ini bertujuan untuk
memecah gula yang lebih sederhana yaitu monosakarida (Hikmah, 2015).
Febrinda, et al. (2013) menyatakan bahwa polisakarida kompleks akan dihidrolisis
oleh a-amilase menjadi dekstrin dan dihidrolisis lebih lanjut menjadi glukosa oleh

a-glukosidase sebelum memasuki sirkulasi darah melalui penyerapan epitelium.
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Pada kondisi hiperglikemik, kerja a-glukosidase dalam proses penyerapan
makanan di usus harus dihambat. Pemecahan karbohidrat menjadi glukosa
mengakibatkan kadar glukosa dalam semakin tinggi. Salah satu obat sintetik yang
dapat digunakan sebagai inhibitor a-glukosidase adalah akarbosa yang
merupakan inhibitor a-glukosidase pertama yang diperkenalkan di pasaran.
Mataputun, et al. (2013), menjelaskan bahwa penggunaan obat sintetik
memberikan efek samping yang ditimbulkan cukup besar maka diperlukan suatu
alternatif pengobatan dengan tingkat efek samping yang rendah, yaitu dengan
penggunaan bahan alami melalui pemanfaatan tumbuhan obat yang nantinya
dapat diisolasi dan dipasarkan.

Inhibitor a-glukosidase (Alpha Glucosidase Inhibitor, AGI) merupakan salah
satu agen antidiabetik yang bekerja dengan cara menghambat kerja a-
glukosidase. a-glukosidase inhibitor sintetis contohnya adalah acarbose. (Feng et
al., 2013). Acarbose dapat menghambat pemecahan dan penyerapan karbohidrat
kompleks dengan menghambat a-glukosidase yang terdapat pada dinding
enterosit yang terletak pada bagian proksimal usus halus. Secara klinis akan
terjadi hambatan pembentukan monosakarida intraluminal, menghambat dan
memperpanjang peningkatan glukosa darah (Soegondo, 2009).

Salah satu penghambat enzim pencernaan (a-glukosidase) adalah senyawa
polifenol. Polifenol sebagai inhibitor a-glukosidase memiliki sifat inhibisi reversibel,
dimana polifenol bekerja sebagai inhibitor kompetitif terhadap kerja enzim dengan
membentuk senyawa kompleks yang membuat pati yang masuk ke dalam tubuh
tidak dapat terhidrolisis oleh enzim karena sisi aktif enzim tidak dapat mengenai
substratnya (Lehninger, 1998). Susanti dan Fibriana (2017), menyebutkan bahwa
inhibitor reversible dapat dipisahkan dari molekul enzim setelah berikatan dengan

enzim.
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2.7 Minuman Fungsional

Dasar pertimbangan konsumen di negara-negara maju dalam memilih
bahan pangan, bukan hanya bertumpu pada kandungan gizi dan kelezatannya,
tetapi juga pengaruhnya terhadap kesehatan tubuhnya yang mana tidak lagi
sekedar memenuhi kebutuhan dasar tubuh (yaitu bergizi dan lezat), tetapi juga
dapat bersifat fungsional (Suter, 2013). Pangan fungsional merupakan makanan
atau minuman yang mengandung bahan-bahan yang dapat meningkatkan status
kesehatan dan mencegah timbulnya penyakit tertentu (Septiana dan Dwiyanti,
2009).

Definisi pangan fungsional menurut Badan POM adalah pangan yang secara
alamiah maupun telah melalui proses, mengandung satu atau lebih senyawa yang
berdasarkan kajian-kajian ilmiah dianggap mempunyai fungsi-fungsi fisiologis
tertentu yang bermanfaat bagi kesehatan. Pangan fungsional mempunyai
karakteristik sensori berupa penampakan, warna, tekstur dan cita rasa yang dapat
diterima oleh konsumen. Selain tidak memberikan kontraindikasi dan tidak
memberi efek samping pada jumlah penggunaan yang dianjurkan terhadap
metabolisme zat gizi lainnya.

Menurut Winarno, et al. (1995) bahwa filosofi makan telah mengalami
pergeseran, di mana makan bukanlah sekadar untuk kenyang, tetapi yang lebih
utama adalah untuk mencapai tingkat kesehatan dan kebugaran yang optimal.
Fungsi pangan dikelompokkan menjadi tiga fungsi yaitu fungsi primer (primary
function), fungsi sekunder (secondary function) dan fungsi tertier (tertiary function).
Fungsi primer adalah fungsi pangan yang utama bagi manusia yaitu untuk
memenuhi kebutuhan zat-zat gizi tubuh, sesuai dengan jenis kelamin, usia,
aktivitas fisik, dan bobot tubuh. Fungsi sekunder yaitu memiliki penampakan dan
cita rasa yang baik. Bahan pangan yang kini mulai banyak diminati konsumen

bukan saja yang mempunyai komposisi gizi yang baik serta penampakan dan cita
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rasa yang menarik, tetapi juga harus memiliki fungsi fisiologis tertentu bagi tubuh.
Fungsi yang demikian dikenal sebagai fungsi tertier. Semakin tinggi tingkat
kemakmuran dan kesadaran seseorang terhadap kesehatan, maka tuntutan
terhadap ketiga fungsi bahan pangan tersebut akan semakin tinggi pula. Goldberg
(1994), menjelaskan bahwa minuman fungsional didefinisikan sebagai pangan,
baik makanan ataupun minuman yang dikonsumsi sebagai komponen dalam diet
sehari-hari dan mempunyai khasiat menyembuhkan atau mencegah penyakit di
samping khasiat zat gizi yang dikandungnya.

Di Indonesia belum ada data tentang besarnya produksi dan perdagangan
pangan fungsional. Di pasar banyak terlihat minuman fungsional telah banyak
ditawarkan. Produk-produk tersebut umumnya mengandung taurin, kholin, madu,
kafein ginseng dan sebagainya yang diharapkan memberi efek fisiologis pada
tubuh. Minuman isotonik yang memiliki kandungan elektrolit lebih komplit dari pada
air biasa juga menjadi trend akhir-akhir ini (Marsono, 2007). Pangan fungsional
yang akan berkembang pesat dimasa mendatang adalah yang erat kaitannya
dengan pangan yang mampu menghambat proses penuaan, meningkatkan daya
immunitas tubuh, meningkatkan kebugaran, kecantikan wajah dan penampilan,
mendukung relaxasi tidur dan istirahat, serta “good for mood” (Suter, 2011). Bagi
industri pangan, permintaan yang tinggi akan pangan fungsional berarti sebuah
peluang untuk meningkatkan keuntungan dengan melakukan inovasi
pengembangan produk dengan permintaan pasar. Beragamnya masalah
kesehatan yang dihadapi oleh masyarakat juga berarti semakin luas segmen pasar

dengan kebutuhan pangan fungsional tertentu (Suter, 2013).



3. METODE PENDAHULUAN
3.1 Alat dan Bahan

3.1.1 Alat

Pada penelitian ini alat-alat yang digunakan meliputi alat-alat yang
digunakan untuk pembuatan ekstrak dari rumput laut cokelat (Sargassum sp.),
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan jahe emprit (Zingiber officinale Var
Amarum) serta untuk pengujian organoleptik (rasa, aroma, warna dan
kenampakan), uji pH, uji penghambatan a-glukosidase, uji polifenol dan analisis
LC-MS/MS. Alat-alat yang digunakan meliputi pisau, talenan, panci dari tanah liat,
kompor, saringan, kain saring, baskom, timbangan digital, timbangan analitik,
gelas plastik, sendok, beaker glass 100 mL, gelas ukur 100 mL, beaker glass 500
mL, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet tetes, pipet volume 1 mL, labu takar
100 mL, bola hisap, pipet serologis 1 mL, plate reader, spuit, pH meter, mikro pipet,
spektrofotometer UV-Visible (Merk Genesys 10S UV-Vis), microplate reader,
inkubator, botol vial, cuvet kaca, dan alat analisis senyawa bioaktif Liquid
Chromatography-tandem Mass Spectrocopy (Merk Xevo G2-S Qtof :Quadrupole-
Tof).
3.1.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi bahan-bahan
untuk pembuatan ekstrak dan jus dari Sargassum sp. didapatkan dari Sumenep,
Madura, kayu manis (Cinnamomum burmannii) didapatkan dari pasar besar kota
Malang dan jahe emprit (Zingiber officinale Var Amarum) didapatkan dari pasar
besar kota Malang serta untuk pengujian organoleptik, pH, uji penghambatan a-
glukosidase dan uji polifenol. Bahan-bahan yang digunakan meliputi rumput laut
cokelat (Sargassum sp.), kayu manis (Cinnamomum burmannii), jahe emprit

(Zingiber officinale Var Amarum), asam galat, a-glukosidase (Sigma, Singapore),
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substrat PNPG (Sigma, Singapore), akuades, akuademineralisata, larutan
akarbosa, reagen DMSO (Dimetil Sulfoksida), Na,CO3; 0.2 M, NaH.PO,4 0.2 M,
NazHPO..12H,0 0.2 M, Bovin Serum Albumin (BSA), etanol 100%, reagen Folin

Ciocalteu 10%, kertas label, dan tisu.

3.2 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode eksperimen.
Metode eksperimen menurut Jaedun (2011), adalah penelitian yang dilakukan
terhadap variabel yang data-datanya belum ada sehingga perlu dilakukan proses
manipulasi melalui pemberian treatment/perlakuan tertentu terhadap subjek
penelitian yang kemudian diamati/diukur dampaknya (data yang akan datang).
Metode eksperimen juga merupakan penelitian yang dilakukan secara sengaja
oleh peneliti dengan cara memberikan treatment/perlakuan tertentu terhadap
subjek penelitian guna membangkitkan sesuatu kejadian/keadaan yang akan
diteliti bagaimana akibatnya.

Dalam penelitian ini dilakukan eksperimen bahan rumput laut cokelat
(Sargassum sp.), kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan jahe emprit (Zingiber
officinale Var Amarum) untuk dijadikan minuman fungsional. Analisis yang
digunakan adalah analisis faktor dan respon dengan bantuan aplikasi Design
Expert 11. menggunakan Respon Surface Method Box-Behnken. Variabel
Penelitian menurut Ridha (2017), adalah satu atribut, nilai/sifat dari objek,
individu/kegiatan yang mempunyai banyak variasi tertentu antara satu dan
lainnya yang telah ditentukan oleh peneliti untuk dipelajari dan dicari informasinya
serta ditarik kesimpulannya. Menurut hubungan antara satu variabel dengan

variabel yang lain, maka macam-macam variabel penelitian yaitu :
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1. Variabel Independen

Variabel ini sering disebut variabel stimulus, prediktor, antecedent. Dalam
bahasa indonesia disebut sebagai variabel bebas. Variabel bebas merupakan
variabel yang mempengaruhi atau yang menjadi sebab perubahannya atau
timbulnya variabel dependen (terikat).
2. Variabel Kontrol

Variabel kontrol adalah variabel yang dikendalikan atau dibuat konstan
sehingga hubungan variabel independen terhadap dependen tidak dipengaruhi
oleh faktor luar yang tidak diteliti. Variabel kontrol sering digunakan bila akan

melakukan penilitian yang bersifat membandingkan melalui penelitian eksperimen.

3.3 Prosedur Penelitian

Penelitian meliputi dua tahap yaitu tahap 1 dan tahap 2. Penelitian tahap 1
yaitu penelitian pendahuluan yang diawali dengan penetapan konsentrasi ekstrak
rumput cokelat (Sargassum sp.), ekstrak kayu manis (Cinnamomum burmannii),
dan ekstrak jahe emprit (Zingiber officinale Var Amarum). Kemudian ditentukan
titik tengah dari masing-masing ekstrak menggunakan uji organoleptik yaitu uji
hedonik dengan parameter meliputi kenampakan, rasa, warna dan aroma, lalu diuji
pH. Pada penelitian tahap 2 yaitu penelitian utama dilakukan pengujian pH,
pengujian organoleptik, pengujian total polifenol dan penghambatan a-glukosidase
yang selanjutnya dioptimasi dengan Design Expert 11 metode RSM. Penelitian ini
juga dilakukan analisis fitokimia, analisis ICso dan analisis senyawa dengan uji
UPLC-MS/MS untuk mengetahui senyawa yang terdeteksi di dalam minuman
fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit.
3.4 Penelitian Pendahuluan

Penelitian pendahuluan dilakukan sebanyak 2 tahap. Tahap 1 adalah

pembuatan ekstrak rumput laut cokelat (Sargassum sp.), kayu manis
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(Cinnamomum burmanii) dan jahe emprit (Zingiber officinale Var Amarum). Tahap
2 yaitu penentuan konsentrasi terbaik yang dapat diterima oleh panelis. Penentuan
formulasi menggunakan uji pH dan uji organoleptik metode hedonik dengan
parameter rasa, warna, aroma dan kenampakan yang dapat diterima oleh panelis.
3.4.1 Pembuatan Ekstrak

a. Sargassum sp.

Pada penelitian ini Sargassum sp. didapatkan dari petani rumput laut di
Sumenep, Madura. Prosedur pembuatan ekstrak dimulai dari mencuci rumput laut
cokelat (Sargassum sp.) hingga bersih dari kotoran yang menempel. Sargassum
sp. yang digunakan meliputi semua bagian dari rumput laut. Selesai dicuci
kemudian dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dan hindarkan dari sinar
matahari langsung.

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu menggunakan
metode dekoksi. Metode dekoksi merupakan ekstraksi simplisia nabati yang
dilakukan relatif sederhana dengan pelarut air untuk memperoleh ekstrak dalam
waktu 30 menit terhitung dimulai suhu 90°C. Senyawa bioaktif yang didapat melalui
metode dekoksi yaitu polifenol, alkaloid, saponin, tanin dan flavonoid) (Sitanggang,
2018). Metode dekoksi dilakukan dengan perbandingan bahan dengan pelarut
yaitu 1:3 (b/v). Dilakukan penimbangan menggunakan timbangan digital sebanyak
200 g dan kemudian dilakukan pengecilan ukuran untuk memperluas permukaan
sehingga Sargassum sp. dapat terekstrak dengan maksimal. Panci tanah liat diisi
dengan akuades sebanyak 600 mL dan dipanaskan menggunakan kompor
dengan api kecil hingga mencapai suhu 90°C. Dilakukan dekoksi selama 30 menit
sambil setiap 10 menit sekali diaduk menggunakan spatula kayu agar panasnya
lebih merata. Apabila dekoksi selesai kemudian dilakukan penyaringan filtrat

Sargassum sp. dengan menggunakan kain blancu. Dari proses ini didapatkan
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ekstrak Sargassum sp. dengan konsentrasi 100%. Selanjutnya dilakukan
pengenceran dengan menggunakan akuades hingga mencapai konsentrasi
17,5%, 20% dan 22,5%.

b. Kayu Manis (Cinnamomum burmanii)

Kayu manis (Cinnamomum burmanii) yang digunakan didapat dari pasar
Besar Kota Malang. Kayu manis dipotong-potong menjadi ukuran yang lebih kecil
untuk memperluas permukaan sehingga ekstraksi berjalan maksimal. Kemudian
dicuci dengan air bersih kemudian ditiriskan. Selanjutnya kayu manis ditimbang
sebanyak 200 g menggunakan timbangan digital. Siapkan akuades sebanyak 600
mL dan panci tanah liat untuk dekoksi yang dilakukan selama 30 menit pada suhu
90°C sambil setiap 10 menit sekali diaduk dengan sudip kayu. Kemudian dilakukan
penyaringan dengan kain blancu hingga didapatkan filtrat kayu manis. Sehingga
didapatkan ekstrak kayu manis dengan konsentrasi 100%. Kemudian dilakukan
pengenceran dengan akuades konsentrasi 12%, 15% dan 18%.

c. Jahe Emprit (Zingiber officinale Var Amarum)

Jenis rimpang yang digunakan dalam penelitian ini adalah jahe emprit yang
didapatkan dari pasar Besar Kota Malang. Jahe emprit dibersihkan dari tanah yang
masih menempel dengan cara dicuci dengan air mengalir. Kemudian diiris kecil-
kecil tanpa dikupas kulithya untuk memperluas permukaan sehingga proses
ekstraksi berjalan maksimal dan dengan hasil yang optimal. Irisan rimpang jahe
emprit kemudian ditimbang sebanyak 200 g dengan timbangan digital. Disiapkan
panci tanah liat yang telah diisi dengan akuades 600 mL dan dipanaskan diatas
kompor dengan api kecil hingga mencapai suhu 90°C dan atur api yang kecil agar
tetap suhu stabil kemudian masukkan jahe emprit ke dalam panci tanah tersebut.
Dekoksi berlangsung selama 30 menit sambil diaduk setiap 10 menit dengan
menggunakan spatula kayu. Kemudian dilakukan penyaringan dengan kain blancu

hingga didapatkan filtrat jahe emprit dan didapatkan ekstrak jahe emprit dengan
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konsentrasi 100%. Kemudian dilakukan pengenceran dengan akuades hingga
konsentrasi 27,5%, 30% dan 32,5%.

Pada pembuatan ekstrak Sargassum sp., kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan jahe emprit (Zingiber officinale var Amarum) didapatkan ekstrak
pekat yang akan diencerkan menggunakan akuades menjadi beberapa

konsentrasi yang diasumsikan konsentrasi tersebut dapat diterima oleh konsumen.

3.4.2 Penentuan Titik Tengah

Pada penelitian pendahuluan setelah melakukan pembuatan ekstrak
Sargassum sp., kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan jahe emprit (Zingiber
officinale var Amarum), kemudian dilakukan pengenceran menggunakan akuades,
selanjutnya dilakukan uji pH dan organoleptik dengan metode hedonik dengan
parameter kenampakan, warna, aroma dan rasa. Uji pH dilakukan untuk
mendapatkan konsentrasi yang terbaik dan menentukan titik tengahnya. Uji
organoleptik untuk menilai tingkat kesukaan dari panelis sehingga didapatkan
konsentrasi terbaik yang diterima panelis. Penetapan konsentrasi ekstrak
Sargassum sp. berdasarkan pada penelitian Gunawan (2018), menyatakan bahwa
pada konsentrasi 25%, Sargassum sp. menunjukkan hasil yang sangat pekat.
Oleh karena itu konsentrasi Sargassum sp. diturunkan untuk mengurangi rasa
anyir dan pahit. Untuk penetapan konsentrasi kayu manis didasarkan pada
penelitian Yulia, et al. (2015), mengatakan bahwa perlakuan terbaik kayu manis
pada konsentrasi 15%. Kemudian dilanjutkan dengan analisis RSM-Box Behnken
dengan bantuan program Design Expert 11 untuk menentukan formulasi optimum.
3.5 Penelitian Utama

Penelitian utama bertujuan untuk menganalisis nilai organoletik, pH, total
polifenol serta penghambatan terhadap aktivitas a-glukosidase. Penelitian utama

dilakukan setelah menetapkan titik tengah dari masing-masing bahan. Penetapan
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titik tengah digunakan untuk menentukan batas atas dan batas bawah yang akan
diinput ke software Design Expert 11 dan untuk menentukan banyaknya perlakuan
beserta kombinasi setiap perlakuan. Penelitian utama terdiri dari beberapa tahap
diantaranya 1) Tahapan pembuatan rancangan formulasi dan respon, 2)
Penetapan formulasi dan uji, 3) Analisis respon, 4) Optimasi.
3.5.1 Pembuatan Rancangan Formulasi

Rancangan formulasi dibuat dengan program Design Expert 11 dengan
metode RSM Box-behnken Design untuk menentukan variabel respon dan
variabel bebas (faktor). Formulasi didasarkan pada hasil percobaan trial and error
terhadap karakteristik mutu organoleptik dari minuman fungsional (Naiu, 2010).
Pada penelitian ini yang menjadi variabel respon adalah uji pH, pengujian rasa,
aroma, kenampakan, warna, uji polifenol dan uji penghambatan a-glukosidase,
sedangkan variabel faktor adalah ekstrak Sargassum sp., kayu manis dan jahe
emprit. Penentuan variabel faktor diperoleh berdasarkan penelitian pendahuluan
dengan dilakukan pengujian organoleptik (kenampakan, aroma, warna dan rasa)
dan uji pH untuk menentukan titik tengah setiap faktor dan dilanjutkan dengan
penentuan batas titik bawah dan batas atas yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rancangan Formulasi

Faktor Unit Batas Bawah Batas Atas
Ekstrak Sargassum sp. % 15 20
Ekstrak Kayu Manis % 12,5 17,5
Ekstrak Jahe Emprit % 30 35

Rancangan percobaan terdiri dari 3 faktor yaitu Sargassum sp., kayu manis
dan jahe emprit. Kombinasi variabel faktor dilakukan untuk mengetahui kondisi
optimum terhadap rasa, warna, kenampakan, aroma, kadar polifenol,
penghambatan a-glukosidase. Rancangan percobaan yang ditawarkan dapat

dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Rancangan Formulasi Minuman Fungsional

Run Kombinasi Bahan (%)
Sargassum sp. Kayu Manis Jahe Emprit

R.1 17,5 12 30
R.2 15 17 32,5
R.3 17,5 17 35
R.4 20 17 32,5
R.5 15 12 32,5
R.6 17,5 14,5 32,5
R.7 20 14,5 35
R.8 17,5 17 30
R.9 15 14,5 35
R.10 15 14,5 30
R.11 17,5 12 35
R.12 20 14,5 30
R.13 20 12 32,5

3.5.2 Formulasi Minuman Fungsional

Pada tahap formulasi minuman fungsional dari 3 faktor (Sargassum sp., kayu
manis, dan jahe emprit) sesuai dengan rancangan formula yang diberikan pada
Tabel 2. Setiap formula akan dibuat dengan basis 60 mL dengan dilakukan
ulangan yang disesuaikan dengan formulasi yang ditawarkan. Seluruh formula
minuman yang telah dibuat kemudian dilakukan pengujian terhadap variabel
respon yang sudah ditentukan. Variabel respon yang diberikan yaitu respon pH,
respon rasa, respon aroma, respon kenampakan, respon warna, respon kadar
polifenol dan respon penghambatan a-glukosidase. Hasil pengujian dan
perhitungan dari keseluruhan respon, kemudian dimasukkan ke dalam aplikasi
Design Expert 11 untuk selanjutnya dianalisis.
3.5.3 Parameter Uji
a. Uji pH (Adelia et al., 2015)

Pada penelitian ini dilakukan pengujian pH terhadap masing-masing
formulasi yang didapat dari optimasi Design Expert 11. Penentuan nilai pH
menggunakan pH meter. Sebelum digunakan, pH meter dikalibrasi selama 15-30

menit hingga stabil. Elektroda dibilas dengan akuades dan dikeringkan dengan
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kertas tisu. Setelah itu elektroda dicelupkan ke dalam sampel ekstrak yang telah
disiapkan. Elektroda dibiarkan tercelup beberapa saat sampai diperoleh
pembacaan yang stabil.

Langkah pertama adalah disiapkan sampel minuman fungsional yang
terdiri dari kombinasi ekstrak Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit,
kemudian elektroda pada pH meter dibilas terlebih dahulu dan dilakukan
pencelupan elektroda ke dalam sampel yang akan diukur pH nya. Setelah itu
dicatat dan dilakukan perulangan.

b.  Uji Organoleptik

Analisis sensori atau pengujian organoleptik penting dilakukan untuk
mendapatkan formulasi minuman yang paling disukai oleh konsumen atau tidak
disukai (Muawanah et al., 2012). Pengujian organoleptik adalah identifikasi,
pengukuran ilmiah, analisis, intepretasi dari karakteristik (atribut) produk
berdasarkan penerimaan melalui kelima indera manusia (Meilgaard, 1999).

