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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1. Kesimpulan 

1. Cara preparasi minuman coklat berpengaruh nyata terhadap kadar 

total fenol minuman coklat tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap 

kadar total flavonoid dan kemampuan antioksidan dalam kakao yang 

diukur dengan metode Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). 

2. Cara preparasi minuman kakao dengan cara menambahkan air 

mendidih (±98°C) menghasilkan minuman coklat dengan kadar total 

fenol tertinggi, sehingga cara preparasi ini dianggap paling baik, 

walaupun dengan cara preparasi lain tetap tidak mempengaruhi 

kemampuan antioksidan dari minuman coklat.  

 

6.2. Saran 

Perlu dilakukan penelitian tentang kadar (+)-epikatekin dan (-)-

epikatekin mengingat dalam proses pembuatan bubuk coklat terjadi 

epimerisasi dan memungkinkan adanya perbedaan kemampuan antioksidan. 
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Lampiran 1.  Analisa Kadar Lemak Bubuk Coklat dengan Metode 

Soxhlet 

Prinsip: 

Prinsip ekstraksi lemak dan minyak dengan ekstraksi Soxhlet 

adalah dengan melarutkan lemak/minyak dari bahan pangan yang diekstrak 

dengan menggunakan pelarut organik sehingga diperoleh campuran 

lemak/minyak bersama dengan pelarutnya. Setelah ekstraksi selesai, labu 

dipisahkan dari tabung Soxhlet, dan kemudian pelarut yang digunakan 

dipisahkan dari lemak/minyak dengan cara diuapkan, sehingga diperoleh 

sejumlah lemak/minyak yang dapat ditentukan beratnya (Pomeranz dan 

Meloan, 1971). 

1. Menimbang ± 2 gram bubuk coklat. 

2. Membungkus sampel dengan kertas saring lalu memasukkan dalam 

tabung Soxhlet. 

3. Mengalirkan air pendingin melalui kondensor. 

4. Memasang tabung dan labu Soxhlet pada alat destilasi dan 

menambahkan 60 mL pelarut n-heksana. 

5. Melakukan ekstraksi selama 4 jam pada suhu 80°C. 

6. Memisahkan tabung Soxhlet dan labu Soxhlet yang berisi campuran 

pelarut dan minyak hasil ekstraksi. 

7. Menguapkan pelarut dengan oven sampai agak pekat. 

8. Mengeringkan dalam oven suhu 100°C selama 1 jam. 

9. Mendinginkan dalam eksikator selama 10 menit. 

10. Menimbang labu Soxhlet. 

11. Mengulangi pengeringan dalam oven sampai berat labu konstan (selisih 

2 kali penimbangan berturut-turut   0,2 mg). 

12. Menentukan kadar lemak dengan perhitungan sebagai berikut: 

                  
(                 )                   
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Lampiran 2.  Analisa Kadar Total Fenol dengan Metode Kolorimetri 

Folin-Ciocalteau (Lee et al., 2003) 

Prinsip: 

Prinsip analisa kadar total fenol dengan metode kolorimetri Folin-

Ciocalteau (FC) berdasarkan reaksi reduksi reagen yang merupakan 

campuran dari tungsten dan molibdenum oksida oleh senyawa fenolik. 

Hasilnya berupa metal oksida yang memiliki warna biru dan memiliki 

absorbansi maksimum pada 765 nm. Intensitas absorpsi gelombang adalah 

berbanding lurus dengan konsentrasi fenol (Waterhouse, 2002).  

2.1. Pembuatan Kurva Standar Asam Galat 

1. 0,0250 gram asam galat ditimbang secara analitis dalam kertas 

timbang dan dimasukkan dalam beaker glass 100 mL. 

2. Ditambahkan etanol p.a sebanyak 0,2 mL dan ditempatkan dengan 

akuabides pada labu takar 100 mL (larutan asam galat 250 ppm). 

Kemudian dilakukan homogenisasi dengan pengocokan. Larutan ini 

selanjutnya disebut sebagai Larutan Induk Asam Galat. 

3. Larutan Induk Asam Galat dipipet sebanyak 0,4 mL secara analitis, 

kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL yang sudah 

dibungkus dengan karbon, lalu ditambahkan 0,4 mL Folin-ciocalteu 

dikocok dan diinkubasi selama  5 menit pada suhu ruang. Selanjutnya 

ditambahkan 4 mL 7% Na2CO3, dikocok dan ditambahkan akuabides 

hingga 10 mL lalu diinkubasi selama 90 menit pada suhu 23°C. 

