LAMPIRAN

Lampiran 1. Prosedur Analisa
A. Pengujian Total Fenol

. Persiapan

a)

1.

b)

Pembuatan standar asam galat 5000 ppm (5000 mg/L)

Pelarutan 50 mg asam galat dalam 1 mL etanol, lalu encerkan hingga
10 mL dengan air

Pengenceran kurva standar sehingga konsentrasi akhir: 0, 100, 200,
300, 400, 500 mg/L

Pembuatan Na_CO; 20%

Pelarutan 200 g natrium karbonat anhidrat dalam 800 mL air
Pemanasan hingga larut sempurna

Larutan didinginkan selama 24 jam, saring dan ditambahkan air hingga
volume akhir 1 L

II. Analisis

© N o ok~ w N~

Penyiapan water bath pada suhu 40 °C

Pipet 20 uL sampel atau standar asam galat ke dalam microtube
Penambahan 1,58 mL air ke setiap microtube

Penambahan 100 uL reagen Folin—Ciocalteu, lalu homogenkan
Inkubasi selama 5 menit

Penambakan 300 pL larutan Na,CO; 20%, lalu homogenkan

Inkubasi pada suhu 40 °C selama 30 menit

Pembacaan absorbansi pada 765 nm menggunakan spektrofotometer
UV-Vis

B. Pengujian Total Flavonoid

l. Persiapan

a)
1.
2,

Penyiapan standar rutin 1000 ppm (1000 mg/L)

Pelarutan 10 mg rutin dalam etanol 80% sampai volume akhir 10 mL
Pengenceran kurva standar sehingga konsentrasi akhir 0, 40, 80, 120,
160, 200 mg/L
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b) Menyiapkan larutan AICI3 2%

1. Pelarutan 2 g AIClz dalam ethanol 100% sampai volume akhir 100 mL

2. Pengadukan menggunakan magnetic stirrer sampai larut sempurna
Il. Analisis

1. Pemipetan 0,5 mL ekstrak yang telah diencerkan (20x%)

2. Pencampuran dengan 0,5 mL larutan AICIl; 2% dalam ethanol
3. Inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang
4

Pengukuran absorbansi pada Panjang gelombang 430 nm

C. Pengujian Aktivitas Antioksidan: DPPH
l. Persiapan
a) Penyiapan standar Trolox 1000 uM
1. Pelarutan 0,00625 g Trolox dalam 25 mL ethanol
2. Pengenceran kurva standar sehingga konsentrasi akhir: 0, 50, 100,
150, 200, 250 M
b) Penyiapan DPPH 25 ppm
1. Pelarutan 0,005 g DPPH dalam 200 mL ethanol
2. Pengecekan absorbansi DPPH harus berada di sekitar 1,1
Il. Analisis
1. Pemipetan 0,2 mL sampel atau standar ke dalam microtube
2. Penambahan 2 mL larutan DPPH
3. Inkubasi selama 30 menit dalam kondisi gelap
4

Pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 515 nm

D. Pengujian Aktivitas Antioksidan: FRAP
. Persiapan
a) Penyiapan standar Trolox 1000 pM
Pelarutan 0,00625 g Trolox dalam 25 mL ethanol
2. Pengenceran kurva standar sehingga konsentrasi akhir: 0, 50, 100,
150, 200, 250 M
b) Penyiapan HCI 0,04 M (40 mmol/L)
Pemipetan 0,337 mL HCI 37%

2. Penambahan aquades hingga volume 100 mL
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c) Penyiapan larutan TPTZ 10 mM dalam HCI 0,04 M
Penimbangan 0,155 g TPTZ

2. Pelarutan dengan HCI 0,04 M hingga volume 50 mL

d) Penyiapan FeCl; 20 mM
Penimbangan 0,27 g FeCl;

2. Penambahan aquades hingga volume akhir 50 mL

e) Penyiapan buffer asetat pH 3,6 (300 mM)
Pelarutan 1,5 g natrium asetat dalam 30 mL aquades

2. Penambahan 8 mL asam asetat glasial dan pengenceran hingga 500
mL dengan aquades
Penambahan larutan natrium asetat
Periksa pH hingga 3,6

f) Penyiapan reagen FRAP

1. Pencampuran 25 mL buffer asetat + 2,5 mL FeCl; + 2,5 mL TPTZ
(rasio 10:1:1).

2. Hangatkan pada 37 °C sebelum digunakan

Il. Analisis

1. Pemipetan 0,15 mL sampel atau standar ke dalam tabung reaksi

2. Penambahan 2,85 mL larutan FRAP

3. Inkubasi selama 30 menit dalam kondisi gelap

4

Pengukuran absorbansi pada 593 nm

E. Pengujian ABTS
l. Persiapan
a) Larutan stok ABTS (7 mM)
1. Penimbangan 38,4 mg ABTS
2. Pelarutan dilakukan hingga volume 10 mL menggunakan aquades
b) Larutan stok K,S,0g (2,45 mM)
1. Penimbangan 66,2 mg K,S,0g
2. Pelarutan dilakukan hingga volume 100 mL menggunakan aquades
c) Penyiapan reagen
1. Pencampuran larutan ABTS 7 mM dan K,S,05 2,45 mM dilakukan