Uji organoleptik yang dilakukan dengan metode hedonik meliputi aroma,
rasa, warna dan kenampakan produk yang dihasilkan. Pengujian ini dilakukan
untuk mengetahui tingkat kesukaan panelis terhadap produk dengan
menggunakan 35 panelis yang memberikan penilaian berdasarkan tingkat
kesukaan terhadap produk pada kuisioner yang disediakan. Langkah pertama
yaitu dengan menyiapkan sampel kemudian dilakukan pengkodean setelah itu
sampel disajikan kepada panelis dan kemudian panelis menilai dengan skala
hedonik. Data yang diperoleh diolah secara deskriptif. Skala pengujian 1-5 yaitu 5
= sangat suka, 4 = suka, 3 = agak suka, 2 = tidak suka, 1 = sangat tidak suka. Uji
Organoleptik dilakukan untuk mengetahui respon konsumen terhadap minuman

fungsional kombinasi Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit.
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C. Uji Kadar Polifenol

Senyawa fenol (polifenol) merupakan suatu senyawa yang mengandung
gugus hidroksil (-OH) yang terikat langsung pada gugus cincin hidrokarbon
aromatik. Klasifikasi senyawa fenol yang terkandung dalam tumbuhan yaitu fenol
sederhana, benzoquinone, asam fenolat, asetofenon, naftokuinon, xanton,
bioflavonoid kumarin, stilben, turunan tirosin, asam hidroksi sinamat, flavonoid,
lignan, dan tanin (Dhianawaty dan Ruslin, 2015).
. Pembuatan Kurva Standar Asam Galat

Larutan standar yang digunakan untuk menentukan kadar polifenol yaitu
asam galat. Disiapkan larutan asam galat konsentrasi 100 ppm dibuat dengan
menimbang 0,01 g asam galat dilarutkan dengan 10 mL etanol PA pada labu ukur
100 mL kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas. Kemudian dilakukan
pembuatan larutan standar yaitu dengan mengambil sebanyak 0 mL; 0,2 mL; 0,4
mL; 0,6 mL; 0,8 mL; 1 mL larutan stok dan dimasukkan dalam botol vial. Kemudian
masing-masing ditambahkan aquades sampai 1 mL. Sehingga didapatkan
konsentrasi 0; 20; 40; 60; 80; 100 ppm. Masing-masing kosentrasi dicuplik 200 yL
dan direaksikan dengan 1,5 mL folin ciocalteu 10% dihomogenkan dan dibiarkan
selama 4-8 menit. Kemudian ditambahkan 1,5 mL larutan Na,COs; 5% dan
dihomogenkan kembali kemudian diinkubasi pada ruang gelap suhu ruang selama
30 menit. Selanjutnya masing-masing larutan dimasukan dalam cuvet untuk diukur
panjang gelombang pada 760 nm dengan spektrofotometer Uv-Vis, hasil dari
pembacaan kurva absorbansi dibuat persamaan regresi antara konsentrasi asam
galat dengan serapan.
o Pengujian Total Polifenol Minuman Fungsional

Uji polifenol dilakukan dengan metode folin ciocalteu mengacu pada

penelitian Foon, et al. (2013). Masing-masing formulasi minuman fungsional 200
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pL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan dengan 1,5
mL folin ciocalteu 10% dihomogenkan dan dibiarkan selama 4-8 menit. Kemudian
ditambahkan 1,5 mL larutan Na;COs; 5% lalu dihomogenkan kembali dan
diinkubasi pada ruang gelap suhu ruang selama 30 menit. Setelah itu dilakukan
pembacaan serapan dengan panjang gelombang 760 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan dicatat hasilnya. Hasil dari pengujian total polifenol
dihitung absorbansinya lalu dimasukan kedalam Design Expert 11 untuk dilakukan
analisis.

d. Uji Penghambatan a-Glukosidase

Pengujian penghambatan a-glukosidase mengacu pada penelitian yang
dilakukan oleh Widihasputri, et al. (2013).
> Penyiapan Larutan Pengujian
. Larutan Dapar Fosfat pH 6,8

Kalium dihidrogenfosfat 0,2 M dibuat dengan melarutkan 6,805 g kalium
dihidrogenfosfat dalam akuademineralisata bebas karbondioksida dan diencerkan
hingga 250 mL. Natrium hidroksida 0,2 M dibuat dengan melarutkan 1,6 g NaOH
dalam akuademineralisata bebas karbondioksida 200 mL. Dapar fosfat pH 6,8
dibuat dengan mencampurkan 125 mL kalium dihidrogenfosfat 0,2 M dengan 56
mL natrium hidroksida 0,2 M dan diencerkan dengan akuademineralisata bebas
karbondioksida hingga 500 mL
o Larutan a-glukosidase
Spesifikasi : 65003-100 UN, tipe | dari Saccharomyces cerevisiae
Keterangan kemasan : 10,19 mg solid : 9,8 U/mg solid

Total unit dalam kemasan : 10,19 mg solid x 9,8 U/mg solid
: 99,662 Unit (dalam 10,19 mg solid)

Berikut adalah pembuatan serta perhitungan larutan stok a-glukosidase.
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Pembuatan larutan :
Ditimbang 5 mg solid, maka dalam 5 mg solid terdapat 49 unit enzim.
Pengenceran 1:

5 mg/10 mL larutan BSA = 49 Unit/100 mL

= 4,9 Unit/mL
Pengenceran 2 :
M1 x V1 =M2x V2
4,9 U/mL x V1 = 0,15 U/mL x 20 mL
V1 = (3/4,9) mL
=0,612 mL
=612 pL

Sehingga untuk membuat larutan a-glukosidase dengan aktivitas 0,15
unit/mL dibutuhkan sebanyak 612 pL dari hasil pengenceran 1 dan ditambahkan
BSA hingga mencapai 20 mL dalam kondisi suhu 2-8°C.

o Larutan substrat p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (PNPG)

Larutan substrat 20 mM dibuat dengan cara melarutkan 60,25 mg PNPG
dalam 10 mL akuademineralisata. Larutan substrat dapat diencerkan dengan
akuademineralisata hingga konsentrasi 5 mM.

. Larutan Natrium Karbohidrat 200 mM

Serbuk natrium karbonat sejauh 10,6 g ditimbang kemudian dengan 500 mL
akuademineralisata sehingga mencapai konsentrasi 200 mM. pH natrium karbonat
yang digunakan adalah 8,7.

o Tahap Pengujian

Pengujian blanko dilakukan dengan cara sebanyak 30 pL larutan dimetil
sulfoksida 2% dalam dapar fosfat pH 6,8 ditambah dengan 36 pL dapar fosfat pH
6,8 dan 17 pL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosa (PNPG) 5 mM, diinkubasi selama 5
menit pada suhu 37 °C. Kemudian ditambahkan 17 yL larutan enzim 0,15 U/mL,

dan diinkubasi kembali selama 15 menit pada suhu 37 °C. Setelah masa inkubasi
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selesai, ditambahkan 100 puL 267 mM natrium karbonat. Kemudian larutan diukur
absorbansinya dengan microplate reader pada 405 nm.

Penguijian control blanko dilakukan dengan cara sebanyak 30 pL larutan
dimetil sulfoksida 2% dalam dapar fosfat pH 6,8 ditambah dengan 36 pL dapar
fosfat pH 6,8 dan 17 uL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosa (PNPG) 5 mM, diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 37 °C. Kemudian larutan diukur nilai absorbansinya
dengan microplate reader pada 405 nm.

Penguijian standar dilakukan dengan cara sebanyak 30 pL larutan standar
(akarbosa) ditambah dengan 36 pL dapar fosfat pH 6,8 dan 17 uL p-nitrofenil-a-D-
glukopiranosa (PNPG) 5 mM, diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37 °C.
Kemudian ditambahkan 17 pL larutan enzim 0,15 U/mL, dan diinkubasi selama 15
menit pada suhu 37 °C. Setelah masa inkubasi selesai, ditambahkan 100 pL 267
mM natrium karbonat. Setelah itu larutan diukur nilai absorbansinya dengan
microplate reader pada 405 nm.

Pengujian sampel dilakukan dengan cara sebanyak 30 pL larutan sampel
minuman fungsional ditambah dengan 36 pL dapar fosfat pH 6,8 dan 17 pL p-
nitrofenil-a-D-glukopiranosa (PNPG) 5 mM, diinkubasi selama 5 menit pada suhu
37 °C. Kemudian ditambahkan 17 pL larutan enzim 0,15 U/mL, dan diinkubasi
selama 15 menit pada suhu 37 °C. Setelah masa inkubasi selesai, ditambahkan
100 pL 267 mM natrium karbonat. Setelah itu larutan diukur nilai absorbansinya
dengan microplate reader pada 405 nm.

Pengujian kontrol sampel dilakukan dengan cara sebanyak 30 pL larutan
sampel minuman fungsional ditambah dengan 36 pL dapar fosfat pH 6,8 dan 17
uL p-nitrofenil-a-D-glukopiranosa (PNPG) 5 mM, diinkubasi selama 5 menit pada
suhu 37 °C. Setelah itu larutan diukur nilai absorbansinya dengan microplate

reader pada 405 nm.
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Pengujian kontrol standar dilakukan dengan cara sebanyak 30 pL larutan
standar (acarbose) ditambah dengan 36 L dapar fosfat pH 6,8 dan 17 pL p-
nitrofenil-a-D-glukopiranosa (PNPG) 5 mM, diinkubasi selama 5 menit pada suhu
37 °C. Setelah itu larutan diukur nilai absorbansinya dengan microplate reader
pada 405 nm.

Persen inhibisi a-glukosidase dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

% Inhibisi = Serapan kontrol — serapan sampel / serapan kontrol x 100%

Prosedur uji penghambatan aktivitas a-glukosidase dengan volume total
masing-masing 200 L disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Prosedur Uji Penghambatan a-Gkukosidase

Reagen Volume
Bl Bo Sl SZ
Sampel/Standar - - 30 30
DMSO 2% dalam dapar fosfat (pH 6,8) 30 30 - -
Dapar fosfat pH (6,8) 36 36 36 36
PNPG 5 mM 17 17 17 17
Inkubasi pada 37°C selama 5 menit
Enzim (0,15 U/mL) 17 - 17 -
Inkubasi pada 37°C selama 15 menit
Natrium karbonat (267 mM) 100 - 100 -

Ukur absorbansi p-nitrofenol yang terbentuk pada 405 nm

Keterangan :

B: = Blanko

B> = Kontrol Blanko

S; = Sampel dan Standar (akarbosa)

So = Kontrol Sampel dan Kontrol Standar (akarbosa)

3.5.4 Analisis Respon

Variabel respon dalam penelitian ini yaitu pH, kenampakan, rasa, aroma,
polifenol, dan a-glukosidase. Variabel respon kemudian dilakukan analisis satu
persatu. Model Analisys of Variance (ANOVA) yang digunakan dapat dipilih sesuai
yang disarankan oleh program dimana model yang diambil merupakan model
dengan tingkat tertinggi dan menghasilkan nilai signifikan ANOVA. Variabel respon

yang merupakan hasil analisis ragam yang berbeda nyata dapat digunakan
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sebagai model prediksi karena memberikan pengaruh signifikan terhadap respon
formula minuman tersebut. Selanjutnya, model yang dianggap sesuai akan
ditampilkan dalam sebuah kontur plot dengan bentuk dua dimensi atau tiga
dimensi.

Setiap variabel respon kemudian dianalisa ANOVA satu persatu. Model
ANOVA yang digunakan dapat dipilih sesuai yang disarankan oleh program yaitu
model yang memiliki tingkat tertinggi dan menghasilkan nilai signifikan ANOVA.
Model ANOVA yang terdapat pada design ini adalah Linear, Quadratic, Special
Cubic, dan Cubic. (Nurmiah et al., 2013). Pada penelitian ini model ANOVA yang

digunakan adalah kuadratik.

3.5.5 Tahap Optimasi

Tahapan selanjutnya adalah tahap optimasi yang dilakukan setelah
melakukan analisis masing-masing respon. Tahap optimasi adalah tahap mencari
nilai dari variabel respon secara optimal, efektif dan efisien. Optimasi bertujuan
untuk mencari dan memilih kondisi dari beberapa variabel input untuk
mendapatkan kondisi yang optimum. Secara umum tahap optimasi sering
dilakukan dengan melibatkan satu respon. Jika melibatkan lebih dari satu respon
(multirespon), maka proses optimasi harus dilakukan secara bersamaan. Metode
optimasi multisensoris yang dapat digunakan adalah Response Surface
Methodology (RSM) dan desirability function (Montgomery, 2009).

Formulasi yang optimal dikenal dengan istilah desirability dengan nilai 0-1
untuk memverifikasi dari persamaan matematika pada respon tunggal. Pada
optimasi ini jika semakin tinggi nilai desirability maka tingkat kesesuaian formula
minuman sudah mencapai titik optimal dengan variabel respon yang diinginkan.
Formula yang paling optimal adalah formula dengan nilai desirability maksimum.

Nilai desirability merupakan nilai fungsi untuk tujuan optimasi yang menunjukkan
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kemampuan program untuk memenuhi keinginan berdasarkan kriteria yang
ditetapkan pada produk akhir. Nilai desirability yang semakin mendekati nilai 1,0
menunjukkan kemampuan program untuk menghasilkan produk yang dikehendaki

semakin sempurna (Ramadhani et al., 2017).

3.5.6 Inhibition Concentration 50 (ICso)

Metode yang dilakukan pada uji penghambatan a-glukosidase adalah
dengan uji ICso yang mengacu pada penelitian Sancheti, et al. (2009). Inhibition
concentration 50 atau ICsg merupakan nilai konsentrasi minimal minuman
fungsional yang dapat menghambat enzim sampai 50%. Analisis ini dilakukan
pada formula minuman fungsional yang paling optimum sesuai yang disarankan
oleh program Design Expert 11 dan akarbosa sebagai standar pembanding. Nilai
konsentrasi sampel dan persen inhibisinya diplot masing-masing pada sumbu x
dany pada persamaan regresi logaritmik. Persamaan regresi linear yang diperoleh
dalam bentuk persamaan y = a In(x) + bx digunakan untuk mencari nilai Inhibitor
Concentration 50% (ICsp) dari masing-masing konsentrasi dengan menyatakan
nilai y sebesar 50 dan nilai x yang akan diperoleh sebagai ICso. Nilai ICso
menyatakan besarnya konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk

menghambat aktivitas enzim a-glukosidase sebesar 50%.

3.5.7 Analisis UPLC-MS/MS

Ultra Performence Liquid Chromatograph - Tandem Mass Spectrometry
(UPLC-MS/MS) merupakan satu-satunya teknik kromatografi cair dengan detektor
spektrometri massa. Sistem UPLC-MS/MS umumnya menggunakan beberapa
jenis ion source dan mass analyzer yang dapat disesuaikan dengan kepolaran
senyawa yang akan dianalisa (Ginting, 2012). Analisis dengan uji UPLC-MS/MS
bertujuan untuk mengetahui senyawa yang terkandung di dalam minuman

fungsional yang berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe merah. Analisis
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UPLC-MS/MS dilakukan di Badan Resense Kriminal Polri Pusat Laboraturium
Forensik Jakarta Timur dengan spesifikasi UPLC-MS/MS Chromatographic
Separation yaitu LC system: Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC),
LC Column: ACQUITY UPLC HSS C18 (1,8 pum 2.1x100 mm) (waters, USA)
dengan temperatur: 50°C (column), 25°C (room), flow rate: 0,2 mL/min running 23
menit dan injection volume sebanyak 5 UL dengan fase gerak (mobile phase) yaitu
air dengan 5 mM amonium formic dan acetonitril dengan 0,05% formic acid. Untuk
spesifikasi UPLC-MS/MS Mass spektrometry yaitu menggunakan sistem ES
(electrospray ionization), satuan mass analysis range : 50-1300 m/z, Source
temperature : 100°C, Desolvation temperature :350°C, cone gas flow: 0 L/hr,
Desolvation gas flow : 793 L/hr, Collision energi: 4 Volt dan Rampt Colision energi
: 25 — 50 Volt (energi tinggi)

Dalam pengujian UPLC-MS/MS dibutuhkan sampel yang dilarutkan dengan
akuades, lalu diambil sebanyak 5 uL larutan dan disuntikkan pada instrumen UPLC
MS/MS dengan laju air 0,2 mL/menit. Kemudian dipompa selama 23 menit dan
dimasukkan ke dalam katup kolom selector. Lalu dilakukan pemisahan lalu
dilakukan pemisahan menuju UV detektor dan berat molekul dideteksi dengan
spektrometer massa.

Setelah didapatkan hasil maka tahap selanjutnya adalah intrepretasi dari
hasil pengujian UPLC-MS/MS. Dari hasil pengujian akan didapat grafik
kromatogram yang akan dibaca menggunakan software Masslynk v 4.1 yang
kemudian akan memunculkan peak, dari peak tersebut akan memunculkan
beberapa monoisotopic mass. Selanjutnya monoisotopic mass yang sudah muncul
dari software dilakukan identifikasi dari web massbank, chemspider atau pubchem
untuk mengetahui nama dan gugus kimia yang terdapat dalam sampel. Setelah itu
digolongkan berdasarkan gugus fungsinya dan diidentifikasi senyawa yang

memiliki kemampuan untuk penghambatan a-glukosidase.
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3.5.8 Uji Fitokimia
Uji fitokimia merupakan salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk
mengetahui bahan aktif yang merupakan metabolit sekunder pada tumbuhan.
Bahan aktif ini dapat berfungsi sebagai pertahanan diri tumbuhan terhadap
lingkungan, penyakit dan serangan pemangsa. Beberapa metabolit sekunder
diproduksi pada tahap dan jalur metabolisme yang berbeda (Purwati et al.,2017).
Metode uji fitokimia dilakukan dengan melihat reaksi pengujian warna dengan
menggunakan suatu pereaksi warna (Kristianti et al., 2008). Pada penelitian ini
dilakukan pengujian fitokimia dengan tujuan untuk memudahkan skrining dan
identifikasi golongan senyawa yang terdapat di dalam minuman fungsional.
a. Flavonoid (Marliana, 2005)
1 mL ekstrak pekat dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 1-2 mL metanol panas, lalu ditambahkan serbuk logam Mg.
Selanjutnya ditambahkan 0,5 mL HCI pekat. Apabila menghasilkan warna
merah atau jingga, maka ekstrak positif mengandung flavonoid.
b.  Tanin (Marliana, 2005)
1,5 mL ekstrak pekat dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan beberapa tetes akuades panas, lalu didinginkan dan disaring.
Kemudian ditambahkan 3 tetes NaCl 10%, lalu disaring. Selanjutnya
ditambahkan 2 tetes FeClz 1%. Apabila menghasilkan warna hijau
kehitaman/biru tua, maka sampel positif mengandung tanin.
c. Saponin dengan metode Forth (Marliana, 2005)
1 mL ekstrak pekat dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 5 mL akuades dan dikocok selama 30 detik. Jika menimbulkan
busa dan tidak hilang dalam 30 detik, maka ekstrak tersebut prositif
mengandung saponin. Untuk mempertahankan busa bisa ditambahkan HCI

1M.
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Fenolik (Harbone, 2004)

1 mL ekstrak pekat dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 10 tetes FeCls; 1%. Ekstrak positif mengandung fenol apabila
menghasilkan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam pekat.

Alkaloid (Nursal, 2005)

1 mL ekstrak pekat dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 3-5 tetes pereaksi Dragendroff. Reaksi positif terjadi apabila
terbentuk endapan cokelat atau jingga.

Terpenoid/Steroid (Mojab et al., 2005)

1 mL ekstrak pekat dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 0,5 mL kloroform, lalu ditambahkan dengan 0,5 mL asetat
anhidrat. Selanjutnya campuran tersebut ditambahkan 3-5 tetes H2SO4
pekat melalui dinding tersebut. Apabila terbentuk warna hijau atau biru, maka
ekstrak tersebut mengandung steroid. Sedangkan apabila terbentuk warna

ungu merah, maka ekstrak tersebut positif mengandung triterpenoid.



4. PEMBAHASAN

4.1 Penelitian Pendahuluan
Pada penelitian ini dilakukan penelitian pendahuluan dengan tujuan untuk
mengetahui titik tengah dari setiap faktor. Pada tahap formulasi peneliti juga harus
mengetahui titik minimum dan titik maksimum pada setiap faktor yang digunakan
yaitu rumput laut cokelat (Sargassum sp.), kayu manis (Cinnamomum burmanii)
dan jahe emprit (Zingiber officinale var Amarum) dengan berdasarkan uji
organoleptik dan uji pH.
4.1.1 Penentuan Titik Tengah Rumput Laut Cokelat (Sargassum sp.)
Penentuan konsentrasi ekstrak Sargassum sp. ini dilakukan pada tiga
konsentrasi yaitu 17,5%, 20%, dan 22,5%. Masing-masing perlakuan diuji pH,
kenampakan, warna, rasa dan aroma. Data hasil penentuan konsentrasi ekstrak
Sargassum sp. tersebut disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Titik Tengah Rumput Laut Cokelat (Sargassum sp.)

Konsentrasi pH Rasa Warna Aroma Kenampakan Rerata
(%)
17,5 7,24 2,26 3,74 2,17 3,63 2,95
20 7,16 2,29 3,60 2,17 3,51 2,87
22,5 7,50 2,23 3,54 2,20 3,43 2,85

Berdasarkan hasil Tabel 4 menunjukkan bahwa dari beberapa konsentrasi
ekstrak Sargassum sp. yang paling disukai oleh panelis berdasarkan rata-rata uji
organoleptik dengan parameter rasa, warna, aroma dan kenampakan sebesar
2,95 yaitu pada konsentrasi 17,5% dengan nilai pH 7,24. Nilai titik tengah dari
faktor Sargassum sp. yaitu sebesar 17,5% karena memiliki yang paling disukai
oleh panelis serta memiliki nilai pH sesuai dengan SNI 01-3553-2006 tentang

AMDK (Air Minum Dalam Kemasan) yaitu sebesar 6,0 - 8,5.
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4.1.2 Penentuan Titik Tengah Kayu Manis (Cinnamomum burmannii)

Penentuan konsentrasi ekstrak kayu manis ini dilakukan pada tiga
konsentrasi yaitu 12%, 15%, dan 18%. Masing-masing perlakuan diuji pH,
kenampakan, warna, rasa dan aroma. Data hasil penentuan konsentrasi ekstrak
kayu manis tersebut disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Titik Tengah Kayu Manis (Cinnamomum burmannii)

Konsentrasi pH Rasa Warna Aroma Kenampakan Rerata
(%)
12 7,76 2,69 3,94 3,03 3,89 3,39
15 7,84 3,03 4,00 2,91 3,94 3,47
18 7,93 2,89 3,86 2,97 3,91 3,41

Berdasarkan hasil Tabel 5 menunjukkan bahwa dari beberapa konsentrasi
ekstrak kayu manis (Cinnamomum burmannii) yang paling disukai oleh panelis
berdasarkan rata-rata uji organoleptik dengan parameter rasa, warna, aroma dan
kenampakan sebesar 3,47 yaitu pada konsentrasi 15% dengan nilai pH 7,4. Nilai
titik tengah dari faktor kayu manis yaitu sebesar 15% karena memiliki rasa disukai
oleh panelis serta nilai pH sesuai dengan SNI 01-3553-2006 tentang AMDK (Air
Minum Dalam Kemasan) yaitu sebesar 6,0-8,5. Menurut Yulia et al. (2011),
Semakin tinggi konsentrasi kayu manis yang ditambahkan maka semakin terasa
kayu manisnya dan pada konsentrasi 15-16% ekstrak kayu manis dapat diterima
oleh panelis.