4. Pengukuran panjang gelombang maksimum dari larutan yang 

diperoleh dari poin c dilakukan denga spektrofotometer UV-VIS 

double beam pada kisaran panjang gelombang 750-800 nm. Panjang 

gelombang yang menghasilkan absorbansi paling tinggi merupakan 

panjang gelombang maksimum (λmax). 
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5. Dibuat Larutan Asam Galat Standar dengan berbagai konsentrasi 0; 

50; 100; 150; 200; 250 ppm dengan mengambil masing-masing 

Larutan Induk Asam Galat sebanyak 0; 2; 4; 6; 48; 10 mL secara 

analitis kemudian dimasukkan ke dalam labu takar ukuran 10 mL 

kemudian ditempatkan hingga 10 mL dengan akuabides 

6. Larutan Asam Galat Standar dengan berbagai konsentrasi kemudian 

dipipet 0,4 mL secara analitis kemudian dimasukkan dalam labu takar 

10 mL yang sudah dibungkus karbon, lalu ditambahkan 0,4 mL Folin-

ciocalteu dikocok dan diinkubasi selama  5 menit pada suhu ruang. 

Selanjutnya ditambahkan 4 mL 7% Na2CO3, dikocok dan ditambahkan 

akuabides hingga 10 mL lalu diinkubasi selama 90 menit pada suhu 

23°C dalam waterbath (masing-masing konsentrasi larutan asam galat 

standar dibuat saat akan dilakukan pengukuran absorbansinya). 

7. Pengukuran absorbansi larutan asam galat standar dilakukan pada λmax 

dengan spektrofotometer UV-VIS double beam. 

8. Pembuatan kurva standar antara absorbansi (sebagai sumbu y) dan 

konsentrasi (sebagai sumbu x) dengan satuan ppm. Dihitung 

persamaan kurva regresi linier dan dihasilkan persamaan: 

Y = ax + b 

2.2. Pengukuran Kadar Total Fenol dengan Metode Kolorimetri Folin-

Ciocalteau (Lee et al., 2003) 

Pengukuran kadar total fenol dilakukan berdasarkan metode yang 

diterapkan oleh Lee et al. (2003) dengan tahapan sebagai berikut: 

1. 0,4 mL sampel atau larutan standar asam galat ditambahkan pada 

10 mL tabung volumetrik yang mengandung 3,6 mL akuabides. 

2. Disiapkan blanko, yaitu akuabides. 

3. 0,4 mL reagen Folin-Ciocalteu ditambahkan pada campuran dan 

kemudian dikocok. 
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4. Setelah 5 menit, 4 mL 7% Na2CO3 dicampurkan. 

5. Larutan kemudian dilarutkan hingga 10 mL akuabides. 

6. Dilakukan inkubasi selama 90 menit pada suhu 23°C. 

7. Dilakukan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer 

pada max. 

8. Pembuatan kurva standar antara absorbansi sebagai (sumbu y) dan 

konsentrasi (sebagai sumbu x). Persamaan regresi secara linier 

adalah sebagai berikut: 

y = ax +b 

9. Kadar total fenol didefinisikan sebagai milligrams per serving of 

gallic acid equivalents (GAE). 
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Lampiran 3.  Analisa Kadar Total Flavonoid berdasarkan Aluminium 

Klorida Kolorimetri (Zhishen et al., 1999 dalam  

 Lee et al.,2003) 

Prinsip: 

Prinsip analisa kadar total flavonoid berdasarkan aluminium 

klorida kolorimetri adalah aluminium klorida akan membentuk asam 

kompleks yang stabil dengan kelompok keto C-4 , C-3 atau dengan 

kelompok hidroksil C-5 dari flavon dan flavonol.  Aluminium klorida akan 

membentuk asam kompleks yang labil dengan kelompok orto-dihidroksil 

dalam cincin A- atau B- pada flavonoid (Mabry et al., 1970 dalam Chang et 

al, 2002). 

3.1. Pembuatan Kurva Standar (+)-katekin 

1. 0,0250 gram (+)-katekin ditimbang secara analitis dalam kertas 

timbang dan dimasukkan dalam beaker glass 100 mL.  

2. Ditempatkan dengan akuabides pada labu takar 100 mL (larutan (+)-

katekin 250 ppm). Kemudian dilakukan homogenisasi dengan 

pengocokan. Larutan ini selanjutnya disebut sebagai Larutan Induk 

(+)-katekin. 