dalam volume yang sama (missal: 10 mL + 10 mL)
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2. Reagn diinkubasi dilakukan selama 12—-16 jam dalam kondisi gelap

pada suhu ruang

3. Sebelum digunakan, absorbansi ABTS diukur dan nilainya A;3,=
0,7+£0,02

Il. Analisis

1. Pencampuran 1,0 mL larutan ABTS dengan 100 pyL sampel atau standar

2. Penginkubasian dilakukan selama 6 menit dalam kondisi gelap pada

suhu ruang

3. Pengukuran absorbansi dilakukan pada 734 nm

F. Bioaccessability

. Persiapan

a) Penyiapan sampel

1. Pencampuran 300 mg film dalam 30 mL aquades

b) Penyiapan larutan elektrolit

1. Pelarutan 37,3 g KCl dalam 1 L aquades

2. Pelarutan 68 g KH2PO4dalam 1 L aquades

3. Pelarutan 84 g NaHCO3s dalam 1 L aquades

4. Pelarutan 30,5 g MgCl2(H20)s dalam 1 L aquades

5. Pelarutan 48 g (NH4)2.CO; dalam 1 L aquades

6. Pelarutan 44,1 g CaClx(H20), dalam 1 L aquades

Il. Analisa

a) Fase Oral

1. Pencampuran 30 mL sampel dengan 30 mL simulated salivary fluid
(SSF)

2. Penambahan enzim a-amilase saliva dilakukan hingga konsentrasi
akhir 75 U/mL dalam campuran

3. Pengadukan dilakukan menggunakan magnetic stirrer dengan
kecepatan 120 rpm

4. Pengambilan sampel dilakukan selama 5 menit dimana setiap 1

menit diambil 4,5 mL aliquot
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G. WVTR

Pengeringan silica gel di dalam oven pada suhu 120°C selama 24 jam.
Pendinginan silica gel di desikator

Pengisian cawan dengan 100 g silica gel kering

Peletakan edible film di atas mulut (permukaan) cawan

Edible film direkatkan pada cawan menggunakan parafilm hingga rapat

o~ w N =

Cawan yang telah ditutup dengan edible film dimasukkan ke desikator
yang berisi MgNO3 jenuh
Penimbangan berat cawan setiap 24 jam selama 9 hari

Perhitungan WVTR dilakukan dengan rumus:

WVTR = 222
A

Lampiran 2. Nilai dan Tabel Analisa Total Fenol Ekstrak Limbah Ampas Jamu
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Analysis of Varance
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Lampiran 3. Nilai dan Tabel Analisa Total Flavonoid Ekstrak Limbah Ampas Jamu
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A pabysin of Variance
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Lampiran 4. Nilai dan Tabel Analisa AAl Ekstrak Limbah Ampas Jamu
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Lampiran 5. Optimasi respon RSM
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Tests of Mermalicy
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Lampiran 7. Uji Normalitas, Uji ANOVA, dan Uji Lanjut WVP
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Lampiran 8. Uji Normalitas, Uji ANOVA, dan Uji Lanjut Total
Bioaccessibility

Tests of Mermality
Falmagarav-Smimoy? Shapiro-Valk
sampel  Siadsti i gin Tatisde it 2
Biemcrenpibiiy 1,00 e 3 ; 4494 £ R EL
2,00 T 3 A2 ) Al
300 e 3 a7 T

4. Liefars Sgniicarca Comacnan

AMNOVA
Bloaccezsikility
Burm of
Zquares o Waan Squans F 2.
Batweer Graups 3578 Z 1.785 G444 32
RO AN i =2 s | i =
Tirdal B163 &
_ Bicaccessibility
| Tuikay HED"
Subhzatiorapha=0.00
Barnpsl H | -
5% 3 00As5ER
Ganlral 4 101 &7 101.E3AT0S
0.5% 3 102632157
iy 270 230
Waans 1or graups In homagansols subsels ars
displapsd
a. Usias Harvicnic Maan Esmnmpls Ske =
el

119

Flavonoid



Lampiran 9. Uji Normalitas, Uji ANOVA, dan Uji Lanjut Total Fenol Bioaccessibility
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Lampiran 10. Uji Normalitas, Uji ANOVA, dan Uji Lanjut FRAP Bioaccessibility
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FRAP
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4,000,

Pengumpulan jamu

Lampiran 11. Proses Penelitian

Pengeringan limbah
ampas jamu

Maserasi

Hasil maserasi limbah
ampas jamu

Penguapan solvent
menggunakan rotary
evaporator

'

Hasil ekstrak limbah
ampas jamu

Pengujian TPC ekstrak
limbah ampas jamu

Pengujian FRAP
ekstrak limbah ampas
jamu

Pengujian TFC ekstrak
limbah ampas jamu
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limbah ampas jamu

Edible Film Control

Pengujian WVTR dan
WVP Edible Film

Pengujian DPPH ekstrak

8

Hidrolisis konjac
glucomannan

Edible Film 0,25%

Penguijian
Bioaccessibility Edible
Film

Pengeringan edible film

Edible Film 0,5%

Pengujian
Bioaccessibility Edible
Film
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