4.1.3 Penentuan Titik Tengah Jahe Emprit (Zingiber officinale Var Amarum)

Penentuan konsentrasi ekstrak jahe emprit dilakukan pada tiga konsentrasi
yaitu 27,5%, 30%, dan 32,5%. Masing-masing perlakuan diuji pH, kenampakan,
warna, rasa dan aroma. Data hasil penentuan konsentrasi ekstrak jahe emprit

tersebut disajikan pada Tabel 6.



44

Tabel 6. Titik Tengah Jahe Emprit (Zingiber officinale Var Amarum)

Konsentrasi pH Rasa Warna Aroma Kenampakan Rerata
(%)
27,5 8,02 2,23 2,6 2,54 2,49 2,47
30 7,98 2,49 2,6 2,71 2,54 2,59
32,5 7,99 2,31 2,63 2,74 2,71 2,60

Berdasarkan hasil Tabel 6 menunjukkan bahwa dari beberapa konsentrasi
ekstrak jahe emprit (Zingiber officinale Var Amarum) yang paling disukai oleh
panelis berdasarkan rata-rata uji organoleptik dengan parameter rasa, warna,
aroma dan kenampakan sebesar 2,60 yaitu pada konsentrasi 32,5% dengan nilai
pH 7,99. Nilai titik tengah dari faktor jahe emprit yaitu sebesar 32,5% karena dari
keempat parameter organoleptik yang ditawarkan, ada tiga parameter yang
disukai panelis, meskipun rasa yang dimiliki ekstrak jahe emprit dalam kisaran
tidak disukai panelis karena terasa pedas. Hal ini sesuai dengan penelitian
Yulianto dan Widyaningsih (2013), bahwa pada konsentrasi jahe yang terlalu tinggi
akan menimbulkan rasa pedas. Komponen pembentuk rasa pedas pada jahe yaitu
gingerol sebagai komponen utama serta shogaol dan zingeron. Ekstrak jahe
emprit memiliki nilai pH sesuai dengan SNI 01-3553-2006 tentang AMDK (Air
Minum Dalam Kemasan) yaitu sebesar 6,0 - 8,5.

4.2 Penelitian Utama

4.2.1 Tahap Penentuan Batas Box Behnken

Penentuan batas Box Behnken dilakukan setelah mengetahui nilai titik
optimal dari masing-masing faktor dengan 3 konsentrasi yang berbeda.
Konsentrasi tersebut meliputi batas bawah (minimum), titik tengah, dan batas atas
(maksimum). Setiap faktor memiliki 3 konsentrasi yang berbeda yaitu Sargassum
sp., kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan jahe emprit (Zingiber officinale Var

Amarum). Level batas Box Behnken disajikan pada Tabel 7.
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Tabel 7. Penetepan Level Batas Box Behnken

Faktor Unit Batas Titik Tengah Batas Atas
Bawah
Sargassum sp % 15 17,5 20
Kayu Manis % 12,5 15 17,5
Jahe Emprit % 30 32,5 35

Setelah penentuan batas bawah (minimum), titik tengah dan batas atas
(maksimum) akan didapatkan rancangan formulasi minuman fungsional berbasis

Sargassum sp., kayu manis, dan jahe emprit sebanyak 13 formulasi yang disajikan

pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil Formulasi Minuman Fungsional
Run Sargassum sp. Kayu Manis Jahe Emprit

(%) (%) (%)

R1 17,5 15 32,5
R2 20 17,5 32,5
R3 15 12,5 32,5
R4 17,5 17,5 35
R5 15 15 35
R6 15 17,5 32,5
R7 20 15 35
R8 15 15 30
R9 20 12,5 32,5
R10 17,5 12,5 30
R11 17,5 17,5 30
R12 17,5 12,5 35
R13 20 15 30

Rancangan formulasi yang disarankan oleh Design Expert 11 kemudian buat
minuman fungsional dengan mencampurkan Kketiga bahan tersebut dan
selanjutnya akan diuji organoleptik (rasa, warna, aroma, kenampakan), pH, total
polifenol dan penghambatan a-glukosidase.

4.2.2 Formulasi Respon

Rancangan formulasi minuman fungsional yang disarankan oleh Design
Expert 11 sebanyak 13 formulasi masing-masing dikombinasikan berdasarkan
konsentrasi. Kemudian dari ke-13 formulasi tersebut selanjutnya dilakukan uji

organoleptik (rasa, warna, kenampakan dan aroma), uji pH, total polifenol serta



46

penghambatan a-glukosidase. Dari hasil setiap pengujian dimasukkan ke dalam
variabel respon. Pada pengujian yang dilakukan masing-masing respon
memberikan pengaruh terhadap minuman fungsional berdasarkan Design Expert
11. Hasil rancangan formulasi respon dapat dilihat pada Tabel 9.

Tabel 9. Hasil Rancangan Formulasi Respon
Run Faktor Respon

Al A2 A3 Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7

Rl 175 15 325 234 314 320 3,29 750 177,92 48,09
R2 20 175 325 249 3,17 3,06 3,06 7,29 191,40 59,43
R3 15 125 325 240 326 3,00 326 7,45 150,97 64,38
R4 175 175 35 229 3,09 3,09 3,00 7,37 18560 38,78
R5 15 15 35 2,43 297 297 3,14 7,42 192,35 28,10
R6 15 175 325 231 3,09 3,11 3,03 7,31 191,32 47,85
R7 20 15 35 2,69 334 320 3,06 7,39 183,20 42,42
R8 15 15 30 2,66 320 3,14 3,00 7,30 173,24 63,66
R9 20 125 325 254 300 291 311 7,41 17461 35,14
R10 175 125 30 2,49 3,11 323 3,11 7,36 18507 52,51
R11 175 175 30 2,31 2,97 300 3,20 7,27 19355 63,01
R12 175 125 35 2,77 3,23 3,14 3,14 7,46 17441 74,40
R13 20 15 30 266 314 3,11 3,29 7,29 201,20 88,19

Keterangan :

Al = Sargassum sp. Bl = Rasa

A2 = Kayu manis B2 = Warna

A3 = Jahe emprit B3 = Kenampakan
B4 = Aroma
B5 = pH

B6 = Total polifenol
B7 = Penghambatan a-glukosidase

Dari Tabel 9 dapat diketahui bahwa kisaran nilai respon rasa (B1) berkisar
antara 2,29-2,77. Nilai respon warna (B2) berkisar antara 2,97- 3,34. Nilai respon
kenampakan (B3) berkisar antara 2,91-3,23. Nilai respon aroma (B4) berkisar
antara 3,00-3,29. Nilai respon pH (B5) berkisar antara 7,27-7,50. Nilai respon total
polifenol (B6) berkisar antara 150,97mg/GAE 100 mL-201,20 mg/GAE 100 mL.
Nilai respon penghambatan a-glukosidase berkisar antara 28,10%- 88,19%.

Setelah didapatkan hasil sesuai dengan masing-masing uji, selanjutkan
dilakukan analisis untuk mendapatkan persamaan matematika dan ANOVA

(Analysis of Variance) dari masing-masing respon. Analisis model dari respon
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rasa, warna, kenampakan, aroma, pH, total polifenol serta penghambatan a-
glukosidase disajikan pada Tabel 10.

Tabel 10. Analisis Model untuk Respon Rasa, Warna, Kenampakan, Aroma,
Kadar Polifenol dan Aktivitas Penghambatan a-Glukosidase

Respon Model Persamaan Matematika Signifikan R?
(P<0,05)
Rasa Kuadratik Y =2,34+0,0725A+-0,1000 0,4292 0,8089

B + 0,0075 C + 0,0100 AB
+0,0650 AC + -0,0750 BC +
0,1200 A? + -0,0250 B? +
0,1500 C?
Warna Kuadratik Y =3,14 +0,0162 A +-0,0350 0,7108 0,6725
B + 0,0262 C + 0,0850 AB +
0,1075 AC + 0,0000 BC +
0,026B A? + -0,0362 B? + -
0,0038 C?
Kenampakan Kuadratik Y = 3,20 + 0,0075 A + 0,0025 0,8754  0,5445
B +-0,0100 C + 0,0100 AB +
0,0650 AC + 0,0450 BC + -
0,0950 A? + 0,0850 B2 +
0,0000 C?
Aroma Kuadratik Y = 3,29 + -0,0075 A + - 0,0603 0,9584
0,0663 B + 0,0113 C + 0,0450
AB + -0,0550 + -0,0375 BC +
-0,0912 A? + -0,0837 B? + -
0,1138 C?
pH Kuadratk Y = 7,00 + -0,0119 A + - 0,0034 0,9941
0,0544 B + 0,0513 C + 0,0038
AB + -0,0050 AC + -0,0000
BC +0,1731 A + 0,1881 B2 +

0,1744 C?
Total Kuadratik Y =278,00+8,31A+1500B 0,2374 0,8848
Polifenol +-3,42 C +-9,21 AB + -14,49

AC + 1,06 BC + 1,56 A? + -

2,88 B2+ 13,41 C?
Inhibisi a- Kuadratik 48,09 + 2,65 A + 2,17 B + - 0,8039 0,6091
glukosidase 10,46 C + 10,20 AB + -2,55

AC + -11,53 BC + 1,01 A% +

2,60 B? + 6,49 C?

Model yang disarankan oleh Design Expert 11 untuk analisis respon adalah
kuadratik. Hal ini dikarenakan dengan analisis respon menggunakan model
kuadratik didapatkan nilai R? tertinggi dibandingkan dengan model lainnya. Pada
Tabel 10 ditunjukkan nulai R? untuk setiap respon yang diuji. Untuk nilai R?respon

rasa 0,8089, respon warna 0,5445, respon kenampakan 0,5445, respon aroma



48

0,9584, respon pH 0,9941, respon total polifenol 0,8848, dan respon
penghambatan a-glukosidase 0,6091.

Hasil uji Analysis of Variance (ANOVA) dan model matematika dapat
dikatakan signifikan jika nilai yang didapat dari minuman fungsional berbasis
Sargassum sp. kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan jahe emprit (Zingiber
officinale Var Amarum) p value < 0,05 dan non signifikan jika nilai p value > 0,05

pada masing-masing respon.

4.2.3 Analisis Respon

Response Surface Methodology (RSM) merupakan kumpulan teknik
matematika dan statistika yang berguna untuk analisis dan permodelan dari suatu
permasalahan (response) dengan satu atau lebih perlakuan dalam penelitian.
Perancangan model dengan menggunakan RSM dapat memberikan hubungan
atau korelasi dari suatu permasalahan dengan kombinasi perlakuan yang berbeda.
Tujuan utama dari RSM adalah membantu peneliti untuk merancang percobaan
agar mendapatkan hasil paling optimum dari percobaan tersebut (Montgomery,
2011).

Pada hasil kontur plot dua dimensi atau tiga dimensi dapat dilihat warna-
warna dan kontur yang berbeda akan mempengaruhi respon. Perbedaan warna
dari kontur plot dapat dilihat pada parameter warna minimum dan maksimum,
apabila warna pada kontur plot menunjukkan warna merah artinya respon
memberikan hasil maksimal atau didapatkan hasil yang maksimal dan warna biru
menandakan hasil yang minimal. Berikut adalah analisis respon dari minuman
fungsional berbasis Sargassum sp. kayu manis, dan jahe emprit.

a. Respon Rasa
Menurut Palupi dan Widyaningsih (2015), bahwa rasa merupakan salah satu

penentu dalam tingkat penerimaan panelis. Selain itu, menurut Fitri (2017), rasa
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merupakan sensasi yang terbentuk dari hasil perpaduan bahan dan komposisinya
pada suatu produk makanan oleh indera pengecap. Dari hasil penelitian respon
rasa terhadap minuman fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe
emprit didapatkan nilai tertinggi pada formula R12 sebesar 2,77 dengan
konsentrasi Sargassum sp. sebesar 17,5%, kayu manis sebesar 12,5%, dan jahe
emprit sebesar 35% dengan rata-rata (mean) respon rasa sebesar 2,49 dengan
standar deviasi sebesar 0,14%.

Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) pada Lampiran 8 dengan
permodelan kuadratik menghasilkan p value>0,05 yaitu sebesar 0,4292 (not
significant) yang berarti perlakukan kombinasi ekstrak Sargasssum sp., ekstrak
kayu manis dan ekstrak jahe emprit tidak memberikan pengaruh yang nyata
terhadap rasa minuman fungsional. Dari ANOVA dapat diketahui bahwa hasil dari
uji organoleptik rasa setiap komponen dan kombinasinya pada penelitian utama
dengan menggunakan 35 panelis memiliki hasil yang sama dengan hasil penelitian
pendahuluan yang dilakukan sebelumnya. Minuman fungsional memiliki rasa yang
hampir sama sehingga tidak terjadi perbedaan yang mencolok dari ke-13
formulasi. Pada penelitian yang dilakukan oleh Widiyatami (2016), menunjukkan
hasil analisis sidik ragam atau uji ANOVA dari formula yang dibuat tidak
berpengaruh nyata atau tidak signifikan (prob>0,05) terhadap rasa yang diuiji.
Artinya formula yang dibuat tidak berpengaruh nyata terhadap respon uji skor rasa,
sehingga nilai respon tersebut tidak dapat digunakan untuk proses optimasi yaitu
untuk mendapatkan produk dengan karakteristik yang optimum.

Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon rasa minuman
fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan oleh Design Expert
11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang terpilih terhadap

respon rasa yang dihasilkan :
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Y =2,34 +0,0725 A + -0,1000 B + 0,0075 C + 0,0100 AB +0,0650 AC + -0,0750
BC + 0,1200 A? + -0,0250 B? + 0,1500 C?

Keterangan : A = Sargassum sp.
B = Kayu Manis
C = Jahe Emprit

Dari hasil analisis ANOVA menunjukkan bahwa faktor Sargassum sp. (A)
tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap respon rasa minuman
fungsional. Hal ini diduga karena rasa dari ekstrak Sargassum sp. yang dihasilkan
yaitu pahit dan sedikit anyir. Pada penelitian Husni, et al. (2015), menunjukkan
ekstrak Sargassum sp. dapat menurunkan nilai hedonik rasa minuman
dikarenakan tidak adanya penambahan bahan lain dalam produk dan juga
disebabkan semakin meningkatnya ekstrak Sargassum sp. yang mempunyai rasa
pahit yang dominan.

Ekstrak kayu manis dan ekstrak jahe emprit ditambahkan guna memperbaiki
rasa minuman fungsional, namun kedua ekstrak tersebut kurang memberikan efek
yang nyata karena rasa dari ekstrak Sargassum sp. yang dominan. Rizal, et al.
(2012) menyebutkan bahwa kayu manis merupakan tanaman rempah yang dapat
digunakan untuk memperbaiki flavor atau rasa dari suatu minuman karena
memiliki rasa yang khas dari senyawa-senyawa yang dihasilkan. Suprapti (2003)
mengatakan bahwa minuman akan cenderung memiliki rasa pedas dari filtrat jahe
yang ditambahkan hal ini dikarenakan jahe memiliki senyawa volatil yang kuat
serta memberikan rasa pedas. Pembentukan rasa pedas tersebut berasal dari
senyawa gingerol, shagaol dan zingeron.

b. Respon Warna

Warna merupakan atribut utama dari suatu produk makanan atau minuman
yang dapat mempengaruhi penerimaan panelis selanjutnya. Warna makanan atau
minuman yang menarik dapat memberikan dorongan lebih tinggi bagi panelis

untuk mengonsumsi makanan atau minuman tersebut (Ridawati, 2016). Dari hasil
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penelitian respon warna terhadap minuman fungsional berbasis Sargassum sp.,
kayu manis dan jahe emprit didapatkan nilai tertinggi pada formula R7 sebesar
3,34 dengan konsentrasi Sargassum sp. sebesar 20%, kayu manis sebesar 15%,
dan jahe emprit sebesar 35% dengan rata-rata (mean) respon warna sebesar 3,13
dengan standar deviasi sebesar 0,12%.

Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) pada Lampiran 8 dengan
permodelan quadratik menghasilkan p value > 0,05 yaitu sebesar 0,7108 (not
significant) yang berarti perlakukan kombinasi ekstrak Sargasssum sp., ekstrak
kayu manis dan ekstrak jahe emprit tidak memberikan pengaruh yang nyata
terhadap warna dari minuman fungsional. Dari ANOVA dapat diketahui bahwa
hasil dari uji organoleptik warna setiap komponen dan kombinasinya pada
penelitian utama dengan menggunakan 35 panelis memiliki hasil yang sama
dengan hasil penelitian pendahuluan yang dilakukan sebelumnya. Minuman
fungsional memiliki warna yang hampir sama sehingga tidak terjadi perbedaan
yang mencolok dari ke-13 formulasi.

Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon warna minuman
fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan oleh Design Expert
11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang terpilih terhadap
respon warna yang dihasilkan :

Y = 3,14 + 0,0162 A + -0,0350 B + 0,0262 C + 0,0850 AB + 0,1075 AC + 0,0000
BC + 0,026B A? + -0,0362 B? + -0,0038 C?

Keterangan : A = Sargassum sp.

B = Kayu Manis
C = Jahe Emprit

Berdasarkan model persamaan regresi di atas dapat dijelaskan bahwa Y
adalah respon warna. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa dari semua

komponen dan kombinasinya menunjukkan respon warna yang tidak signifikan.
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Hal ini diduga karena bahan-bahan yang digunakan memiliki warna ekstrak yang
kurang menarik apabila dijadikan sebagai minuman. Pada penelitian Husni et al.
(2015), bahwa warna minuman dipengaruhi oleh variasi penambahan ekstrak
Sargassum polycystum. Semakin besar konsentrasi menyebabkan menurunnya
tingkat kesukaan warna minuman yang didominasi warna coklat kehitaman
sehingga tidak disukai oleh panelis. Pada penelitian Winarno (2002), bahwa faktor
warna cukup penting diperhatikan karena berpengaruh pada kesan dan
penerimaan konsumen. Bahan makanan akan dikonsumsi apabila memiliki warna
yang tidak indah atau memberi kesan menyimpang dari warna yang seharusnya.
C. Respon Kenampakan

Menurut Azizah, et al. (2017) bahwa kenampakan merupakan hal yang
pertama dilihat ketika seseorang ingin membeli atau mengonsumsi bahan
makanan. Dari hasil penelitian respon kenampakan terhadap minuman fungsional
didapatkan nilai tertinggi pada formula R10 sebesar 3,23 dengan konsentrasi
Sargassum sp. sebesar 17,5%, kayu manis sebesar 12,5%, dan jahe emprit
sebesar 30% dengan rata-rata (mean) respon kenampakan sebesar 3,09 dengan
standar deviasi sebesar 0,13%.

Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) pada Lampiran 8 dengan
permodelan kuadratik menghasilkan p value > 0,05 yaitu sebesar 0,8754 (not
significant) yang berarti perlakukan kombinasi ekstrak Sargasssum sp., ekstrak
kayu manis dan ekstrak jahe emprit tidak memberikan pengaruh yang nyata
terhadap kenampakan dari minuman fungsional. Dari ANOVA dapat diketahui
bahwa hasil dari uji organoleptik kenampakan setiap komponen dan kombinasinya
pada penelitian utama dengan menggunakan 35 panelis memiliki hasil yang sama
dengan hasil penelitian pendahuluan yang dilakukan sebelumnya. Minuman
fungsional memiliki kenampakan yang hampir sama sehingga tidak terjadi

perbedaan yang mencolok dari ke-13 formulasi.
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Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon kenampakan
minuman fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan oleh Design
Expert 11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang terpilih
terhadap respon kenampakan yang dihasilkan :

Y = 3,20 + 0,0075 A + 0,0025 B + -0,0100 C + 0,0100 AB + 0,0650 AC + 0,0450
BC +-0,0950 A? + 0,0850 B? + 0,0000 C?

Keterangan : A = Sargassum sp.
B = Kayu manis
C = Jahe emprit
Dari hasil ini dapat dikatakan tingkat penerimaan panelis terhadap respon
kenampakan memberikan hasil yang belum optimal karena panelis merespon
agak suka terhadap minuman fungsional. Warna ekstrak yang didapatkan dari
proses ekstraksi dipengaruhi oleh senyawa bioaktif yang terdapat pada alga
cokelat (Grace, 2010).
d. Respon Aroma
Aroma minuman dipengaruhi oleh jenis-jenis bahan yang digunakan dan
proses yang dilakukan dalam pembuatan minuman (Ridawati, 2016). Dari hasil
penelitian respon aroma terhadap minuman fungsional berbasis Sargassum sp.,
kayu manis dan jahe emprit didapatkan nilai tertinggi pada formula R1 sebesar
3,29 dengan konsentrasi Sargassum sp. sebesar 17,5%, kayu manis sebesar
15%, dan jahe emprit sebesar 32,5% dengan rata-rata (mean) respon aroma
sebesar 3,11 dengan standar deviasi sebesar 0,03%.
Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) pada Lampiran 8 dengan
permodelan kuadratik menghasilkan p value > 0,05 yaitu sebesar 0,0603 (not
significant) yang berarti perlakukan kombinasi ekstrak Sargasssum sp., ekstrak

kayu manis dan ekstrak jahe emprit tidak memberikan pengaruh yang nyata

terhadap aroma dari minuman fungsional. Dari ANOVA dapat diketahui bahwa
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hasil dari uji organoleptik aroma setiap komponen dan kombinasinya pada
penelitian utama dengan menggunakan 35 panelis memiliki hasil yang sama
dengan hasil penelitian pendahuluan yang dilakukan sebelumnya. Minuman
fungsional memiliki aroma yang hampir sama sehingga tidak terjadi perbedaan
yang mencolok dari ke-13 formulasi.

Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon aroma minuman
fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan oleh Design Expert
11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang terpilih terhadap
respon aroma yang dihasilkan :

Y =3,29 +-0,0075 A + -0,0663 B + 0,0113 C + 0,0450 AB + -0,0550 AC + -0,0375
BC +-0,0912 A% + -0,0837 B2 + -0,1138 C?

Keterangan : A = Sargassum sp.
B = Kayu manis
C = Jahe emprit
Hasil penelitian menunjukkan nilai hedonik aroma minuman fungsional tidak
disukai oleh panelis. Hal ini disebabkan oleh penambahan esktrak Sargassum sp.
yang semakin besar maka minuman fungsional akan didominasi oleh aroma khas
rumput laut yang amis. Disamping itu dengan penambahan ekstrak jahe emprit
dapat memperbaiki rasa meskipun tidak signifikan. Menurut Husni, et al. (2015)
bahwa jahe yang ditambahkan dalam minuman bertujuan untuk menutupi aroma
amis dan pahit yang ditimbulkan oleh Sargassum sp. yang tercium.
e. Respon pH
Menurut Kadir (2015), bahwa pH (Potential of Hydrogen) adalah derajat
keasaman yang digunakan untuk menyatakan tingkat keasaman atau kebasaan
yang dimiliki oleh suatu larutan yang didefinisikan sebagai kologaritma aktivitas ion

hidrogen (H*) yang terlarut. Koefisien aktivitas ion hidrogen tidak dapat diukur

secara eksperimental, sehingga nilainya didasarkan pada perhitungan teoretis.