3. Larutan Induk (+)-katekin dipipet sebanyak 1 mL secara analitis, 

kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL yang telah berisi 4 

mL akuabides lalu ditambahkan 0,3 mL 5% NaNO2 (b/v), dikocok dan 

diinkubasi selama  5 menit pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 

0,3 mL AlCl3 10%(b/v), dikocok dan 1 menit kemudian ditambahkan 2 

mL NaOH 1 M. Kemudian ditempatkan dengan akuabides hingga 10 

mL lalu dikocok. 

4. Pengukuran panjang gelombang maksimum dari larutan yang diperoleh 

dari poin c dilakukan denga spektrofotometer UV-VIS double beam 

pada kisaran panjang gelombang 490-600 nm. Panjang gelombang 
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yang menghasilkan absorbansi paling tinggi merupakan panjang 

gelombang maksimum (λmax). 

5. Dibuat Larutan (+)-katekin Standar dengan berbagai konsentrasi 0; 

50; 100; 150; 200; 250 ppm dengan mengambil masing-masing 

Larutan Induk (+)-katekin sebanyak 0; 2; 4; 6; 8; 10 m: secara 

analitis kemudian dimasukkan ke dalam labu takar ukuran 10 mL 

kemudian ditempatkan dengan akuabides hingga 10 mL 

6. 1 mL larutan (+)-katekin standar dipipet secara analitis, kemudian 

dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL yang telah berisi 4 mL 

akuabides lalu ditambahkan 0,3 mL 5% NaNO2 (b/v), dikocok dan 

diinkubasi selama  5 menit pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 

0,3 mL AlCl3 10%(b/v), dikocok dan 1 menit kemudian ditambahkan 2 

mL NaOH 1 M. Kemudian ditempatkan dengan akuabides hingga 10 

mL lalu dikocok. 

7. Pengukuran absorbansi larutan (+)-katekin standar dilakukan pada λmax 

dengan spektrofotometer UV-VIS double beam. 

8. Pembuatan kurva standar antara absorbansi (sebagai sumbu y) dan 

konsentrasi (sebagai sumbu x) dengan satuan ppm. Dihitung persamaan 

kurva regresi linier dan dihasilkan persamaan: 

Y = ax + b 

3.2. Pembuatan Kurva Standar (-)-epikatekin 

1. Melarutkan 0,0010 g (-)-epikatekin dalam 2 mL akuabides. 

2. Mengambil  1 mL larutan standar (-)-epikatekin dan ditempatkan 

dengan akuabides pada labu takar 10 mL (larutan (-)-epikatekin 50 

ppm). Kemudian dilakukan homogenisasi dengan pengocokan. Larutan 

ini selanjutnya disebut sebagai Larutan Induk (-)-epikatekin. 

3. Larutan Induk (-)-epikatekin dipipet sebanyak 1 mL secara analitis, 

kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL yang telah berisi 4 
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mL akuabides lalu ditambahkan 0,3 mL 5% NaNO2 (b/v), dikocok dan 

diinkubasi selama  5 menit pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 

0,3 mL AlCl3 10%(b/v), dikocok dan 1 menit kemudian ditambahkan 2 

mL NaOH 1 M. Kemudian ditempatkan dengan akuabides hingga 10 

mL lalu dikocok. 

4. Pengukuran panjang gelombang maksimum dari larutan yang diperoleh 

dari poin c dilakukan denga spektrofotometer UV-VIS double beam 

pada kisaran panjang gelombang 490-520 nm. Panjang gelombang 

yang menghasilkan absorbansi paling tinggi merupakan panjang 

gelombang maksimum (λmax). 

5. Dibuat Larutan (-)-epikatekin Standar dengan berbagai konsentrasi 

0; 10; 20; 30; 40; 50 ppm dengan mengambil dari Larutan Induk (-)-

epikatekin.  

6. 1 mL larutan (-)-epikatekin standar dipipet secara analitis, kemudian 

dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL yang telah berisi 4 mL 

akuabides lalu ditambahkan 0,3 mL 5% NaNO2 (b/v), dikocok dan 

diinkubasi selama  5 menit pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 

0,3 mL AlCl3 10%(b/v), dikocok dan 1 menit kemudian ditambahkan 2 

mL NaOH 1 M. Kemudian ditempatkan dengan akuabides hingga 10 

mL lalu dikocok. 

7. Pengukuran absorbansi larutan (-)-epikatekin standar dilakukan pada 

λmax dengan spektrofotometer UV-VIS double beam. 