55

Skala pH bukanlah skala absolut melainkan bersifat relatif terhadap sekumpulan
larutan standar yang pH-nya ditentukan berdasarkan persetujuan internasional.

Pada hasil respon pH menunjukkan nilai pH pada minuman fungsional yang
tertinggi pada formula R1 dengan nilai pH sebesar 7,50 dengan konsentrasi
Sargassum sp. 17,5%, kayu manis 15% dan jahe emprit 32,5% dengan rata-rata
(mean) respon pH sebesar 7,33 dengan standar deviasi sebesar 0,018%. Menurut
SNI 01-3553-2006 menetapkan pH AMDK yaitu antara 6,0-8,5, sehingga dapat
dinyatakan pada minuman fungsional berbasis Sargassum sp. kayu manis, dan
jahe emprit yang dikombinasikan sudah sesuai dengan SNI dan telah mencapai
tingkat keasaman yang baik yaitu berkisar antara 7,27-7,50. Berikut adalah hasil
analisis ragam (ANOVA) respon pH.

Tabel 11. Analysis of Variance (ANOVA) Respon pH.

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 0,1642 9 0,0182 56,50 0,0034 significant
A-Sargassum sp 0,0011 1 0,0011 3,49 0,1584
B-Kayu Manis 0,0237 1 0,0237 73,25 0,0034
C-Jahe Emprit 0,0210 1 0,0210 65,07 0,0040
AB 0,0001 1 0,0001 0,1742 0,7045
AC 0,0001 1 0,0001 0,3097 0,6167
BC 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
A2 0,0685 1 0,0685 212,15 0,0007
B2 0,0809 1 0,0809 250,51 0,0005
c2 0,0695 1 0,0695 215,23 0,0007
Residual 0,0010 3 0,0003
Cor Total 0,1652 12

Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) dengan permodelan
kuadratik menghasilkan p value sebesar 0,0034 (0,34%) lebih kecil dibandingkan
tingkat signifikansi (0,05 atau 5%) yang berarti terdapat pengaruh keragaman
terhadap respon pH minuman fungsional. Nurmiah (2013), menyatakan bawa
model akan signifikan dengan nilai p lebih kecil dari 0,05. Hasil ANOVA

menunjukkan bahwa masing-masing komponen berpengaruh nyata (signifikan).
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Faktor ekstrak Sargassum sp. tidak memberikan pengaruh nyata terhadap respon
pH minuman fungsional dengan nilai p>0,05 (0,1584). Hal ini diduga bahwa dengan
semakin banyak penambahan ekstrak Sargassum sp. maka dapat menurunkan nilai pH
(basa). Pada penelitian Hidayati, et al. (2017), bahwa ekstrak Sargassum sp. (kontrol)
dapat menurunkan pH minuman instan.

Ekstrak kayu manis memberikan pengaruh nyata terhadap respon pH pada
minuman fungsional dengan nilai p<0,05 (0,0034). Hal ini diduga karena pada
ekstrak kayu manis yang dihasilkan dari proses dekoksi dapat meningkatkan pH
dari minuman fungsional. Pada penelitian Tiffani (2019) menyebutkan bahwa
ekstrak kayu manis akan mempengaruhi pH pada minuman sari buah. Andriana
(2014) mengatakan semakin banyak penambahan kayu manis, pH minuman
fungsional yang dihasilkan mendekati netral (cenderung lebih tinggi). pH minuman
berhubungan dengan warna yang dihasilkan. Semakin banyak kayu manis yang
ditambahkan, minuman yang dihasilkan semakin gelap.

Ekstrak jahe emprit memberikan pengaruh nyata terhadap respon pH
dengan ditunjukkan hasil nilai p<0,05 (0,0040). Hal ini diduga bahwa dengan
semakin besar penambahan ekstrak jahe emprit dapat menurunkan pH minuman.
Sesuai dengan hasil penelitian Sukardi (2000) yakni rimpang jahe emprit dapat
meningkatkan nilai pH karena mengandung asam-asam organik, meliputi malat,
oksalat, asam laurat, palmitat, oleat, linoleat dan stearat dan Syafitri, et el. (2018)
menyatakan bahwa degradasi senyawa jahe emprit gingerol yang cepat terutama
terjadi pada pH asam, menghasilkan dehidrasi untuk membentuk shogaol. Baik
gingerol dan shogaol paling stabil pada pH 4.

Pada kombinasi antara ekstrak Sargassum sp. dan kayu manis, kombinasi
antara Sargassum sp. dengan jahe emprit serta ekstrak kayu manis dengan

ekstrak jahe emprit menunjukkan hasil tidak signifikan (p value > 0,05) yang artinya
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kombinasi kedua ekstrak tidak memberikan pengaruh apapun terhadap pH
minuman fungsional. Hal ini diduga karena adanya penambahan ekstrak
Sargassum sp. dapat menurunkan respon pH terhadap minuman fungsional.

Pada faktor ekstrak Sargassum sp. (kuadrat), ekstrak kayu manis (kuadrat)
dan ekstrak jahe emprit (kuadrat) menunjukkan pengaruh yang nyata dengan nilai
berturut-turut 0,0007, 0,0005 dan 0,0007 yang berarti nilai p<0,05 atau signifikan.
Hal ini dapat diketahui bahwa interaksi yang terjadi antar ekstrak Sargassum sp.,
interaksi antar ekstrak kayu manis dan interaksi antar jahe emprit dapat
mengoptimalkan pH minuman fungsional sesuai dengan standar pH yang
ditentukan.

Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon pH minuman
fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan oleh Design Expert
11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang terpilih terhadap
respon pH yang dihasilkan :

Y =7,00+-0,0119 A +-0,0544 B + 0,0513 C + 0,0038 AB + -0,0050 AC + -0,0000
BC + 0,1731 A% + 0,1881 B? + 0,1744 C?

Keterangan : A = Sargassum sp.
B = Kayu manis
C = Jahe emprit
Hasil uji pH pada minuman fungsional berada pada kisaran 7,27 — 7,45 yang
mana nilai ini sudah sesuai dengan standar minuman berdasrkan SNI.
Peningkatan pH minuman fungsional diduga dipengaruhi oleh penambahan
Sargassum sp. dan jahe emprit. Ekstrak kayu manis mampu menutupi ekstrak
Sargassum sp. dan juga ekstrak jahe emprit sehingga apabila ketiga bahan
tersebut dikombinasikan tidak saling mempengaruhi karena dapat meningkatkan

pH minuman. Kontur dua dimensi dan kurva tiga dimensi respon pH dari kombinasi

Sargassum sp. (A) dengan kayu manis (B) dapat dilihat pada Gambar 7.
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B: Kayu Manis
pH

A: Sargassum sp

@) (b)

Gambar 7. (a) Kontur plot dua dimensi (2D) dan (b) Kurva permukaan respon (3D)
variasi antara Sargassum sp. dan kayu manis terhadap respon pH

Pada Gambar 7 (a) kontur plot (2D) menunjukkan bahwa sumbu (X)
menunjukkan variabel Sargassum sp. dan sumbu (Y) adalah variabel kayu manis
yang berpengaruh terhadap respon penilaian pH minuman fungsional berbasis
Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit. Kontur dua dimensi dan kurva tiga
dimensi respon pH dari kombinasi Sargassum sp. (A) dengan jahe emprit (C) dapat

dilihat pada Gambar 8.

C: Jahe Emprit

A: Sargassum sp

(@) (b)

Gambar 8. (a) Kontur plot dua dimensi (2D) dan (b) Kurva permukaan respon (3D)
variasi antara Sargassum sp. dan jahe emprit terhadap respon pH
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Pada Gambar 8 (a) kontur plot (2D) menunjukkan bahwa sumbu (X)
menunjukkan variabel Sargassum sp. dan sumbu (YY) adalah variabel jahe emprit
yang berpengaruh terhadap respon penilaian pH minuman fungsional berbasis
Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit. Kontur dua dimensi dan kurva tiga
dimensi respon pH dari kombinasi kayu manis (B) dengan jahe emprit (C) dapat

dilihat pada Gambar 9.

C: Jahe Emprit

B: Kayu Manis

(a) (b)

Gambar 9. (a) Kontur plot dua dimensi (2D) dan (b) Kurva permukaan respon (3D)
variabel kayu manis dan jahe emprit terhadap respon pH

Garis yang melingkar menunjukkan respon dan garis terluar pada gambar
menunjukkan nilai respon pH minuman fungsional terbesar, sedangkan semakin
ke dalam menunjukkan nilai respon terkecil. Sehingga dapat diketahui respon
minimum berasarkan Gambar 7, 8, dan 9 terletak pada kontur plot yang ditandai
dengan warna biru. Area grafik kontur plot yang berwarna biru menunjukkan
respon terendah (minimum) (Kumar, 2008). Gambar dengan notasi (b) merupakan
kurva permukaan respon (3D) variabel kombinasi Sargassum sp., kayu manis dan
jahe emprit terhadap respon pH minuman fungsional yang menghasilkan model
kurva cekung. Hal ini menandakan bahwa respon pH yang diinginkan yaitu
mendekati netral (minimum). Grafik yang menyerupai cekungan menunjukkan titik

minimum dari hasil analisa respon permukaan (RSM). pH pada minuman
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fungsional yang optimum ditunjukkan dengan nilai pH yang sesuai dengan standar
minuman yang telah ditetapkan yaitu berkisar 6,0-8,5.
f. Respon Total Polifenol

Menurut Malangngi, et al. (2012), uji total fenol bertujuan untuk melihat
seberapa besar kandungan bahan aktif yang terdapat pada suatu bahan makanan
atau minuman. Polifenol merupakan salah satu senyawa bioaktif yang berasal dari
tanaman dan bersifat hidrofilik. Polifenol merupakan komponen kimia yang
mempunyai aktivitas antioksidan karena mendonorkan elektron kepada radikal
bebas (Suzuki et al., 2003). Senyawa ini dapat menurunkan kadar glukosa darah
dengan menghambat aktifitas a-glukosidase. Pada hasil respon total polifenol
menunjukkan nilai pada minuman fungsional yang tertinggi pada formula R13
dengan nilai sebesar 201,20 mg GAE/100 mL dengan konsentrasi Sargassum sp.
20%, kayu manis 15% dan jahe emprit 30% dengan rata-rata (mean) respon total
polifenol.

Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) pada Lampiran 8 dengan
permodelan kuadratik menghasilkan p value > 0,05 yaitu sebesar 0,2734 (non
significant) yang berarti perlakukan kombinasi ekstrak Sargasssum sp., ekstrak
kayu manis dan ekstrak jahe emprit tidak memberikan pengaruh yang nyata
terhadap total polifenol minuman fungsional.

Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon aroma minuman
fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan oleh Design Expert
11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang terpilih terhadap
respon aroma yang dihasilkan :

Y =278,00+8,31A+1500B+-3,42C+-9,21 AB +-14,49 AC + 1,06 BC + 1,56
A%+ -2.88 B? + 13,41 C?

Keterangan : A = Sargassum sp.
B = Kayu manis
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C = Jahe emprit

Dari persamaan regresi diatas dapat dijelaskan bahwa Y adalah respon total
polifenol. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa dari semua komponen dan
kombinansinya memiliki hasil yang tidak signifikan. Hal ini diduga karena
komponen bioaktif (polifenol) dari masing-masing bahan tidak berekasi satu sama
lain ketika dikombinasikan, sehingga tidak memberikan pengaruh apapun
terhadap respon. Ervina (2016) menyatakan bahwa hasil ekstraksi kulit batang
Cinnamomum burmanii mengandung senyawa utama berupa polifenol (tanin,
flavonoid) dan minyak atsiri golongan fenol.
g. Respon Penghambatan Aktivitas a-glukosidase

Menurut Febrinda, et al. (2013), a-glukosidase adalah enzim yang
mengkatalis pemotongan ikatan glikosidik pada oligosakarida. Beberapa
glukosidase yang bekerja spesifik dalam memotong ikatan glikosidik bergantung
pada jumlah, posisi, atau konfigurasi grup hidroksil di dalam molekul gula. Aktivitas
a-glukosidase merupakan hal yang fundamental bagi beberapa proses biokimia
seperti degradasi polisakarida menjadi unit monosakarida agar dapat diserap dan
digunakan oleh organisme. Hasil uji penghambatan disajikan pada Tabel 12.

Tabel 12. Hasil uji penghambatan aktivitas a-glukosidase

Formula Konsentrasi S1 SO B1 BO %Inhibisi
A B C
R1 17,5 15 325 0,478 0,043 0,884 0,046 48,09
R2 20 175 325 0,379 0,039 0,884 0,046 59,43
R3 15 125 325 0,337 0,038 0,884 0,046 64,38
R4 175 175 35 0,554 0,041 0,884 0,046 38,78
R5 15 15 35 0,645 0,042 0,884 0,046 28,10
R6 15 175 325 0,477 0,040 0,884 0,046 47,85
R7 20 15 35 0,520 0,038 0,884 0,046 42,42
RS 15 15 30 0,349 0,045 0,884 0,046 63,66
R9 20 125 325 0,584 0,041 0,884 0,046 35,14

R10 175 125 30 0,438 0,040 0,884 0,046 52,51
R11 175 175 30 0,348 0,038 0,884 0,046 63,01
R12 175 125 35 0,253 0,038 0,884 0,046 74,40
R13 20 15 30 0,141 0,042 0,884 0,046 88,19
Keterangan : A = Sargassum sp.; B = Kayu manis; C = Jahe emprit
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Pada hasil respon penghambatan a-glukosidase menunjukkan nilai pada
minuman fungsional yang tertinggi pada formula R13 dengan nilai sebesar 88,19%
dengan konsentrasi Sargassum sp. 20%, kayu manis 15% dan jahe emprit 30%
dengan rata-rata (mean) respon penghambatan enzim a-glukosidase sebesar
54,31 dengan standar deviasi sebesar 20,93%.

Berdasarkan hasil Analysis of Variance (ANOVA) pada Lampiran 8 dengan
permodelan kuadratik menghasilkan p value > 0,05 yaitu sebesar 0,8039 sehingga
model yang dihasilkan not significant. Hal tersebut menunjukkan ketidaksesuaian
model tidak memberikan pengaruh yang signifikan. Dari hasil ANOVA dapat
diketahui bahwa ekstrak Sargassum sp. (A), ekstrak kayu manis (B), ekstrak jahe
emprit (C), interaksi ekstrak Sargassum sp. dan kayu manis (AB), interaksi
Sargassum sp. dan jahe emprit (AC), interaksi ekstrak kayu manis dan jahe emprit
(BC), interaksi antar ekstrak Sargassum sp. (A?), interaksi antar ekstrak kayu
manis (B?) dan interaksi antar ekstrak jahe emprit (C?) memiliki nilai p value > 0,05
yang artinya dari semua komponen tidak memberikan pengaruh nyata terhadap
respon. Dari hasil tersebut juga dapat diketahui bahwa masing-masing komponen
jika dikombinasikan tidak memberikan pengaruh terhadap penghambatan aktivitas
a-glukosidase. Hal ini diduga bahwa pencampuran ketiga bahan tidak memberikan
efek yang optimal terhadap penghambatan aktivitas a-glukosidase.

Model persamaan yang dihasilkan adalah model persamaan regresi
kuadratik. Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) pada respon penghambatan a-
glukosidase minuman fungsional menghasilkan persamaan model yang diberikan
oleh Design Expert 11.0. Berikut ini merupakan persamaan kode dari model yang
terpilih terhadap respon penghambatan a-glukosidase yang dihasilkan :

Y =48,09+265A+2,17B +-10,46 C + 10,20 AB +-2,55 AC +-11,53 BC + 1,01
A? + 2,60 B® + 6,49 C?
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Keterangan : A = Sargassum sp.
B = Kayu manis
C = Jahe emprit

Hasil respon penghambatan a-glukosidase diketahui tidak memberikan
pengaruh nyata terhadap respon, hal ini dibuktikan dengan nilai p > 0,05. Hal ini
diduga dipengaruhi oleh interaksi bahan setelah dikombinasikan. Ekstrak
Sargassum sp. dengan kayu manis (AB), interaksi Sargassum sp. dengan jahe
emprit (AC) serta interaksi kayu manis dengan jahe emprit (BC) tidak memberikan
pengaruh yang optimal yang artinya semua kombinasi bahan tidak dapat secara
optimal menghambat aktivitas a-glukosidase. Berdasarkan penjelasan dari Syahrir
et al. (2016), mengatakan bahwa interaksi kombinasi bahan aktif pada obat
multikomponen sangat mungkin terjadi. Kombinasi antar bahan aktif dapat
menunjukkan efek antagonis atau tidak saling mendukung. Kombinasi yang
menguntungkan memiliki efek sinergis yang optimal pada bahan aktif begitupun
sebaliknya.

4.2.4 Optimasi Kondisi Minuman Fungsional

Pada tahap optimasi masing-masing respon ditentukan tujuan optimasinya
dalam program Design Expert 11. Program ini akan melakukan optimasi sesuai
data variabel dan data pengukuran respon yang dimasukkan. Keluaran dari tahap
optimasi adalah rekomendasi beberapa formula baru yang optimal menurut
program Design Expert 11.

Tahap optimasi faktor dan respon diberikan kriteria untuk mencapai tujuan
yang diinginkan terhadap formula minuman. Kriteria dari suatu respon akan
menentukan formula optimasi yang dihasilkan oleh aplikasi Design Expert 11
dengan pilihan kriteria meliputi in range, maximize dan minimize. Semakin tinggi
nilai kriteria maka akan semakin tinggi pula kepentingan respon yang ingin dicapai.

Komponen kriteria respon minuman fungsional dapat dilihat pada Tabel 13.



64

Tabel 13. Komponen Kriteria Respon Optimasi

Komponen Kriteria Batas Batas
Minimum Maksimum

Ekstrak Sargassum sp. In range 15 20
Ekstrak Kayu Manis In range 12,5 17,5
Ekstrak Jahe Emprit In range 30 35
Rasa Maximize 2,29 2,77
Warna Maximize 2,97 3,34
Kenampakan Maximize 2,91 3,23
Aroma Maximize 3,00 3,29
pH In range 7,00 7,455
Total Polifenol Maximize 150,97 210,20
Penghambatan a-glukosidase Maximize 28,10 88,19

Berdasarkan Tabel 13 konsentrasi dari ekstrak Sargassum sp., kayu manis,
jahe emprit dan pH merupakan komponen yang dioptimalkan dengan kisaran
batas minimum dan batas maksimum (in range). Konsentrasi dari komponen
Sargassum sp., kayu manis, dan jahe emprit akan mempengaruhi kualitas
minuman fungsional yang dihasilkan. Pada respon rasa, aroma, kenampakan
dioptimalkan dengan target maksimal untuk mendapatkan hasil yang maksimal
berdasarkan uji organoleptik dengan tingkat kesukaan panelis, sedangkan pada
respon total polifenol dan penghambatan aktivitas a-glukosidase dioptimalkan
pada range maksimal untuk mencapai tujuan penelitian ini adalah pembuatan
minuman fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit.

Formula paling optimal adalah formula dengan nilai desirability maksimum.
Menurut Nurmiah, et al. (2013), bahwa desirability value merupakan nilai fungsi
tujuan optimasi yang menunjukkan kemampuan program untuk memenuhi
keinginan berdasarkan kriteria yang ditetapkan pada produk akhir. Kisaran nilainya
dari 0 sampai 1,0. Nilai desirability yang semakin mendekati nilai 1,0 menunjukkan
kemampuan program untuk menghasilkan produk yang dikehendaki semakin
sempurna. Pendapat dari Raissi dan Farzani (2009), mengatakan bahwa tujuan
optimasi bukan untuk memperoleh nilai desirability 1,0, namun untuk mencari

kondisi terbaik yang mempertemukan semua fungsi tujuan.
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Dari kriteria tersebut software Design Expert 11 memberikan solusi formula
terbaik untuk mencapai target yang diinginkan yang dapat dilihat pada Tabel 14.

Tabel 14. Solusi Optimasi Minuman Fungsional Design Expert 11

Al A2 A3 Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 Desirability
18,168 13,523 35,000 2,636 3,198 3,146 3,189 7,331 277,408 51,611 0,595
Keterangan: A = Sargassum sp. Bl =Rasa

B = Kayu manis B2 = Warna

C = Jahe emprit B3 = Kenampakan
B4 = Aroma
B5 = pH

B6 = Total polifenol
B7 = Penghambatan a-glukosidase

Dari hasil optimasi didapatkan nilai desirability minuman fungsional yang
disarankan program Design Expert 11 tergolong nilai yang rendah yaitu pada
range 0,5 yang mana nilai ini akan memberikan hasil yang kurang maksimal
terhadap produk akhir minuman fungsional. Hal ini diduga disebabkan oleh sifat
dari ekstrak Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit yang apabila
dikombinasikan (dicampur) tidak menghasilkan formula produk akhir yang optimal.
Selain itu nilai desirability yang rendah disebabkan karena range penentuan batas
level Box Behnken pada masing-masing ekstrak bahan memiliki jangkauan yang
pendek sehingga formula yang dihasilkan tidak memiliki perbedaan yang
signifikan.

Berdasarkan Tabel 14, tahap optimasi dari software Design Expert 11
memberikan satu formula untuk minuman fungsional yang akan dibuat dengan
konsentrasi ekstrak Sargassum sp. sebesar 18,168%, ekstrak kayu manis sebesar
13,523% dan ekstrak jahe emprit sebesar 35,000% dengan nilai desirability 0,595
yang akan menghasilkan minuman fungsional dengan hasil respon total polifenol
277,408 mg/GAE 100 mL, penghambatan a-glukosidase 51,611%, rasa 2,636,

warna 3,198, kenampakan 3,146, aroma 3,189 serta nilai pH 7,331.
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4.3 Inhibition Concentration 50 (ICso)

Suatu senyawa dikatakan memiliki aktivitas penghambatan dalam kelompok
sangat kuat jika nilai 1Cso kurang dari 50 ppm, kelompok kuat ICso antara 50-100
ppm, kelompok sedang jika nilai ICso 101-150 ppm, dan kelompok lemah jika nilai
ICs0 antara 150-200 ppm (Widyasanti et al., 2016). Nilai ICso ditentukan dengan
cara membuat kurva antara penghambatan versus konsentrasi hingga didapatkan
persamaan regresinya. Dari persamaan regresi tersebut dapat ditentukan besaran
konsentrasi ekstrak yang memiliki kemampuan penghambatan terhadap aktivitas
a-glukosidase (Febrinda, 2013).

Perhitungan ICsp dilakukan pada minuman fungsional dengan formulasi
paling optimum yang telah disarankan oleh Design Expert 11 yaitu konsentrasi
ekstrak Sargassum sp. sebesar 20%, ekstrak kayu manis sebesar 15% dan
ekstrak jahe emprit sebesar 30%. Nilai ICso minuman fungsional akan
dibandingkan dengan larutan akarbosa sebagai obat diabetes komersil. Hasil
pengujian ICso a-glukosidase pada akarbosa dilakukan pada berbagai konsentrasi
yaitu 50, 100, 250, 500, dan 100 ppm. Dari variasi tersebut dibuat kurva
persamaan regresi antara konsentrasi (ppm) dengan penghambatan a-
glukosidase (%). ICso adalah konsentrasi yang dibutuhkan untuk menghambat 50
% aktivitas enzim. Untuk mendapatkan nilai 1Cso perlu dilakukan variasi
konsentrasi terhadap larutan ekstrak dan fraksi yang akan diuji. Sebagai
pembanding digunakan akarbosa (Nasti et al., 2013). Hasil perhitungan
didapatkan ICso akarbosa yaitu 171,058 ppm. Hal tersebut menunjukkan bahwa
dengan konsentrasi 171,058 ppm dapat menghambat aktivitas a-glukosidase
sebanyak 50% dari 100%. Kurva regresi ICso standar akarbosa ditunjukkan pada

Gambar 10.
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Gambar 10. Kurva Regresi ICso Akarbosa

Hasil uji ICso minuman fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan
jahe emprit dapat dilihat pada Lampiran 13. Dari hasil pengujian ICso pada
minuman fungsional dilakukan dengan berbagai konsentrasi yaitu 35.485,77
pg/mL (5 mL), 70.971,54 pg/mL (10 mL), 106.457,31 pg/mL (15 mL), 141.943,08
pg/mL (20 mL), 177.428,86 pg/mL (25 mL) dan 212.914,63 pg/mL (30 mL).
Kemudian dibuat kurva regresi antara konsentrasi minuman fungsional (ug/mL)
dan penghambatan a-glukosidase (%). Hasil perhitungan didapatkan ICso
minuman fungsional sebesar 12.938,98 ug/mL yang artinya dengan konsentrasi
minuman fungsional 12.938,98 ug/mL dapat menghambat kerja a-glukosidase
50% dari 100%. Kurva regresi ICso minuman fungsional ditunjukkan pada Gambar
11 dan hasil perhitungan ICso standar akarbosa dan ICsp minuman fungsional

disajikan pada Tabel 15.
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Gambar 11. Kurva Regresi ICso Minuman Fungsional

Tabel 15. Nilai ICso Akarbosa dan Minuman Fungsional

Komponen Sampel
Akarbosa Minuman Fungsional
Persamaan y =5,6424In(x) — 14,369 y = 18,658In(x) — 126,65
ICs0 (ng/mL) 171,058 12.938,98

Dari Tabel 15 dapat diketahui bahwa nilai ICso dari minuman fungsional
berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit jauh lebih tinggi dari
akarbosa yang artinya minuman fungsional belum secara optimal dalam
menghambat a-glukosidase dibanding dengan akarbosa yang merupakan obat
bagi penyandang diabetes. Hal ini disebabkan oleh bahan bioaktif yang terdapat
di dalam akarbosa dan minuman fungsional yang berbeda dan memiliki
kemampuan penghambatan a-glukosidase yang berbeda juga. Acarbose adalah
suatu senyawa murni yang merupakan penghambatan a-glukosidase yang
dihasilkan oleh Actinoplanes sp. suatu mikroba yang diisolasi dari daerah di
Kenya. (McGown, 2006). Sedangkan di dalam minuman fungsional memiliki lebih
dari satu senyawa bioaktif yang memiliki efek penghambatan a-glukosidase.
Elekofehinti (2015), menyatakan bahwa saponin merupakan golongan kimia
tamanan yang mempunyai aktivitas antidiabetik yang sangat baik melalui
mekanisme menghambatan a-glukosidase. Penelitian ini juga sejalan dengan

Denga, et al. (2012) yang menyatakan bahwa flavonoid efektif dalam menghambat
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a-glukosidase. Kasali, et al. (2016) menyatakan bahwa tanin juga merupakan

golongan kimia yang mempunyai aktivitas menghambat a-glukosidase.

4.4 Analisis Fitokimia

Pada penelitian optimasi minuman fungsional berbasis Sargassum sp., kayu
manis (Cinnamomum burmannii) dan jahe emprit (Zingiber officinale Var Amarum),
analisis fitokimia bertujuan untuk memudahkan skrining dan identifikasi senyawa
yang terdapat di dalam minuman fungsional. Hasil pengujian fitokimia pada
minuman fungsional didapatkan hasil senyawa metabolit sekunder yang disajikan
pada Tabel 16.

Tabel 16. Hasil Uji Fitokimia Minuman Fungsional

Nama Senyawa Hasil Positif Hasil
Flavonoid Terbentuk warna merah jingga +
Tanin Terbentuk warna hijau kehitaman / biru tua +
Saponin Timbul busa dan bertahan selama 30 detik +
Fenol Terbentuk warna hijau, merah, ungu, biru atau +
hitam pekat
Alkaloid Terbentuk endapan cokelat atau jingga +
Terpenoid Terbentuk warna ungu-merah -
Steroid Terbentuk warna hijau atau biru -

Sumber : Laboratorium Kimia, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Hasil analisis fitokimia pada minuman fungsional positif mengandung
senyawa flavonoid, tanin, saponin, fenol dan alkaloid, sedangkan untuk senyawa
terpenoid dan steroid tidak terdeteksi keberadaannya.

Putri (2014) melaporkan bahwa ekstrak alga cokelat Sargassum sp.
mengandung senyawa flavonoid. llling, et al. (2017) juga mengatakan bahwa
Sargassum sp. memiliki senyawa flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa yang
sebagian besar terdapat pada tumbuhan terikat pada gula sebagai glikosidanya
dan dalam bentuk campuran atau jarang sekali ada sebagai senyawa tunggal.
Senyawa flavonoid yang muncul pada minuman fungsional juga dipengaruhi oleh
penambahan ekstrak kayu manis. Ervina, et al. (2016) menyatakan bahwa hasil

ekstraksi kulit batang Cinnamomum burmanii mengandung senyawa metabolit
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sekunder utama polifenol (flavonoid) yaitu berupa cinnamaldehida. Beberapa
senyawa flavonoid pada komponen bahan positif terdeteksi keberadaannya, hal
ini disebabkan oleh senyawa flavonoid merupakan senyawa polar yang mudah
larut dalam pelarut yang bersifat polar. Hal ini dijelaskan pada penelitian Sjahid
(2008), bahwa senyawa flavonoid tumbuhan merupakan senyawa polar karena
mempunyai sejumlah gugus hidroksil yang tak tersulih atau suatu gula, sehingga
akan larut dalam pelarut polar seperti akuades dan air.

Sargassum sp. mengandung senyawa fenolik yang umum ditemukan yaitu
florotanin (Sedjati et al., 2017). Florotanin adalah kelompok senyawa fenolik yang
dibentuk oleh polimerasi unit monomer floroglusinol (1,3,5 trihydroxybenzena) dan
disintensi dalam jalur asetat malonat dalam makroalga (Ragan dan Glombitza
1986). Kandungan tertinggi florotanin ditemukan pada alga cokelat Sargassum sp.
berkisar 5-15% berat kering (Burtin,2003). Senyawa fenolik alga cokelat secara
alamiah bersifat bipolar, jadi bisa terdapat sebagai senyawa non polar sampai
polar (Wei et al., 2003). Oleh karena itulah senyawa fenol dapat terdeteksi pada
minuman fungsional karena dalam pembuatannya menggunakan pelarut polar.
Jahe emprit juga mengandung senyawa fenolik diantaranya gingerol dan shogaol.
Aprilia (2010) menyatakan bahwa ekstrak rimpang jahe emprit (Z. officinale var.
Amarum) mengandung senyawa gingerol, gingerdiol dan zingerone (senyawa
turunan fenolik dengan rantai C11) yang merupakan bagian dari senyawa fenol.

Senyawa saponin juga positif terdeteksi pada minuman fungsional. Hal ini
diduga adanya pengaruh dari komponen bahan yang digunakan. Tanaman yang
berpotensi sebagai pangan fungsional adalah tanaman kayu manis (Cinnamomum
burmanni). Bagian dari kayu manis yang telah dimanfaatkan yaitu kulit batang,
daun dan minyak atsiri. Kulit kayu manis memiliki kandungan senyawa kimia salah
satunya yaitu saponin (Azima et al. 2004). Sargassum sp. juga menyumbang

senyawa saponin pada minuman fungsional. Pada penelitian Barodah, et al.
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(2017) berdasarkan hasil uji kualitatif ekstrak Sargassum sp. positif mengandung
saponin. Menurut Septiana dan Asnhani (2012), bahwa senyawa yang diperiksa
keberadanya di Sargassum sp. ditemukan adanya saponin. Berdasarkan
strukturnya, saponin mempunyai bagian yang bersifat polar maupun non polar
dengan bagian yang hampir sama. Oleh karena itu senyawa saponin dapat
terdeteksi pada minuman dengan pelarut polar (akuades).

Minuman fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit
menunjukkan adanya senyawa alkaloid. Menurut Manteu, et al. (2018) bahwa
Sargassum sp. mengandung senyawa alkaloid. Alkaloid merupakan golongan
senyawa kimia yang larut dalam pelarut organik dan banyak ditemui pada ekstrak
yang menggunakan pelarut polar. Menurut Rahmadani, et al. (2015), alkaloid yang
terkandung di dalam rimpang-rimpangan jahe mengandung nitrogen sebagai
bagian dari sistem sikliknya serta mengandung substituen yang bervariasi seperti
gugus amina, amida, fenol, dan metoksi sehingga alkaloid bersifat semipolar.

Hasil analisis fitokimia minuman fungsional menunjukkan hasil negatif pada
senyawa steroid dan terpenoid. Kedua senyawa ini tidak terdeteksi
keberadaannya pada minuman fungsional, hal ini diduga karena pada waktu
ekstraksi Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit menggunakan pelarut polar
yaitu akuades. Siti, et al. (2014) yang menyebutkan bahwa senyawa steroid
mempunyai struktur lipofilik sehingga akan terekstrak apabila menggunakan
pelarut non polar seperti etil asetat.

4.5 Analisis Uji UPLC-MS/MS

Identifikasi adanya senyawa bioaktif pada minuman fungsional berbasis
Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit dilakukan dalam 2 tahap. Tahap 1
mengidentifikasi adanya kandungan senyawa bioaktif pada masing-masing bahan.

Tahap ke 2 mengidentifikasi formulasi yang disarankan oleh aplikasi Design Expert
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11. Looi, et al. (2013) menginformasikan bahwa UPLC-MS/MS adalah teknik yang
banyak digunakan untuk berbagai aplikasi yang memiliki sensitivitas dan spesifitas
sangat tinggi. UPLC-MS/MS menggabungkan kemampuan pemisahan kimia dari
LC dengan kemampuan dan spektroskopi massa untuk menyeleksi temuan dan
mengkonfirmasi indentitas molekuler. MS merupakan salah satu metode yang
lebih sensitif dan selektif untuk menganalisis molekuler serta menyediakan
informasi pada berat molekul sebaik pada fragmentasi dan molekul analit.
Berdasarkan hasil identifikasi senyawa dari ekstrak Sargassum sp., dan
kayu manis menunjukkan senyawa muncul pada peak bagian belakang, fase
gerak pelarut yang digunakan bersifat polar dan pelarut yang digunakan pada
minuman fungsional juga bersifat polar selain itu fase gerak pada pelarut di column
pertama bersifat semi polar yang ditunjukan oleh pelarut asetonitril. Dapat
disimpulkan bahwa senyawa yang terkandung dalam ekstrak Sargassum sp. dan
kayu manis bahan menunjukkan senyawa polar. Pada ekstrak jahe emprit peak
yang muncul merata dan dominan hal ini menunjukkan senyawa yang muncul

bersifat polar dan semi polar.

4.5.1 Rumput Laut Cokelat (Sargassum sp.)
Pengujian UPLC-MS/MS dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa yang
berasal dari ekstrak Sargassum sp. dengan konsentrasi 17,5%. Kromatogram

UPLC-MS/MS ekstrak Sargassum sp. dapat dilihat pada Gambar 12.
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Gambar 12. Kromatogram Ekstrak Sargassum sp.

Analisis dilakukan dengan bantuan software Masslynk untuk mengetahui

pola kromatogram LC menunjukkan hubungan waktu retensi (Rt) dengan %
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kelimpahan. Setiap puncak retensi tersebut kemudian diamati pola pemisahan
spektrum MS/MS nya. Spektrum MS/MS menunjukkan hubungan antara nilai
massa per muatan (m/z) dan % kelimpahan. Kemudian dicari kemiripan pola
framentasi dan m/z berdasarkan pustaka yang ada. Setiap Hasil senyawa yang
terkandung dalam Sargassum sp. dapat dilihat pada Tabel 17.

Tabel 17. Senyawa yang terekstrak pada ekstrak Sargassum sp.

Waktu Massa Dugaan Senyawa Rumus Golongan
retensi Senyawa Kimia
1.23 220.243 Methanesulfonic acid,2- CsH12,05S Fenol
methoxyphenol
1.23 188.223 Methyl (methyl sulfonyl) C3HgOs Alkil

methane sulfonate

1.23 220.243 Ethyl 1,1,4-trioxo-hexahydro- CgH120 -
1L 6-thiopyran-3-carboxylate

1.82 126.110 5-Methyl-2-furoic acid CesHsOs3 Saponin
1.82 126.077 4-(1H-Triaziren-1-yl)-1,2,5- C2H:2NsO -

oxadiazol-3-amine
1.82 126.175 Methanesulfonic acid C3H1003S Alkil
1.82 126.111 Pyrogallol CeHsO3 Fenol
4.44 568.653 3-[(6-deoxyhexopyranosyl) C29H44011 -

oxy]-5,11,14,19-
tetrahydroxycard-20(22)-

enolide
5.02 394.472 Benzimidazole Co4H2Ns  Florotanin
5.02 394.464 Brucine Ca3H26N2O  Alkaloid
4
13.39 191.268 1,1',1"-Nitrilotri(2-propanol)  CgH2:NO3 -
14.20 239.280 (1,1,2-trimethyl-2- CigH22 Fenol
phenylpropyl)benzene

Dari Tabel 17 muncul senyawa pada retention time (Rt) 5.02 vyaitu
benzimidazol. Dalam alga cokelat Sargassum sp. banyak sekali mengandung
potensi untuk menghasilkan berbagai bioaktif turunannya (Li et al., 2009). Salah
satunya senyawa benzimidazol yang muncul pada hasil uji UPLC-MS/MS.
Benzimidazol adalah bagian dari florotanin. Benzimidazol dapat larut pada
ekstraksi menggunkan pelarut yang bersifat polar (Tsao, 2010).

Senyawa yang muncul pada retention time (Rt) 1.82 yaitu senyawa
phyrgallol. Pirogalol adalah senyawa fenolik berupa benzena tersubtitusi dengan

3 gugus -OH yang berurutan. Senyawa pirogalol (pyrogallol) memiliki struktur
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dasar berupa fenol. Fenol sendiri merupkan struktur yang terbentuk dari benzena
tersubtitusi dengan gugus -OH dan bersifat sangat polar (Fessenden,1982).
4.5.2 Kayu Manis (Cinnamomum burmanii)

Pengujian UPLC-MS/MS dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa yang
berasal dari ekstrak kayu manis dengan konsentrasi 15%. Kromatogram UPLC-

MS/MS ekstrak kayu manis dapat dilihat pada Gambar 13.
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Gambar 13. Kromatogram Ekstrak Kayu Manis

Analisis dilakukan dengan bantuan software Masslynk untuk mengetahui
pola kromatogram LC menunjukkan hubungan waktu retensi (Rt) dengan %
kelimpahan. Setiap puncak retensi tersebut kemudian diamati pola pemisahan
spektrum MS/MS nya. Spektrum MS/MS menunjukkan hubungan antara nilai
massa per muatan (m/z) dan % kelimpahan. Kemudian dicari kemiripan pola
framentasi dan m/z berdasarkan pustaka yang ada. Setiap Hasil senyawa yang
terkandung dalam kayu manis dapat dilihat pada Tabel 18.

Tabel 18. Dugaan Senyawa Hasil Ekstrak Kayu Manis

Waktu Massa Nama Senyawa Rumus Golongan
retensi Senyawa Kimia
0.59 125.986 Oxazirene CHNO Fenol

0.69 229.155  3-[2-(2-ox0-pyrrolidin-1-yl)- C11H20N203 -
ethylamino]-propionic acid

ethyl ester
0.69 229.159  4-(Adamantan-1-yl)phenol C16H200 Fenol
8.95 242.284 Heptadecanamide CisH3sN -
8.95 119.127 Benzotriazol CeHsNs3 Florotanin
11.85 205.090 Hexylsulfinyl propanoate CoH1703S Fenol
11.85 279.161  1-(diethylamino)-3-methyl- Ci7H1sN4 Fenol

4-pyrido[1,2-a]
benzimidazole carbonitrile
13.86 144.982 Cinnamate CoH70> Polifenol
13.86 279.279 Capsiamide C17H3sNO -
15.11 628.193 4-Chlorophenyl C37H30CINsOS -
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15.11 139.998 Pyrazolate CsHsN2 Flavonoid

15.40 494.566 1-Octadecanamine CasH7zN

15.40 494,942  Dihexadecyldimethylamm CasH72N -
onium

15.80 522.597 16-Tetratriacontanamine CseH7sN -

Dari Tabel 18 diketahui pada retention time 13.86 muncul senyawa yaitu
cinnamate. Di dalam kayu manis terdapat senyawa yang bernama cinnamate.
Menurut Nunes, et al. (2017), cinnamate umumnya dikenal sebagai bahan yang
aman (GRAS) dan dapat digunakan sebagai aditif makanan atau minuman.
Shofiati (2013), menyebutkan bahwa senyawa cinnamate memiliki turunan
Cinnamaldehyde, cinnamic acid, cinnamate dan essential oil merupakan
komponen bioaktif turunan dari quarcetin, kaempferol, dan catechin yang
merupakan golongan senyawa polifenol.

Senyawa pyrazolate muncul pada retention time 15.11. Pyrazolate
merupakan senyawa yang tergolong dalam golongan senyawa fenol vyaitu
golongan flavonoid. Sjahid (2008), bahwa senyawa flavonoid tumbuhan

merupakan senyawa polar karena mempunyai sejumlah gugus hidroksil.

4.5.3 Jahe Emprit (Zingiber officinale var Amarum)
Pengujian UPLC-MS/MS dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa yang
berasal dari ekstrak jahe emprit dengan konsentrasi 32,5%. Kromatogram UPLC-

MS/MS ekstrak kayu manis dapat dilihat pada Gambar 14.
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Gambar 14. Kromatogram Ekstrak Jahe Emprit
Analisis dilakukan dengan bantuan software Masslynk untuk mengetahui

pola kromatogram LC menunjunkan hubungan waktu retensi (Rt) dengan %
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kelimpahan. Setiap puncak retensi tersebut kemudian diamati pola pemisahan

spektrum MS/MS nya. Spektrum MS/MS menunjukkan hubungan antara nilai

massa per muatan (m/z) dan % kelimpahan. Kemudian dicari kemiripan pola

framentasi dan m/z berdasarkan pustaka yang ada. Setiap Hasil senyawa yang

terkandung dalam jahe emprit dapat dilihat pada Tabel 19.

Tabel 19. Dugaan Senyawa Ekstrak Jahe Emprit

Waktu Massa Nama Senyawa Rumus Golongan
retensi Senyawa Kimia
1.17  175.119 2-Ammonio-5- CsH15N4O> -
{[ammonio(imino)methyl]
amino}pentanoate
1.29 380.437 (3-Methyl-4- C13H20N207S> -
nitrophenyl)imino di-2,1-
ethanediyl
dimethanesulfonate
1.79 182.087 1-Carboxy-2- (4- CoH12NO3 -
hydroxyphenyl)
ethanaminium
1.79 181.155 2-Amino-8-hydrazino-1,7- CsH-N7 -
dihydro-6H-purin-6-one
225 332.135 Methyl 7-(2,5- Ci15H17N504 -
dimethoxyphenyl)-5-methyl-
1,7-dihydrotetrazolo[1,5-
a]pyrimidine-6-carboxylate
2.65 272.113  3-[(2-Furylmethyllamino]-4-(2-  C12H17NOs -
methoxyethoxy)-4-
oxobutanoic acid
2.65 272.114 1,4-Dihydro-5-(2- Ci13H13Ns0- -
propoxyphenyl)-1,2,3-
triazol[4,5-d]pyrimidin-7-one
294 166.086 3-Amino-3-phenylpropanoic CoH11NO2 -
acid
294 166.082 2-Hydrazinoethanamine C4H11N304 -
ethanedioate
3.26 224.276 4-Hydroxybenzoylcholine C12H1sNOs3 -
3.26 224.126 2-[(5-Amino-3-ethyl-3H- CsH13sN7O -
[1,2,3]triazolo[4,5-d]
pyrimidin-7-yl)amino]ethanol
3.38 251.280 Lysine - serine CoH21N30s5 -
4.33 188.071 Benzylmaleimide C11HoNO> -
444  368.223 1-[2-(1-piperazinyl)ethyl]-1H-  Ci6H29N;OS -
1,2,3-triazol-4-yl methanone
4.69 744.425 Diaminomethylene C32Hs57NgO11 -
4.89 482.260 B-D-glucopyranoside C21H39NO11 -
5.33 436.219 Trimazosin C20H29Ns506 -
5.55 494.260 2-Acetamido-2-deoxy-B-D- C22H39NO11 -

glucopyranosyl
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6.25
6.72

6.72

7.04
7.70

7.84
8.24
8.47
8.78

9.11

9.11

9.83

10.08

10.08
10.37

10.66

10.96

11.88

11.88

12.32

12.99

13.25

14.20

314.175
230.118

230.114

382.207
449.250

466.266
420.224
357.170
249.149

524.250

524.549

414.250

275.164

274.419
261.185

177.088

478.425

370.231

370.223

359.182

609.344

398.255

279.159

Benzamide
4,4'-
dimethoxydiphenylamine
1-(2,2-Diethoxyethyl)-4-nitro-
1H-pyrazole
Hexanamide
Ethanaminium hydrogen
oxalate
1-Piperazinepentanoic acid
1-(4-Morpholinyl)-2-{4-[3-(4-
morpholinyl)-4-nitrophenyl]-
1-piperazinyl}ethanone
Propanoic acid
Methyl
cyclohexylphenylglycolate
Ethyl 4-(4-acetyl-1-
piperazinyl)-3-{[3-nitro-4-(1-
piperidinyl)benzoyllamino}
benzoate
Fedotozine Tartrate
1,2:4,5-Dianhydro-3-deoxy-1-
[8-(4-morpholinyl)-8-oxooctyl]-
5-pentyl-1,4-dithiopentitol
3-Hexyl-7-hydroxy-4,8-
dimethyl-2H-chromen-2-one
4-methylcyclohexanol
3,7-Dimethyl-7-octen-1-yl
benzoate
4-(1H-Tetrazol-5-yl)-1,2-
benzenediamine
[1,2,4]Triazolo[1,5-a]
pyrimidine-6-carboxamide
1-(3'-metoksi-4'-
hidroksifenil)-5-
hidroksialkan-3-ones
(2-methoxyethyl)benzamide
1,3-Bis[2-
(isobutylsulfanyl)ethyl]-6-
methyl-2,4(1H,3H)-
pyrimidinedione
(2,6-Diisopropylphenyl)-4-{[1-
(3-methoxyphenyl)-5-(4-
methoxyphenyl)-2-methyl-1H-
pyrrol-3-yljcarbonyl}-1-
piperazinecarboxamide
3-methyl-7-octyl-8-(2-
phenylethylamino) purine-
2,6-dione
[4-(4-Methoxyphenyl)-2,2-
dimethyltetrahydro-2H-pyran-
4-yllacetic acid

C19H23NOs3
C14aH15NO>

CoH15N304

C16H31NOg
C20H33Ns06

C22H3sNs506
C20H20N505
C21H2405
C15H2003

C27H33Ns06

C26H37NO10
C2oH39NO>S»
C17H2203

C14H2603S
C17H2403

C7HsNsg
C26H31N504

C17H2604

C19H31NOs

C17H 30N20282

C37H4aN4O4

C22H31Ns502

C16H2204

Polifenol

Flavonoid

Polifenol
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Komponen fenolik pada jahe dapat berkontribusi terhadap flavor jahe.
Kelompok senyawa ini salah satunya dikenal dengan gingerol. Komponen bioaktif
yang terdapat pada ekstrak jahe salah satunya adalah gingerol. Nama lain dari
senyawa gingerol adalah 1-(3'-metoksi-4'-hidroksifenil)-5-hidroksialkan-3-ones
yang muncul pada ekstrak jahe emprit (Fathona, 2011). Senyawa ini bersifat
pungent dan memiliki aktivitas farmakologi dan fisiologis yang sangat luas (Surh,
1993). Pada analisis dugaan senyawa pada ekstrak jahe emprit muncul senyawa
hexanamide. Hexanamide merupakan salah satu senyawa yang tergolong dalam
kelompok polifenol (Kapadia dan Azuine, 2003).

4.5.4 Minuman Fungsional

Pengujian UPLC-MS/MS dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa yang
terdeteksi di dalam minuman fungsional. Kromatogram UPLC-MS/MS minuman
fungsional berbasis Sargassum sp., kayu manis dan jahe emprit dapat dilihat pada

Gambar 15 dan dugaan senyawa yang muncul dapat dilihat pada Tabel 20.

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FD 02 1: TOF MS ES+
18.07 BPI

100 6.96e5

1060
5 i\ 14.33
372 513 g1 1031 N\, 14,96
125 Mi//s,sg 64 1223
0 \\\\\\\N\N\\\\\\\\\\\\\\ Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00

Gambar 15. Kromatogram Hasil Minuman Fungsional

Tabel 20. Dugaan Senyawa Minuman Fungsional

Waktu Massa Nama Senyawa Rumus Golongan
retensi  Senyawa Kimia
1.25 118.098 2-(Dimethylamino)-N- C4H11N30 -
hydroxyethanimidamide
3.72 346.113 Trimethyl 4-(2- C14H19NOg -

oxopropyl)tetrahydro-2H-
[1,2] oxazolo [2,3-b] [1,2]
oxazole-2,3,5-tricarboxylate
3.82 478.171 2-Acetamido-3,4,6-tri-O- C23H27NO1g -
acetyl-2-deoxy-1-O-[(2E)-3-
phenyl-2-
propenoyllhexopyranose
4.55 865.245 Hexopyranoside CasHaoN2016
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5.13 434.175 2-(2-Methoxyphenoxy)-N-{4- C,1H27N30sS Fenol
[(4-methyl-1-piperazinyl)
sulfonyl]phenol}propanamide

5.59 446.178 8-[(2E)-2-(3,4- C19H23N706 -
Dimethoxybenzylidene)
hydrazinoladenaosine
7.64 147.040 Dimethyl (E)-1,2- C4HeN204 -

diazenedicarboxylate

8.11 308.128 Ethyl 2-(4-methoxyphenyl)- C1o0H17NO3 -
4-quinolinecarboxylate

8.38 392.172 [(2-methylphenyl) amino] C21H21Ns03 Fenol
methylene} benzamide

8.69 249.114 2,2'-Methylenebis(1H- CisH12N4 Fenol
benzimidazole)
10.31 312.099 6-Ethyl-6H-pyrazino Ca7HoN7 Fenol

[2',3":4,5] pyrrolo [1,2-a]
benzimidazole-2,3,5
tricarbonitrile

10.60 277.144 3-Hexyl-7,8-dihydroxy-4- C16H2004 Polifenol
methyl-2H-chromen-2-one
12.23 354.193 1-(3'-metoksi-4'- Ci9H23Ns0O,  Polifenol

hidroksifenil)-5-
hidroksialkan-3-ones

Setelah diketahui dugaan senyawa yang terdapat pada masing-masing
bahan dan minuman fungsional, dilakukan analisis senyawa penghambat a-
glukosidase. Hal ini bertujuan untuk mengetahui senyawa yang terdapat di dalam
masing-masing bahan yang berpotensi sebagai penghambat a-glukosidase yang
masih ada di dalam minuman fungsional. Senyawa bioaktif utama yang
teridentifikasi pada masing-masing bahan dan yang terdapat di dalam minuman
fungsional dapat dilihat pada Tabel 21.

Tabel 21. Dugaan Senyawa Penghambat Aktivitas a-glukosidase

Sargassum sp. Kayu Manis Jahe Emprit Minuman
Fungsional
Benzimidazol Benzotriazole Gingerol Gingerol
Phyragallol Cinnamate Hezanamide Benzimidazole
Florotanin Phyrazolate Benzendiamine Cinnamate

Dari Tabel 21 dapat diketahui bahwa senyawa yang memiliki potensi sebagai
penghambat a-glukosidase yang masih bertahan didalam minuman fungsional

adalah gingerol, benzimidazol dan cinnamate. Ketiga senyawa yang muncul pada
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minuman fungsional karena ketiganya merupakan senyawa polifenol yang ada
pada masing-masing ekstrak bahan. Gingerol dominan pada jahe emprit,
benzimidazol merupakan senyawa polifenol yang ada pada Sargassum sp., dan
cinnamate adalah senyawa yang paling banyak terdapat di dalam kayu manis.
Benzimidazol mempunyai kemampuan sebagai senyawa inhibitor a-
glukosidase. Menurut Ozil, et al. (2016) bahwa turunan dari benzimidazol
disintesis, dievaluasi untuk mengetahui penghambatannya dan mengidentifikasi
tiga senyawa sebagai inhibitor a-glukosidase yang kuat. Benzimidazol merupakan
senyawa turunan dari florotanin. Nwosu (2010) melaporkan florotanin dapat
menurunkan glukosa darah karena mampu menghambat aktivitas a-glukosidase.
Sisi aktif enzim tersebut diikat oleh florotanin hingga aktivitas pemecahan pati
menjadi glukosa oleh enzim tersebut di saluran pencernaan menjadi terhambat.
Kayu manis mengandung banyak senyawa fenol dan polifenol, namun yang
berperan sebagai antihiperglikemik adalah cinnamate. Cinnamate merupakan
turunan dari Cinnamaldehyde. Berdasarkan penelitian Arini (2016) bahwa salah
satu komponen polifenol kayu manis yaitu Cinnamaldehida dengan mekanisme
kerja sebagai potensial hipoglikemik yang dapat membantu menurunkan kadar
glukosa darah melalui jalur penghambatan a-glukosidase. Oboh et al. (2010)

bahwa jahe putih (emprit) memiliki efek penghambatan kuat pada a-glukosidase.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kombinasi antara ekstrak
Sargassum sp., ekstrak kayu manis dan ekstrak jahe emprit tidak memberikan
pengaruh yang nyata terhadap respon organoleptik yang meliputi rasa, warna,
kenampakan dan aroma, selain itu juga tidak memberikan pengaruh terhadap
respon total polifenol dan penghambatan a-glukosidase, namun kombinasi dari
ketiga ekstrak bahan tersebut dapat memberikan pengaruh yang nyata terhadap
respon pH. Hasil penelitian ini juga didapatkan solusi terbaik (optimum) untuk
minuman fungsional dengan nilai desirability sebesar 0,595 dengan konsentrasi
Sargassum sp., 18%, kayu manis 13% dan jahe emprit 35%. Minuman fungsional
memiliki nilai 1Cso yang jauh lebih tinggi dari akarbosa yang artinya minuman
fungsional tidak optimal untuk menghambat 50% aktivitas a-glukosidase. Produk
minuman positif mengandung senyawa dari golongan flavonoid, tanin, saponin,
alkaloid dan fenol. Hasil dari kombinasi ekstrak Sargassum sp., kayu manis dan
jahe emprit sebagai minuman fungsional tidak dapat memberikan efek yang

optimal terhadap penghambatan a-glukosidase.

5.2 Saran

Stabilitas minuman formula optimal yang dibuat dalam penelitian ini masih
rendah sehingga perlu penelitian lebih lanjut bagaimana mendapatkan formula
minuman optimal yang lebih mutu organoleptik dan terutama dalam menghambat
a-glukosidase. Selain itu juga perlu adanya perbaikan untuk mengembangkan
formula minuman fungsional salah satunya yaitu dengan meningkatkan jangkauan
(range) konsentrasi titik tengah pada masing-masing bahan sehingga produk yang
dihasilkan akan memiliki tingkat perbedaan yang signifikan dan menjadi produk

dengan formulasi yang mendekati sempurna.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pembuatan Ekstrak Sargassum sp. dengan Metode Dekoksi

Sargassum sp.

Pencucian dengan air mengalir

Pemotongan Sargassum sp.

Penimbangan sebanyak 200 g

4

Ektraksi menggunakan aquades dengan
perbandingan 1 : 3 (b/v) metode dekoksi
suhu 90°C selama 30 menit

Penyaringan

} 4

Filtrat Sargassum sp. pekat (produk)

v

Residu kasar

Uji organoleptik,
uji pH, uji UPLC-
MS/MS
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Lampiran 2. Pembuatan Ekstrak Kayu Manis dengan Metode Dekoksi

Kayu Manis (Cinnamomum burmannii)

Pencucian dengan air mengalir

Pemotongan menjadi ukuran kecil

T

Penimbangan sebanyak 200 g

—

Ektraksi menggunakan aquades dengan
perbandingan 1 : 3 (b/v) metode dekoksi
suhu 90°C selama 30 menit

e

Penyaringan

S BRARE L -
»| Residu kasar

p
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Lampiran 3. Pembuatan Ekstrak Jahe Emprit dengan Metode Dekoksi

Jahe Emprit (Zingiber officinale var Amarum)

Pencucian dengan air mengalir

—T

Pemotongan menjadi ukuran kecil

—

Penimbangan sebanyak 200 g

R e

Ektraksi menggunakan aquades dengan
perbandingan 1 : 3 (b/v) metode dekoksi
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A

Filtrat jahe emprit pekat (produk) Uji organoleptik,
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MS/MS
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Lampiran 4. Pembuatan Minuman Fungsional
Sargassum sp Kayu manis Jahe emprit
) 4 \ 4 b
Dekoksi Dekoksi Dekoksi
Ekstrak Sargassum sp Ekstrak kayu manis Ekstrak jahe emprit

Pengujian UPLC-MS/MS masing-masing bahan
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Expert 11
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4
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y

Penenentuan Nilai Titik Tengah dengan Bantuan RSM Design Ekspert 11

A

y

Penenentuan Batas Level dengan Metode Box-Behnken

Pembuatan Rancangan Formulasi dengan Design Expert 11

A

y

Pengujian pH, Organoleptik, Total polifenol, Penghambatan a- glukosidase

Tahap Formulasi Respon

\ 4

Data Hasil Uji

b

y

Tahap Analisis Respon

A

Tahap Optimasi

Data statistik respon

Y

4

\4

Formula yang disarankan

Minuman Fungsional berbasis Sargassum sp.,
Kayu Manis dan Jahe Emprit
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Lampiran 5. Prosedur Uji pH

Minuman Fungsional

—T

Pembilasan elektroda dengan akuades

—T

Pencelupan elektroda yang telah dibersihkan dengan akuades ke
dalam 60 mL sampel yang diukur pH

Pembacaan dan pencatatan nilai pH

T

Pembilasan elektroda dengan akuades

Pencelupan elektroda yang telah dibersihkan dengan akuades ke
dalam 60 mL sampel yang diukur pH (ulangan ke 2)

Pembacaan nilai pH sampel dan catat hasilnya. Ulangi hal yang
sama pada sampel lainnya
|

Data hasil pengujian respon pH
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Lampiran 6. Prosedur Uji Total Polifenol

Masing-masing diambil 200 pL dan dimasukkan
dalam tabung reaksi

Ditambah 1,5 mL reagen folin ciocalteu 10% dan
diinkubasi pada suhu kamar selama 4-8 menit

e

Ditambahkan 1,5 mL larutan Na,CO3 5% kemudian
dihomogenkan

R ——

Sampel diinkubasi dalam kondisi gelap pada suhu
kamar selama 30 menit

S .9

Sampel dimasukkan dalam cuvet dan kemudian diukur nilai absorbansi dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 760 nm

—

Perhitungan total polifenol pada masing-masing
formula

A\ I /A

Data hasil perhitungan respon total polifenol
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Lampiran 7. Prosedur Uji Penghambatan a-Glukosidase

Ekstrak minuman fungsional diambil 10 pL

\ 4
Larutkan dalam 1 mL larutan DMSO

\ 4

Pengambilan sebanyak 30 pL

\ 4

Larutan DMSO 2%
dalam dapar fosfat
pH 6,8

\ 4

Pengambilan sebanyak 30 pL

P 4

Masukkan masing-masing pada microplate
yang sudah dipetakan kode So dan S;

Masukkan masing-masing pada
microplate yang sudah dipetakan kode B:

b 1

pH 6,8

Penambahan 36 pL larutan buffer fosfat

Penambahan 17 pL

substrat PNPG 5 mM

} 4

Inkubasi pada suhu 37°C selama 5 menit

-

Penambahan larutan enzim aktivitas
0,15 U/mL sebanyak 17 uL pada

microplate kode B; dan S

Penambahan larutan buffer
fosfat sebanyak 17 pL pada
microplate kode Bo dan So

Y

A

Inkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit

\ 4

Penambahan 100

pL NaCO3z 200 mM

\ 4

Pengukuran absorbansi pada panjang
gelombang 405 nm dengan microplate reader

Data hasil respon penghambatan a-
glukosidase




Lampiran 8. Analysis of Variance (ANOVA) Respon

a. Respon Rasa
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Sum of Mean F- p-
Source
Squares Square value value
Model 0,2570 9 0,0286 1,41 04292 "0t
significant
g;sargassum 0,0420 1 0,0420 2,08 0,2451
B-Kayu Manis 0,0800 1 0,0800 3,95 0,1409
C-Jahe Emprit 0,0005 1 0,0005 0,0222 0,8909
AB 0,0004 1 0,0004 0,0198 0,8971
AC 0,0169 1 0,0169 0,8353 0,4281
BC 0,0225 1 0,0225 1,11 0,3691
A2 0,0329 1 0,0329 1,63 0,2920
B2 0,0014 1 0,0014 0,0706 0,8077
Cc2 0,0514 1 0,0514 2,54 0,2091
Residual 0,0607 3 0,0202
Cor Total 0,3177 12
b. Respon Warna
Source Sum of St Fvalue P-
Squares Square value
Model 0,1004 9 00112 06843 07108 "%
significant
?F')S&rgassum 0,0021 1 0,0021 0,1295 0,7428
B-Kayu Manis 0,0098 1 0,0098 0,6009 0,4947
C-Jahe Emprit 0,0055 1 0,0055 0,3380 0,6018
AB 0,0289 1 0,0289 1,77 0,2752
AC 0,0462 1 0,0462 2,83 0,1909
BC 1,388E-17 1 1,388E-17 8’5105(; 1,0000
A? 0,0016 1 0,0016 0,0966 0,7763
B2 0,0030 1 0,0030 0,1842 0,6968
(o 0,0000 1 0,0000 0,0020 0,9674
Residual 0,0489 3 0,0163
Cor Total 0,1494 12




C. Respon Kenampakan
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Sum of Mean p-
Source F-value

Squares Square value

Model 0,0618 9 00069 0,3984 08754 "°t
significant

g;sargassum 0,0004 1 0,0004 0,0261 0,8819
B-Kayu Manis 0,0001 1 0,0001 0,0029 0,9604
C-Jahe Emprit 0,0008 1 0,0008 0,0464 0,8432
AB 0,0004 1 0,0004 0,0232 0,8886
AC 0,0169 1 0,0169 0,9807 0,3950
BC 0,0081 1 0,0081 0,4700 0,5422
A? 0,0206 1 0,0206 1,20 0,3539
B2 0,0165 1 0,0165 0,9583 0,3998
Cc2 6,939E-18 1 6,939E-18 40261E€; 1,0000
Residual 0,0517 3 0,0172
Cor Total 0,113512
d. Respon Aroma

Sum of Mean F- p-

Source

Squares Square value value

Model 0,0986 9 00110 7,68 0,0603 "t
significant

,:F;Sargassum 0,0005 1 0,0005 03158 0,6134
B-Kayu Manis 0,0351 1 0,0351 24,64 0,0157
C-Jahe Emprit 0,0010 1 0,0010 0,7105 0,4612
AB 0,0081 1 0,0081 5,68 0,0973
AC 0,0121 1 0,0121 8,49 0,0618
BC 0,0056 1 0,0056 3,95 0,1411
A? 0,0190 1 0,0190 13,36 0,0354
B2 0,0160 1 0,0160 11,25 0,0439
Cc2 0,0296 1 0,0296 20.,75 0,0198
Residual 0,0043 3 0,0014
Cor Total 0,1028 12




e. Respon Total Polifenol
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Source Sum of Mean F- p-

Squares Square value value

Model 4257,13 9 47301 2,56 0,2374"%

significant

?r;sargassum 552,07 1 552,07 2,99 0,1824

B-Kayu Manis 1800,86 1 1800,86 9,74 0,0524

C-Jahe Emprit 93,45 1 93,45 0,5056 0,5284

AB 339,09 1 339,09 1,83 0,2686

AC 840,17 1 840,17 4,55 0,1228

BC 4,47 1 4,47 0,0242 0,8863

A2 554 1 5,54 0,0300 0,8736

B2 18,94 1 18,94 0,1025 0,7699

c2 410,86 1 410,86 2,22 0,2328

Residual 554,54 3 184,85

Cor Total 4811,67 12

f. Respon Penghambatan a-Glukosidase

Source Sum of Mean F- p-

Squares Square value value

Model 2048,02 9 227,56 0,5194 0,8039 gi(g);tnificant

?F')S&rgassum 56,08 1 56,08 0,1280 0,7442

B-Kayu Manis 37,68 1 37,68 0,0860 0,7884

C-Jahe Emprit 874,70 1 874,70 2,00 0,2525

AB 416,39 1 416,39 0,9505 0,4015

AC 26,02 1 26,02 0,0594 0,8232

BC 531,80 1 531,80 1,21 0,3510

A2 235 1 2,35 0,0054 0,9462

B2 15,40 1 15,40 0,0351 0,8633

c2 96,23 1 96,23 0,2197 0,6712

Residual 1314,26 3 438,09

Cor Total 3362,28 12




Lampiran 9. Data Hasil Uji pH

Formulasi Ulangan Rata-rata
1 2
R1 7,45 7,54 7,50
R2 7,27 7,30 7,29
R3 7,49 7,40 7,45
R4 7,36 7,37 7,37
R5 7,37 7,46 7,42
R6 7,27 7,35 7,31
R7 7,34 7,44 7,39
R8 7,24 7,35 7,30
R9 7,36 7,45 7,41
R10 7,27 7,45 7,36
R11 7,22 7,32 7,27
R12 7,27 7,64 7,46
R13 7,24 7,34 7,29

104



Lampiran 10. Data Hasil Uji Organoleptik

a. Parameter Rasa

105

No Nama Formulasi
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13

1 Diena Mufidah 3 2 2 4 2 3 3 2 3 2 3 4 5
2 M. Qosim 4 5 4 4 4 3 5 4 3 3 3 4 2
3 M. Ramadhan 3 3 3 2 2 3 2 2 3 3 2 3 2
4 Dinda Ersyah 5 4 4 3 4 3 4 3 5 3 3 4 5
5 Aishah Agustina A 2 1 2 3 2 1 3 2 2 3 3 3 4
6 Fanny Syaifuddin 1 1 3 2 2 1 2 3 3 3 3 4 4
7 Yuniarti Mansyur 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
8 Nur Aini R 1 1 1 1 2 2 1 1 2 1 1 1 1
9 Human Hariri 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10 Fadli Adi A 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
11 Maridatul K 1 2 d 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
12 Anugerah Mukti R 2 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
13 Fatchur Rohman 3 3 2 2 2 3 3 2 2 2 2 3 2
14 Pandu Kurniawan 3 1 2 2 2 1 2 3 2 2 2 2 3
15 Radik Ega P 3 4 2 2 4 3 4 3 2 4 3 4 4
16 M. Ramadhan 3 3 4 3 3 4 3 4 3 3 4 4 3
17 Deo Fauzan A 2 3 2 2 3 2 2 3 2 2 2 2 2
18 Octaverina Rezki Tamara 2 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 3 2
19 Dicki T 2 2 2 2 2 2 4 3 3 2 3 4 3
20 Dimareta Puspitasari 2 2 2 2 3 2 2 3 2 3 2 3 2
21 Ivo Okta Rizkia P 2 3 3 4 3 3 4 4 3 4 4 3 3
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22 Lutfiani Nur Sifasari 4 5 5 5 4 4 3 5 4 4 3 3 4
23 Siti Yulianti 2 3 2 2 3 2 4 3 4 4 3 3 3
24 Nur Rahmatulloh Akbar 2 3 2 2 2 3 2 2 3 3 2 3 3
25 Alfin Bagaswara Pratama 3 4 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4
26 Citra Cahya M 2 2 2 2 4 2 3 3 3 1 1 3 3
27 Kholifi S 3 3 4 2 2 3 4 3 3 3 4 4 4
28 Yoshua Ajikusuma S 1 2 1 1 1 1 2 1 3 1 1 1 1
29 M. Fatkhi 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 3 2
30 Aninditia Mega K 2 2 2 2 2 2 4 3 2 4 2 2 4
31 Devina Bahar 3 3 3 1 3 3 3 3 3 3 2 3 2
32 Alant Hutagalung 1 3 3 3 2 1 2 2 2 2 1 2 2
33 Irna Adlhiyyah 3 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 2 2
34 A A Danial P 2 1 2 1 2 3 1 3 1 2 1 2 1
35 Dewi Rizki Pertiwi 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Jumlah 82 87 84 80 85 81 94 93 89 87 81 97 93

Rata-Rata

234 249 240 229 243 231 269 266 254 249 231 2,77 2,66
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b. Parameter Warna

No Nama Formulasi

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 RI13
1 Diena Mufidah 3 3 3 4 3 3 4 4 3 3 3 4 3
2 M. Qosim 3 5 4 2 4 4 4 5 4 4 3 3 3
3 M. Ramadhan 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3
4 Dinda Ersyah 3 4 4 5 5 5 5 3 4 5 4 5 5
5 Aishah Agustina A 3 2 5 3 3 3 4 3 3 4 3 4 3
6 Fanny Syaifuddin 3 3 3 2 2 2 2 3 3 3 4 3 3
7 Yuniarti Mansyur 2 3 2 3 3 3 3 3 3 4 3 4 4
8 Nur Aini R 4 4 3 3 3 3 3 2 2 3 2 2 4
9 Human Hariri 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10 Fadli Adi A 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 2
11 Maridatul K 3 4 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3
12 Anugerah Mukti R 3 3 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3
13 Fatchur Rohman 3 2 4 3 4 3 2 3 3 4 2 3 2
14 Pandu Kurniawan 3 1 2 3 2 1 2 3 3 2 2 2 2
15 Radik Ega P 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
16 M. Ramadhan 4 4 4 3 3 4 4 4 3 3 4 4 4
17 Deo Fauzan A 4 4 4 3 3 4 3 4 3 4 3 3 4
18 Octaverina Rezki Tamara 3 3 4 3 3 4 3 4 3 2 3 3 3
19 Dicki T 3 3 3 3 3 3 4 4 4 3 3 3 3
20 Dimareta Puspitasari 4 4 4 4 3 4 4 4 4 4 4 4 3
21 Ivo Okta Rizkia P 4 4 4 3 4 3 4 3 4 4 4 4 3

3 3 4 3 4 5 3 4 3 3 3 4 4

N
N

Lutfiani Nur Sifasari
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23 Siti Yulianti 4 4 3 3 3 3 4 3 3 3 2 3 3
24 Nur Rahmatulloh Akbar 3 4 4 4 4 3 4 4 3 3 3 4 4
25 Alfin Bagaswara Pratama 3 3 3 4 3 3 3 3 3 4 4 4 4
26 Citra Cahya M 3 3 3 3 2 3 3 3 3 2 2 3 3
27 Kholifi S 4 4 3 4 3 4 5 3 2 2 2 5 5
28 Yoshua Ajikusuma S 3 2 3 2 2 3 4 3 3 2 3 2 2
29 M. Fatkhi 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
30 Aninditia Mega K 4 4 4 4 4 3 4 4 4 4 4 3 4
31 Devina Bahar 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
32 Alant Hutagalung 3 3 2 3 2 3 3 3 2 2 3 2 2
33 Irna Adlhiyyah 3 3 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3
34 A A Danial P 3 3 3 3 2 2 3 2 2 3 3 2 3
35 Dewi Rizki Pertiwi 4 4 4 3 3 3 5 3 3 3 3 5 5
Jumlah 110 111 114 108 104 108 117 112 105 109 104 113 110

Rata-rata

3,14 3,47 326 3,09 297 309 334 320 300 311 297 323 314




C.

Parameter Aroma
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No Nama Formulasi

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 RI13
1 Diena Mufidah 3 2 3 3 2 3 2 2 3 3 3 4 4
2 M. Qosim 3 4 5 3 3 4 4 4 3 3 4 4 2
3 M. Ramadhan 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
4 Dinda Ersyah 4 3 5 4 5 5 5 4 4 4 3 4 3
5 Aishah Agustina A 4 2 5 3 3 5 2 3 2 4 3 4 4
6 Fanny Syaifuddin 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 3
7 Yuniarti Mansyur 4 3 3 3 3 2 3 2 2 2 3 2 3
8 Nur Aini R 3 2 3 2 4 2 3 2 2 2 2 2 2
9 Human Hariri 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
10 Fadli Adi A 3 3 3 2 3 2 2 2 2 4 3 3 3
11 Maridatul K 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
12 Anugerah Mukti R 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
13 Fatchur Rohman 2 3 3 4 3 2 2 3 4 2 3 2 3
14 Pandu Kurniawan 2 1 2 2 2 1 2 3 2 2 2 2 2
15 Radik Ega P 3 3 4 4 4 3 4 4 4 4 4 3 4
16 M. Ramadhan 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
17 Deo Fauzan A 2 3 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 2
18 Octaverina Rezki Tamara 4 3 4 2 3 2 3 3 2 3 2 3 2
19 Dicki T 3 2 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3
20 Dimareta Puspitasari 4 4 4 4 3 3 3 4 4 3 4 4 4
21 Ivo Okta Rizkia P 3 4 3 4 5 3 4 4 3 5 4 4 4

4 4 5 5 5 4 3 4 5 4 3 5 5

N
N

Lutfiani Nur Sifasari
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23 Siti Yulianti 3 2 1 1 1 2 3 2 3 4 3 2 3
24 Nur Rahmatulloh Akbar 4 3 4 4 5 4 3 3 4 3 4 5 4
25 Alfin Bagaswara Pratama 3 4 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4
26 Citra Cahya M 4 4 3 4 4 4 4 3 3 2 3 3 4
27 Kholifi S 5 4 2 2 2 3 4 2 5 4 3 3 3
28 Yoshua Ajikusuma S 1 2 3 3 2 1 4 4 3 1 2 1 3
29 M. Fatkhi 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
30 Aninditia Mega K 4 3 3 2 3 4 3 2 2 4 3 4 4
31 Devina Bahar 4 3 3 1 3 3 2 3 3 2 3 3 1
32 Alant Hutagalung 3 2 3 3 2 4 4 3 3 3 4 3 2
33 Irna Adlhiyyah 2 3 2 3 2 2 2 2 2 3 3 3 2
34 A A Danial P 4 4 3 3 1 3 1 1 2 2 1 2 3
35 Dewi Rizki Pertiwi 4 3 4 4 5 4 3 4 4 4 3 4 4
Jumlah 115 107 114 105 110 106 107 105 109 109 107 112 110

Rata-rata

329 3,06 326 300 314 303 306 3,00 311 311 3,06 3,20 3,14




d. Parameter Kenampakan
No Nama Formulasi
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13

1 Diena Mufidah 3 3 3 4 3 3 4 4 3 3 3 4 3
2 M. Qosim 4 3 4 3 4 4 4 4 3 4 3 3 3
3 M. Ramadhan 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
4 Dinda Ersyah 4 5 4 5 5 5 5 5 4 4 5 5 4
5 Aishah Agustina A 3 2 4 4 2 3 3 3 3 4 3 4 3
6 Fanny Syaifuddin 3 3 3 2 2 2 2 3 2 4 4 3 3
7 Yuniarti Mansyur 3 3 3 3 4 3 3 3 3 4 3 4 4
8 Nur Aini R 4 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 2 3
9 Human Hariri 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
10 Fadli Adi A 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 2
11 Maridatul K 3 4 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3
12 Anugerah Mukti R 4 3 4 4 3 3 3 3 3 4 3 3 3
13 Fatchur Rohman 4 4 3 2 2 3 2 4 2 3 2 2 3
14 Pandu Kurniawan 3 1 2 2 2 1 2 3 3 2 2 2 3
15 Radik Ega P 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
16 M. Ramadhan 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
17 Deo Fauzan A 3 4 3 3 4 3 4 3 3 4 3 3 4
18 Octaverina Rezki Tamara 3 4 3 4 3 4 3 4 4 3 3 3 3
19 Dicki T 3 3 2 3 2 3 3 4 3 3 3 3 3
20 Dimareta Puspitasari 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3
21 Ivo Okta Rizkia P 3 4 4 3 4 3 4 4 4 4 4 4 3
22 Lutfiani Nur Sifasari 3 4 4 4 4 5 3 4 3 3 3 3 4
23 Siti Yulianti 8 B 2 3 3 3 4 3 3 3 2 3 3
24 Nur Rahmatulloh Akbar 4 3 4 4 3 4 3 3 3 4 4 4 3
25 Alfin Bagaswara Pratama 3 3 3 4 3 3 3 3 3 4 4 4 4
26 Citra Cahya M 4 3 3 3 2 3 3 2 2 2 2 3 3
27 Kholifi S 5 4 2 3 4 4 4 3 3 4 2 4 4
28 Yoshua Ajikusuma S 3 2 3 2 3 3 4 3 3 2 3 3 2
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29 M. Fatkhi 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
30 Aninditia Mega K 3 3 3 3 3 4 3 4 3 4 4 4 4
31 Devina Bahar 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
32 Alant Hutagalung 3 3 2 3 2 3 3 2 2 3 3 2 2
33 Irna Adlhiyyah 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3
34 A A Danial P 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 3
35 Dewi Rizki Pertiwi 3 3 3 3 3 3 4 2 3 2 2 4 4
Jumlah 112 107 105 108 104 109 112 110 102 113 105 110 109

Rata-rata 320 306 300 3,09 297 311 320 314 291 3,23 3,00 314 3,11
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Lampiran 11. Hasil Uji Respon Total Polifenol

_ Nilai Konsentrasi Kadar Kgdar quar Jumlah Total Fenol
No Formulasi Absorbansi Fenol Ekuivalen Ekuivalen Sampel (mg GAE/100
y=0,007x + 0,066 (g GAE) (mg GAE) (mL) mL)

1 R1 0,553 69,500 222,400 0,222 3,2 177,92

2 R2 0,589 74,764 239,246 0,239 3,2 191,40

3 R3 0,479 58,971 188,709 0,189 3,2 150,97

4 R4 0,574 72,500 232,000 0,232 3,2 185,60

5 R5 0,592 75,136 240,434 0,240 3,2 192,35

6 R6 0,589 74,736 239,154 0,239 3,2 191,32

7 R7 0,567 71,564 229,006 0,229 3,2 183,20

8 R8 0,540 67,671 216,549 0,217 3,2 173,24

9 R9 0,543 68,207 218,263 0,218 3,2 174,61
10 R10 0,572 72,293 231,337 0,231 3,2 185,07
11 R11 0,595 75,607 241,943 0,242 3,2 193,55
12 R12 0,543 68,129 218,011 0,218 3,2 174,41
13 R13 0,616 78,593 251,497 0,251 3,2 201,20




Hasil pengukuran nilai absorbansi as

am galat
Konsentrasi Ulangan 1 Ulangan 2 Rata-rata

(Ppm)

0 0,050 0,038 0,044

20 0,232 0,216 0,224

40 0,347 0,361 0,354

60 0,516 0,441 0,479

80 0,698 0,597 0,648

100 0,773 0,712 0,743

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Kurva Standar Asam Galat

y =0,007x + 0,066
R2=0,9944

40

60

80

100

120
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Lampiran 12. Hasil Uji Respon Penghambatan a-glukosidase
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Konsentrasi Sl Rata- SO Rata- B1 Rata- BO Rata- %
Run RL KM JE A B Rata A B rata A B Rata A B Rata Inhibisi
R1 175 15 32,5 0,489 0,467 0,478 0,047 0,039 0,043 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 48,09
R2 20 175 325 0,386 0,372 0,379 0,042 0,036 0,039 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 59,43
R3 15 125 325 0,352 0,321 0,337 0,038 0,038 0,038 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 64,38
R4 175 175 35 0,543 0,565 0,554 0,044 0,038 0,041 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 38,78
R5 15 15 35 0,669 0,620 0,645 0,047 0,037 0,042 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 28,10
R6 15 175 325 0,476 0,478 0,477 0,042 0,038 0,040 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 47,85
R7 20 15 35 0,531 0,509 0,520 0,037 0,038 0,038 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 42,42
R8 15 15 30 0,379 0,319 0,349 0,048 0,041 0,045 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 63,66
R9 20 125 325 0,594 0,574 0,584 0,038 0,043 0,041 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 35,14
R10 17,5 125 30 0,464 0,411 0,438 0,04 0,039 0,040 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 52,51
Ri11 17,5 175 30 0,373 0,323 0,348 0,037 0,039 0,038 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 63,01
R12 17,5 125 35 0,236 0,269 0,253 0,038 0,038 0,038 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 74,40
R13 20 15 30 0,157 0,125 0,141 0,042 0,042 0,042 0,891 0,876 0,884 0,045 0,046 0,046 88,19




Lampiran 13. Hasil Uji ICso Akarbosa dan Minuman Fungsional

° Hasil Uji ICso Akarbosa
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Konsentrasi Si Rata- S0 Rata- Bl Rata- BO Rata- % c !335204In(x)
(ppm) A B rata B rata A B rata A B rata  Inhibisi Y >4 569
50 0,781 0,933 0,857 0,046 0,080 0,063 0,935 0,934 0,935 0,046 0,048 0,047 10,54
100 0,820 0,866 0,843 0,047 0,044 0,046 0,935 0,934 0,935 0,046 0,048 0,047 10,14
250 0,827 0,795 0,811 0,045 0,049 0,047 0,935 0,934 0,935 0,046 0,048 0,047 13,92 171,058
500 0,830 0,698 0,764 0,046 0,046 0,046 0,935 0,934 0,935 0,046 0,048 0,047 19,10
1000 0,652 0,731 0,691 0,048 0,052 0,060 0,935 0,934 0,935 0,046 0,048 0,047 27,72
. Hasil Uji ICso Minuman Fungsional
V. S1 Rata- S0 Rata- BO Rata- Bl Rata- % IC50
Lar bpm A B rata A B rata A B rata A B rata Inhibisi Y = 18.658In(x)
- 126.65
5 35485.77 0,488 0,393 0,441 0,119 0,142 0,131 0,046 0,048 0,047 0,935 0,934 0,935 65,1
10 70971.54 0,347 0,297 0,322 0,212 0,194 0,203 0,046 0,048 0,047 0,935 0,934 0,935 86,6
15 106457.31 0,349 0,321 0,335 0,244 0,268 0,256 0,046 0,048 0,047 0,935 0,934 0,935 91,1 12.938.98
20 141943.08 0,368 0,342 0,355 0,319 0,312 0,316 0,046 0,048 0,047 0,935 0,934 0,935 95,5
25 177428.86 0,402 0,379 0,391 0,375 0,367 0,371 0,046 0,048 0,047 0,935 0,934 0,935 97,8
30 212914.63 0,482 0,462 0,472 0,491 0,445 0,468 0,046 0,048 0,047 0,935 0,934 0,935 99,5
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Lampiran 14. Perhitungan Konsentrasi Minuman Fungsional

1. Konsentrasi Minuman Fungsional

Bahan Berat Bahan Volume Awal Volume Akhir
(9) (mL) (mL)
Sargassum sp. 200 600 212
Kayu Manis 200 600 168
Jahe emprit 200 600 221

a. Sargassum sp.

e Konsentrasi Awal =200/ 212 x x/ 1.000.000
X = 2.000.000/ 212
X =943.396,20 ppm

e Diencerkan menjadi 20 mL

M1.V1 =M2.V2
943.396,20x4 =M2x 20
M2 =943,396,20x 4 / 20

=188.679,244 ppm
e Dicampur dengan bahan lainnya sehingga menjadi 60 mL minuman

fungsional Run 13.

M1.V1 = M2.V2
188.679,244 x 20= M2 X 60

M2 = 188.679,244 x 20/ 60
M2 = 62.893,081 ppm

b. Kayu Manis

e Konsentrasi Awal =200/ 168 x x/ 1.000.000
X = 2.000.000/ 168
X =1.190.476,190 ppm

Diencerkan menjadi 20 mL

e M1V1 =M2.V2
1.190.476,190 x 3 =M2x 20
M2 =1.190.476,190 x 4 / 20

=178.571,428 ppm

Dicampur dengan bahan lainnya sehingga menjadi 60 mL minuman

fungsional Run 13.

e M1V1 =M2.V2
178.571,428 x 20 =M2x 60
M2 =178.571,428 x 20/ 60

M2 = 59.523,809 ppm



. Jahe Emprit
Konsentrasi Awal =200/ 221 x x/ 1.000.000
X = 2.000.000/ 221
X =904.977,375 ppm

Diencerkan menjadi 20 mL

M1.V1 =M2.V2
904.977,375x6 =M2x 20
M2 =904.977,375 x4/20

= 271.493,213 ppm
Dicampur dengan bahan lainnya sehingga menjadi 60 mL minuman

fungsional Run 13.

M1.V1 = M2.V2
271.493,213 x 20= M2 X 60

M2 = 271.493,213 x 20/ 60
M2 = 90.497,737 ppm

Konsentrasi (ppm) Minuman Fungsional Run 1

Konsentrasi = Konsentrasi Sargassum sp + konsetrasi kayu manis +

konsentrasi jahe emprit
=62.893,081 + 59.523,809 + 90.497,737
= 212.914,627 ppm

Pembuatan Variasi Konsentrasi Minuman Fungsional

Pada 5 L

M1Vl = M2V2

212.914,627 x5 =M2x 30

M2 =212.914,627 x5/ 30
M2 = 35.485,771 ppm
Pada 10 pL

M1Vl = M2V2

212.914,627 x 10 = M2 x 30

M2 =212.914,627 x 10/ 30
M2 =70.971,542 ppm
Pada 15 pL

M1Vl = M2V2

212.914,627 x 15 = M2 x 30

M2 =212.914,627 x 15/ 30

M2 =106.457,31 ppm
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Pada 20 pL

M1V1
212.914,627 x 20
M2

M2

Pada 25 pL

M1Vl
212.914,627 x 25
M2

M2

Pada 30 pL

M1V1
212.914,627 x 30
M2

M2

= M2V2

= M2 x 30
=212.914,627 x 20/ 30
=141.943,084 ppm

= M2V2

= M2 x 30

= 212.914,627 x 25/ 30
= 177.428,855 ppm

= M2V2

=M2x 30
=212.914,627 x 30/ 30
=212.914,627 ppm
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15. Instrumen Alat UPLC-MS/MS

COTID LOImGUne  MEman | ICUSIesnost e

P/N: 186002350

ACQUITY UPLCH® BEM C18 1.7pym §/N: 2083215815763

Waters

mesaenceor  Certificate of Analysis
WHAT'S POSSIBLE"
ACQUITY UPLC® BEH C,,, 1.7 ym

Batch# 208

Analytical Results for ACQUITY UPLC® BEH C,,, 1.7um

Result
Analysis of Unbonded Particles
90 % /10 % Diameter Ratio 164
Particle Consistency Pass
Pore Structure
Pore Volume 072 cm'ig
Average Pore Diameter 138 A
Surtace Area 188 milg
Metal impurity Concentrations
Na 2 ppm
A <1 ppm
Fe 2 ppm
Analysis of ACQUITY UPLC® BEH C,,, 1.7 ym
Total Carbon Content 17.43 %
C,, Surface Coverage 307 pmovm?



Instrumen Alat U

PLC-MS/MS

Al ): Air (aditif Formic acid 0,05%)

B (Biru) : Acetonitril (aditif Formic acid 0,05%)
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Instrumen Alat UPLC-MS/MS
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Lampiran 16. Hasil Spektrum UPLC-MS/MS Ekstrak Sargassum sp.

1. Retention Time 1.23

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 01 55 (1.234) 1: TOF MS ES+
100 221.0434 2.97e5
205.0693
S
223.0419
118.0867 449.1196 524.8412 684.8746 9445313 1034.4604
o 165.0765 387.1460 594.9675 834.5029 994.4630 miz
ECEERESESES ¥ N MRS AR b A ASMMRNSP SN K= S5 CTAS SN 0 S NS5 40—
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

2. Retention Time 1.82
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 01 81 (1.825)
100 127.0400

192.1608

1: TOF MS ES+
8.29e4

123.0925 296.1361 394.2004 |
o oDk Lol [ 4791909 5942944 687.0825 809.1204  910.1007933.0256 1133.1188
" T 1 T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

3. Retention Time 4.44
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 01 198 (4.437)

m/z

1: TOF MS ES+

100 625.3108 9.75e4
192.1582
S 626.3134
123.0909.150.1115 o 2551535 . .
193.161 ) ; 627.3151 : |
118.0856 607.2992 44.7 !
o bl . | | 389.1545 NI 7963873 ° %E 997.4820 11674375
IESRMESENLBIPEND § PNV 1700 SRSRSERDO S EPRSSSOVGR DUt USNENRURMS MRS IS AN WEMSBUSMNBMSASIN .5 T BNBMMNSIA - LS 2~ SN~ L1E,42
100 200 30 400 500 600 700 800 900 1000 1100
4. Retention Time 5.02
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 01 224 (5.016) 1: TOF MS ES+
100 395.1962 1.36e5
192.1591
S
396.1988
150.1125 | | |
123.0913 193.1622 ! : ) )
RELN l N | s431284 | 4111004 512.2777 673 8434 15-3355780.3863 os7471g 10271180 1128.8938le
kubicidididie WU Y TASERERERSSUNESSEM it it ' ik 7SS UG5 .S 6,078/ ENN . 1 C T S NN
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
5. Retention Time 13.39
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 01 598 (13.392) 1: TOF MS ES+
100 293.1765 3.60e5
S
294.1795
150.1130 192.1602 617.5047
0 l 193.1634 413.2670 550 6316 \,655.5200 850.7894876.8055902.8181 20 L 11505210 s
B B NI\ i MMM Sl e isre LN b
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
6. Retention Time 14.20
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 01 634 (14.203) 1: TOF MS ES+
100 279.1584 1.64e5
301.1401
S
1oanooy o184 317.1135 655.5151
: l 205.0849 ( 402.3557 631.5148 1/656,5184 7946008 2078169257606
o L ‘ Né SR T TN o , iz
e e e L e e e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
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Lampiran 17. Hasil Spektrum UPLC-MS/MS Ekstrak Kayu Manis

1.

Retention Time 0.59
Univ Brawijaya
Genta Sample Kode B 16 (0.586)

1: TOF MS ES+

100 125.9869 8.55e5
151.0359
< 239.9675
265.0164 ,
266.0176 499 8835 702.7946
il Lo om0
0‘wmwm“HHTHH‘HH‘HHMm_HWHWHwmWm_m_m_m_m_m_m_m_m_mwH‘HHWHWHWHWHWHWH m/z

100 200 300 400

Retention Time 0.69
Univ Brawijaya
Genta Sample Kode B 19 (0.689)

500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

1: TOF MS ES+

100 381.0809 5.81e5
203.0540
365.1063
S
118.0872 543.1342
335.0959
L 527 1600 VA 11373 | |
0 Ll Ll al n L R ezl 867.2419 1029.2843 1191.3289 1353, 38671458 3219
T T T T T T T \ T T T T T T T T T T T T T T

100 260 ‘ 360 ‘ 460
Retention Time 8.95
Univ Brawijaya

Genta Sample Kode B 245 (8.955)
100 242.2842

%

243.2873
167.0125

500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

1: TOF MS ES+
4.18e5

2! 2l
814. 0275 923. 3054 986. ?792 1195{8540
; " UL iy M

0-hry ‘u\u‘h , ; " ;
100 200 300 400

Retention Time 11.85
Univ Brawijaya
Genta Sample Kode B 324 (11.848)

_279.1586  461.2847 558.4162587.3533
T T T T T T

21
?! |
13348626 1456 3429
T T T T T T f T T T T T “\ Y A miz
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

1. TOF MS ES+

100 279.1599 4.62e5
301.1417
7
S
205.0864 317.1153 | \
139.9882 813.5142 !
o B8 | 18.1185 7%8-2932 744.5522 8955418 1085.5629 12739009 13935062 iz
P SO RO 5 N oSO SN D SR e B NN LM 1112512 N 4 £ 7510 Ml S
0 200 300 400 600 | 700 | 800 | 900 | 1000 | 1100 | 1200 @ 1300 @ 1400

Retention Time 13.86

Univ Brawijaya
Genta Sample Kode B 379 (13.860)

1: TOF MS ES+

100 270.2795 4.42e5
X
271.2828 700.6186
139.9880 554.1753  683.5998 821.5461 1074.3016 1370.3737
o L 279.1594 \1 t’vnn 6251 998.2878 14443871
e T o R S an S e

100 200 300 400

Retention Time 15.11
Univ Brawijaya

Genta Sample Kode B 413 (15.106)
100

500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

1: TOF MS ES+

628.1967 9.25e5

629.1974

630.1954

701.6249
998.2912
1148.3268 1370.3788
139.9884 248.0599 371&020 538.5925 \k774_2532 872.7688 | 10723104 < 1444.3905

T T L\ T : l\ T \l T l\ h\.‘ ol i ; T . T T 4 i T \l T a T ‘\ T T T T ‘\ m/Z

T
100 200 300 400

T
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
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Retention Time 15.40

Univ Brawijaya

Genta Sample Kode B 421 (15.403) 1: TOF MS ES+
100 494.5668 3.30e6
3 1495.5697
1496.5730 700.6191 998.2900  1072.3092 1370.3774
o 130.9881 204299 591 47 m 872.7671 ) ya N, 14443890
T T T T T T T T T T 1 T T T T T U T T T T T T T T T

T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Retention Time 15.80

Univ Brawijaya

Genta Sample Kode B 432 (15.804) 1: TOF MS ES+
100 522.5973 7.93e6
< 523.6005
524.6027 | 998.2873 |
338.2846 ! ! 1370.3772
o 139.9883 \ 3912847 699.5951 872.7719 | 1146.3301 14443892
T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Retention Time 16.24
Univ Brawijaya
Genta Sample Kode B 444 (16.238) 1: TOF MS ES+
100 550.6299 4.68e6
< 551.6328
552.6360 998.2903
338.3416 522.5978 700.6198  872.7682 1002.0877 1148.3259 1370.3777
AL MG L N S e w2 2N bl N LS

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
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Lampiran 18. Hasil Spektrum UPLC-MS/MS Ekstrak Jahe Emprit

1. Retention Time 1.17

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 52 (1.171) 1: TOF MS ES+
100 175.1179 1.45e5
X
1510342 [ f2L0296 ! ! 692 !7505 794.7139
0brrrrrepbde [ 0% 007036 ssarsaseaoraes Z°PR PR
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

2. Retention Time 1.29

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 57 (1.287) 1: TOF MS ES+
381.0791 3.06e5
100
& 360.1496
1041066 219.0261 382.0821 | \ 10200857 !
o Lol | 229500 ) 507.0518. 543.1320 575 0205 705.1832 791.1797 867.2314 ) 10813318 11913445
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

3. Retention Time 1.79

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 80 (1.792) 1: TOF MS ES+

100 182.0807 1.76e5
& 132.1012 .
183.0835 !

123.0431 370.2058 464.2123
Y ‘ ‘ \ 414.2328 604.2958678.2454 708.2568 840.2976 1025.3663. 10633242 1156.4597
0 il by e t T - T T T T T T T T H T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

4. Retention Time 2.25

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 100 (2.246) 1: TOF MS ES+
332.1338 3.53e5
100
S
333.1368 | | |
150.1116 192.1589 314.1226 ! 7183324 ! 1013.9166 1103.7900
o n . N 34.1384 416.2133 555.2784  661.2455 / 834.3966 954.2537 yan miz
i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
5. Retention Time 2.65
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 118 (2.646) 1: TOF MS ES+
100 272.1128 1.17e5
X 192.1587
273.1155 I I
123.0907.150.1114 6121020 700.3247  Coo39%8 954.4973  1061.2773 !
0 ekttt et e e B A06L 85T 008 7208 P 1m0 5070,
10 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
6. Retention Time 2.94
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 131 (2.941) 1: TOF MS ES+
166.0861 4.00e5
100
120.0804
B
103.0537 167.0891 !
o ) 341.0631 474.1979 PALS 6211863 g 5p15 8061645 999.1477 iz
L L e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
7. Retention Time 3.26
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 145 (3.257) 1: TOF MS ES+
224.1281 2.71e5
100
o
> 192.1589
225.1309 . .
574.2361 ! !
o 128.0911 . _289.1251  441.1007 528.7560 746.3201 827.3896 957.4546 _1056.5061 11611863
i T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100



10.

11.

12.

13.

14.

Retention Time 3.38
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 151 (3.383)
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1: TOF MS ES+

100 252.1592 1.38e5
. 192.1586
X
123.0909 2531617 333 1508
- 413.2019 1073.2739
o 11200797 Lot b o 528.2636 558.2886  762.446785.3681 954.4521 985.4418 miz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 3.84
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 171 (3.837) 1: TOF MS ES+
100 188.0708 5.16e5
205.0974
S
206.1001 )
118.0648.146.0598 409.1877 571.2876 736.3381 827.4851 913.5064 !
0+ ety 1 et T 5\29 2770/ T 698'?845 T T T T T T T 1102\'5433 m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 4.33
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 193 (4.332) 1: TOF MS ES+
100 516.3150 1.94e5
454.2287
o
& 517.3177
123.0910  192.1589 382.2062 644.3126 ! !
1110.4951
0 S e L ‘ | | 600.3345 / 7143771 7954457 9404523 10655006 2
S T o B
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 4.44
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 198 (4.437) 1: TOF MS ES+
100 368.2274 3.22e5
73.1826
153.1267
389.1572
ES
35.1160 281.1490 351.2007
NS : 390.1600
154.1299 512.2698 718.4216
123.0908 ) | L ( 605.3042 812 3673 895.4873 980.3351  1088. 0247 1128 .4708
R T = S B i MMIE BN SR A S .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 4.69
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 209 (4.690) 1: TOF MS ES+
100 744.4264 2.81e5
ES 745.4291
1531267 ) g 327.1772 373.1824 459.1833  526.2501 7664077
0 . ] ‘ [ . 5953256 | | | y3244245 93, 4857 1116.6277 2
T s IS SRS SRSt M NUE S S R A2 L.
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 4.89
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 218 (4.890) 1: TOF MS ES+
100 482.2596 2.43e5
436.2173
& 1483.2624
192.1585 373.1820 ' !
153.1266 < 327.1766 ‘ 630.2388  696.4033 900.4427 1164.5825
S Bl 6 bl | oo UL 2 946.4845072,5355 11134875 miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 5.33
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 238 (5.332) 1: TOF MS ES+
100 436.2189 1.33e5
280.1910 457.1485
s
192.1501 482.2605 786.9316
281.1939426.2329
123.0912 267169% { ‘ m 532.2393 714.0437 l/787<9327 094.5021 }070-55251152.9878
0 ‘M‘nu“ i \‘nu“\u\‘lnuu‘uf‘ bt : ‘l —— . : : L Y- m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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Retention Time 5.55

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 248 (5.553) 1: TOF MS ES+
494.2604 1.72e5
100
364.1965
499.2158
= 355.1726 |~ >00-1518 728.4021
192.1591 : 15.1901 :
123. 0910 9 \59203 1791 W (‘459'2218 (ﬁla lops 7153135 | 787.4214 8453766
O+ etk " f i \l L \l h ‘l\h . 5" - T . t T 1 T A T \/ T ‘/909\-9176\991'4\154 11\22'57:\34 m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 5.96
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 266 (5.965) 1: TOF MS ES+
100 807.8958 1.27e5
. 808.8986
ES
192.1591
809.4012
224.1253 497.2375
167. 1059j } l 353.1570 608.3054 36 3233 761.9408
0l 1 L TGN A Y W1 WL WP ‘Lh s . 8884274 971.48271049.5403  1179.0627
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 6.25
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 279 (6.249) 1: TOF MS ES+
314.1753 2.02e5
100
S
192.1592 353.1860
135.1163
457.2408494.2607 671.3495 1006.5154
0 123.0911 { | \ | ) 557.2943 840. 4202 9354741 l/1008 0186 “35'562?]1 .
““““““““ e h R A—
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 6.72
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 300 (6.723) 1: TOF MS ES+
100 230.1176 2.05e5
S
231.1206 428.2491 659.3652 707 3367
123.0009 ~ 192.1588 393-1331\l 589.2262 W l J 718.3156 997.6527 1046.9902
S D USSR ERUUPUPSRIPSR | FRIRS  iiod B W ol -2 - i G VO .=
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 7.04
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 314 (7.039) 1: TOF MS ES+
382.2065 1.77e5
100
B
1791 203.1724 394.2062
192.158
123.0907 W “ 15.1357 581.2560 703.3499 9946549  1143.9979
0 Lo N ‘ L L ki it 825.3883850.4676 2\1185,3024
s L UMY RSt B\ SRS SR RN ST Y e SVEVI TSV s
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 7.70
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 344 (7.702) 1: TOF MS ES+
100 440.2497 1.02e5
445.2048
< 192.1588 461.1793
1 ]
123.0912 2931722 390.1909 562.2867 917.3789 1081.5501
otsosns |1 Ly Lo Pl L 0992185 7as s serazon TS0 RS 1yag 6o
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 7.84
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 350 (7.840) 1: TOF MS ES+
466.2650 1.64e5
100
371.1847 429.1886 487.1942
192.1588
123.0909 293.1710 J l ‘ H £58.1975 ?67 2410 6332507 124-3400835.3871 877:4209
0k L b Ml 0882022 7 10252225 1172.5687

T T T T T
100 200 300 500 600 700 800 900 1000 1100



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
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Retention Time 8.24

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 368 (8.240) 1: TOF MS ES+
420.2226 4.42e5
100
B3 441.1517
1 1
137.0587 261.1841 481.2409 ! ) '
. X 192.3.587 7 8211585 { 4812409 o1 2692 635.2852 755 9092 883.4296 939.4928 1032.4918 5151.423)2
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 8.47
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 378 (8.472) 1: TOF MS ES+
100 357.1696 4.70e5
92,2068
< 397.1620
137.0591 177.0904 !
1414.1397 !
123.0907 303.1951 1123.8464
0 ‘ | (\ N Lol k 585.2906. 6203275 771.3358 18904391 971.4304 1054, 6168 iz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 8.78
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 394 (8.830) 1: TOF MS ES+
249.1487 1.09e5
100
137.0593 177.0907
< X
!
123.0010 289.1410 422.2383 471.1840 1 1
W { 559.2161 809. 3949
o+ ""‘mwuu"“luJ\u_HMmh_m‘-_J“_K‘_m_m_““‘7“?1“29?‘6“”” 8980959 1037.6443 11751680,
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 9.11
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 407 (9.114) 1: TOF MS ES+
524.2509 1.89e5
100
N
192.1593 369.1700 7461835
1035.4231
47.1815
o | ?9111 . l L 2osres QL7 { 769.3215.799. 3890 927.4373 | 1037.4204 -
e T e N T & MM ——
10 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 9.83
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 439 (9.831) 1: TOF MS ES+
414.2493 1.22e5
100
19.2048
- 192.1592 435.1784
: 337.2008 436.181 !
123.0909 2771795 { 361815 15 1684 681.3145 ! 653976
o N \ b G 7/ ~579.2590 815.4139 1042.0045 1196.6741
e = eIV £ ine S S C R T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 10.08
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 450 (10.084) 1: TOF MS ES+
275.1636 1.52e5
100
o 137.0590 315.1560
B3
319.1869
123, 0907 { (
677.3555 1166.1163
o N " H s 1 | L | 4342162 451 og53  611.3553 793.4598 883.5029 1085.5432.1121.1367 7
T T \ T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 10.37
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 463 (10.368) 1: TOF MS ES+
100 261.1847 3.31e5
=
137.0591 319.1877
163.0746 !
123 0907 ( 8201912 406.2213  506.2755615.3870  677.3541752.3038 ! ! 1146.1199
0+ \ P I T \/ T T T b | T T T 96?'5327\ \1086'5\253 T m/z

T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Retention Time 10.66

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FF 05 476 (10.663)
1

130

1: TOF MS ES+

100 77.0910 1.00e6
277.1802
137.0595
S
179.0702 317.1727
333.1468 | |
115.0539 |
673.3275 753.2548 1003.43051086.0559
o L1 L . 508.2557 6113563 869.4648 957.4827 iz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 10.96
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 489 (10.959) 1: TOF MS ES+
478.2440 2.46e5
100
< 483.1993
192.1588 277.1793
500.1764
177.090 317.1718 ! 792.5898 | | |
o Ll ls\L l I { eI e 611.3538  724.3354 943.4141 10850389 __1196.3979
T T T T T T i T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 11.88
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 531 (11.896) 1: TOF MS ES+
370.2225 2.13e5
100
375.1768
ES 391.1515
192.1590 .
354.2270 392.1547 ;
123.0903.150.1121 | 293.1743 1003.4982
o e { L Lo 581.3093 4 4626 792.5034.820.6235 1085.5491 1176 1992
e L B T T AT A = S 2 o L s
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 12.32
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 550 (12.317) 1: TOF MS ES+
100 350.1828 2.78e5
354.2274
137.0592
< 5771707 375.1567
123. 0907 192.1587 376.1507 |
o L \ Ll \ 1 530.2742 667.4183.695.3768 792. 585Q820 ezog 982.4501__ 1085. 037;1117 5327
““““““‘ : e R T :
100 200 300 400 500 600 800 900 1000 1100
Retention Time 12.99
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 580 (12.992) 1: TOF MS ES+
609.3400 1.02e5
100
192.1586
< 604.3844| 6253140
150.1115 626.3168
123.0903 193.1618 393.2965 587.3570
304.2990 705.5811 792.5907
012k osgeq g | \ , 4692579 : 873.7435 10850308 11545105 y
ittt VORI HON PR SORVOAP N VSR B USSP N | USSR SN .2
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 13.25
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 592 (13.255) 1: TOF MS ES+
398.2536 3.83e5
100
403.2090
B3 419.1830
150.1116 192.1587 ~ 261.1845 1420.1859 | 1133!7770
o N | f 556.4421 7055817 792. 5903.820.6184 952.5208 1084.5427 iz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Retention Time 14.20
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FF 05 634 (14.203) 1: TOF MS ES+
279.1592 1.40e5
100
301.1411
B 192.1501
123 !0905 ' 817.1150
’ 205.0856 441.3727  579.2947 705.5829
o L / 402?,575 { 0L 792.5912.820.6237 1002 7541 1049.8208 1140. 876;/Z
i T T T T T T T T T T T i T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
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Lampiran 19. Hasil Spektrum UPLC-MS/MS Minuman Fungsional

1. Retention Time 1.25

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FD 02 56 (1.255) 1: TOF MS ES+
100 118.0951 4.53e4
RS
156.0312
242.8887 1 |
Ll \M(u wls 304.8372 5271505 6207723 774,709 26767 9406679
S B Y P18 PP TGSVt ot o ORI L. -1 ——
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

2. Retention Time 3.72
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 166 (3.720) 1: TOF MS ES+
100 346.1101 1.15e5

344.0935[347-1133 ! ! |

. 149.052( 2191197 pz 45.1152 4501863 674.2935 7/28.3398 8/26.5282 1002.4271 }065.6255 }177.3973 '
Ian| T T T T I T f T T T T T T T T T T T T T T T T miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
3. Retention Time 3.82
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 170 (3.816) 1: TOF MS ES+
478.1732 2.86e5
100
s
1479.1764 \ ,
476.1563 582.2612 786.2060  938.4008 11512554 _ !
o 149.0521 279.1195 80.1788 7244012 | 1080.4221 51.255 1293.0209
i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
4. Retention Time 4.55
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 203 (4.553) 1: TOF MS ES+
865.2498 7.47e4
100
1866.2529
ES
867.2568
o 105.0877 2791185  398.1668 526.2407 713.1844 744 4500 | _883.2777 1063, 54821153125:40 1233'380;/2
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
5. Retention Time 5.13
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 229 (5.132) 1: TOF MS ES+
434.1768 2.8le4
100
N
1435.1802
150.1212 247.0975 279.1203 928.5231 !
0 e T 438-2071 5771439 697.2324 865°2527 10608536 1153.2676 12843324,
e Al AR A LAt e S :
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
6. Retention Time 5.59
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 249 (5.586) 1: TOF MS ES+
100 446.1775 2.75e4
288.1766
ES
124.0929 1711220 289-1807 o !
0 < b Lol 492.2672  598.2599 79, 4210 874.4282  gog. 3020 1532501 12832080,
L L e S MRS b T I A
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
7. Retention Time 7.64
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 341 (7.640) 1: TOF MS ES+
147.0383 8.28e4
100
s
124.0932 148.0410 516.3089 2 2 :
. . 1214.1 !
o 279.1191  391.2490 562.2870 709.2267 865.2542 995.2876 30\ 12842186,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200



10.

11.

12.

13.

Retention Time 8.11
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 362 (8.114)

132

1: TOF MS ES+

100 308.1301 5.90e4
=
201.1034 [309-1338 . . |
598.3180 ! ! !
o 147.0383 Qo 552.2670 738.3867  865.2477 997.3030  1114.4148 1154.2585 iz
" T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 600 700 800 900 1000 1100 1200

Retention Time 8.38
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 374 (8.377)

1: TOF MS ES+

100 392.1731 3.22e4
B 357.1311
! !
137.0594 279.1191.308.1299 20.2077 607.2492 771.3828 ! 1223.0570 !
o L Lol { ‘(4 | 665.3555 L. 865.2415 997.2926 1088.4530 1291.3527,
i T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Retention Time 8.69
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 388 (8.693) 1: TOF MS ES+
249.1120 3.22e4
100
284.1457 555.2038
B3 137.0587 A .
177.0722 289.1014 . -
124.0027 388.2134 550.3355 U s !2296 | | |
o L h Ll | por2ersa 8125992 9963011 __ 11215786 12460647 .
T R L e L
100 200 300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Retention Time 10.31
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 460 (10.305) 1: TOF MS ES+
312.1027 8.54e4
100
B
313.1059
133.0653  235.0615 480.2253 613.3122 ! ! ! !
o . L L " 721.4310 813.7341 918.8065 1077.3324 _ 1206.7980 miz
T ™ SLSEMNI MMM £ Lt B A USSR SRS ZLARI L L 8 S
200 300 600 700 800 900 1000 1100 1200
Retention Time 10.60
Univ Brawijaya
Queen Tia Sample kode FD 02 473 (10.600) 1: TOF MS ES+
277.1409 4.05e5
100
312.1768
N 606.4143
S 137.0589 611.3708
177.0727 313.1798
115.0656 612.3739 1176.3746
o ) L 508.2437 I 813.7339 957.5357.984.5437 1127.5076 miz
I R s L VARNE——
100 200 300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Retention Time 12.23

Univ Brawijaya

Queen Tia Sample kode FD 02 546 (12.233)

1: TOF MS ES+

100 354.1017 3.86e4
350.1475
& 137.0598 681.4337 813.74
124.0037 \ 277.1429 ( 667.4514 F9644213 814.7469 | , ot ses
179.0527 ‘ 646.6414 E815.7486 ) : :
ol ‘7 L " ‘l il “L ivaiionvn 111 M N \‘ QL7480 9%08685 11578694 2
100 200 300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200



Lampiran 20. Dokumentasi Pembuatan Ekstrak Sargassum sp.

=aw /7

Pencucian

Proses Dekoksi

Penimbangan
Sargassum sp
sebanyak 200 g

i |

‘1

Penyaringan

o

AL

Ekstrak Safgassum
sp.
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Lampiran 21. Dokumentasi Pembuatan Ekstrak Kayu Manis

Pencucian

Pemotongan

1

Proses Dekoksi

Penimbangan kayu
manis sebanyak 200 g

Penyaringan

Ekstrak kayu manis

134
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Lampiran 22. Dokumentasi Pembuatan Ekstrak Jahe Emprit

Pencucian

1

Proses Dekoksi Penimbangan jahe
emprit sebanyak 200 g

Penyaringan Ekstrak jahe emprit




Lampiran 23. Dokumentasi Pengujian pH

Persiapan Minuman
Fungsional

Pembacaan nilai pH

136

Pencucian Elektroda

Pencelupan elektroda
ke dalam masing-
masing formula




Lampiran 24. Dokumentasi Pembuatan Larutan Asam Galat

Penimbangan asam
galat sebanyak 20

Ditambah eténol
96% hingga 10 mL

Diambil 200 pL
masukkan dalam
tabuna reaksi

=

Dibaca nilai
absorbansi

Dilarutkan dalam
etanol PA 96%

i ‘Il iro A~

T
!

Dimasukkan dalam
tabung reaksi

Ditambah 1,5 mL
folin ciocalteu 10%

Ditambah 1,5 mL
Na,CO3 5%

137
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Lampiran 25. Dokumentasi Pengujian Total Polifenol

% ww‘

e'®

Y -
ﬁ" ,ﬁ.‘ i ) ,"‘ii E/
Siapkan minuman o

fungsional Ambil 1 mL dan
encerkan dalam 1
mL akuades

Dimasukkan dalam Diambil 200 pL
tabung reaksi

Ditambah 1 mL folin Inkubasi 4-8 menit
ciocalteu 10% suhu kamar

!



! 'ufrV /

.

k!'*‘! ;"J"hln;" ¥y
wreppr V1V

Diinkubasi selama
30 menit

|

Ditambah 1,5 mL
Na2C03 5%

Diukur nilai
absorbansi

139



Lampiran 26. Dokumentasi Pengujian a-Glukosidase

Persiapan minuman
fungsional

140

Ambil 30 pL dan
masukkan dalam plate
reader

Ditambé dapar fosfat
ph 6,8 sebanyak 36 puL

Ditambah DMSO 2%
sebanyak 30 pL

Ditambah substrat
PNPG sebanyak 17 pL

Diinkubasi suhu 37°C
selama 5 menit

|



Diinkubasi suhu 37°C
selama 15 menit

Penambahan enzim a-
glukosidase 17 pL
pada B1 dan S1

Ditambah Natrium
Karbonat sebanyak
100 pL

Pengukuran nilai
absorbansi dengan
microplate reader

141



Lampiran 27. Hasil Uji Fitokimia

www.uin-malang.ac.id Email: info

KEMENTERIAN AGAMA

JURUSAN KIMIA

LABORATCORIUM KIMIA
Gedung Sains dan Teknologi UIN Malang Lt.2 JI. Gajayana 50 Malang Telp./Fax +62341558933

g.ac.id, ki

UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI

in-malang.ac.id

Nama konsumen
Instansi Asal/Jurusan
Nama sampel

Jumiah sampel

Jenis Uji

Tgl Penyerahan sampel
Tanggal pengujian

LAPORAN HASIL PENGUJIAN

: Ratna Aprilia Silvi Rahayu
: Universitas Brawijaya
: Minuman Fungsional

: 5 (Lima)
: Fitokimia

: 18 Maret 2019
: 22 Maret 2019

Sampel tersebut di atas telah dilakukan penguijian kandungan Fitokimia dilaboratorium Jurusan
Kimia UIN Maliki Malang dengan hasil sebagai berikut:

Nama Senyawa
No. | Nama Sampel
Flavonoid [ Tanin | Saponin | Fenol | Alkaloid | Terpenoid | Steroid

1P WFF 1 + # g + » - -
2. | FF2 + + + + + & =

3. |FF3 - + & & J - -

4. |FF4 + oo |1+ + 5z 7 “
5. ]FF5 N + + + 3 e t

Demikian laporan hasil pengujian ini dikeluarkan untuk diketahui dan di gunakan seperlunya,
atas perhatian dan kepercayaanya diucapkan terima kasih.

Spiritual,

Akhlag,

limu dan
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Lampiran 28. Dokumentasi Hasil Uji Fitokimia

a. Warna Sampel

b.  Warna Hasil Uji Flavonoid

C.

d.  Warna Hasil Uji Saponin

143
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e. Hasil Uji Fenol

f. Warna Hasil Uji Alkaloid

e

g. Warna Hasil Uji Terpenoid/Steroid