8. Pembuatan kurva standar antara absorbansi (sebagai sumbu y) dan 

konsentrasi (sebagai sumbu x) dengan satuan ppm. Dihitung persamaan 

kurva regresi linier dan dihasilkan persamaan: 

Y = ax + b 
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3.3. Pengukuran Kadar Total Flavonoid berdasarkan Aluminium 

Klorida Kolorimetri (Zhishen et al., 1999 dalam Lee et al.,2003) 

Menurut Zhishen et al.(1999) dalam Lee et al. (2003), pengukuran 

konsentrasi total flavonoid dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: 

1. 1 mL sampel atau larutan standar dimasukkan ke dalam tabung 

volumetrik 10 mL yang di dalamnya terdapat 4 mL akuabides. 

2. Pada menit 0, ditambahkan 0,3 mL 5% NaNO2. 

3. Pada menit kelima, ditambahkan 0,3 mL AlCl3. 

4. Pada menit keenam, ditambahkan 2 mL NaOH 1M. 

5. Tiap tabung ditambah akuabides hingga 10 mL dan dikocok. 

6. Absorbansi pembentukan warna merah muda diukur pada  510 nm 

relatif dengan blanko yang telah dipersiapkan. 

7. Pembuatan kurva standar antara absorbansi sebagai (sumbu y) dan 

konsentrasi (sebagai sumbu x). Persamaan regresi secara linier adalah 

sebagai berikut: 

y = ax +b 

8. Kadar total flavonoid sampel didefinisikan sebagai milligrams per 

serving of catechin equivalents (CE) atau milligrams per serving of 

epicatechin equivalents (ECE) . 
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Lampiran 4.  Analisa Aktivitas Antioksidan dengan Spektrofotometri 

Metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

menurut Benzie dan Strain (1996) 

Prinsip: 

Uji FRAP menentukan total kapasitas antioksidan dengan 

memanfaatkan antioksidan dalam kolorimetri berbasis reaksi redoks. Prinsip 

uji ini adalah reduksi dari senyawa kompleks Ferric Tripyridyl Triazine (Fe 

III TPTZ) menjadi bentuk ferro yang berwarna biru. Warna ini dapat diukur 

pada spektrum absorpsi 593 nm.  

4.1. Pembuatan Kurva Standar FeSO4.6 H2O 

1. 0,0278 gram FeSO4.6 H2O ditimbang secara analitis dalam kertas 

timbang dan dimasukkan dalam beaker glass 100 mL.  

2. Ditempatkan dengan akuabides pada labu takar 100 mL (larutan 

FeSO4.6 H2O 1 mM). Kemudian dilakukan homogenisasi dengan 

pengocokan. Larutan ini selanjutnya disebut sebagai Larutan Induk 

FeSO4.6 H2O. 

3. Dibuat Larutan FeSO4.6 H2O Standar dengan berbagai konsentrasi 

0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mM dengan mengambil masing-masing 

Larutan Induk FeSO4.6 H2O sebanyak 1; 2; 4; 6; 8; 10 mL secara 

analitis kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian 

ditempatkan dengan akuabides hingga 10 mL 

4. Pengambilan sampel/blanko sebanyak 100 µL kemudian dicampurkan 

dengan 3 ml reagen FRAP  

5. Inkubasi sampel pada 37°C dalam waterbath  

6. Pengukuran absorbansi setelah 4 menit. 

7. Pembuatan kurva standar antara absorbansi (sebagai sumbu y) dan 

konsentrasi (sebagai sumbu x) dengan satuan mM. Dihitung persamaan 

kurva regresi linier dan dihasilkan persamaan: 

Y = ax + b 
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4.2. Pembuatan Larutan α-tokoferol dan Pengukuran Aktivitas 

Antioksidannya 

1. Menimbang 0,0125 g -tokoferol secara analitis lalu menambahkan 2,5 

mL methanol p.a dan ditempatkan hingga 25 mL dengan akuabides pada 

labu takar ukuran 25 mL (diperoleh kadar larutan standar  -tokoferol 

500 ppm) 

2. Membuat larutan standar vitamin E dengan konsentrasi 200 ppm dengan 

cara mengambil 4 mL larutan standar -tokoferol 500 ppm dan 

menempatkannya dalam labu takar 10 mL dengan akuabides. 

3. Pengambilan larutan standar -tokoferol 200 ppm sebanyak 100 µL 

kemudian dicampurkan dengan 3 ml reagen FRAP  

4. Inkubasi sampel pada 37°C dalam waterbath  

5. Pengukuran absorbansi setelah 4 menit.  

6. Aktivitas antioksidan didefinisikan sebagai nilai FRAP (mM Fe(II)/L) 

4.3. Analisa Aktivitas Antioksidan dengan Spektrofotometri Metode 

FRAP 

Menurut Benzie dan Strain (1996), analisa aktivitas antioksidan 

dengan spektrofotometri metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant 

Power) dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: 

1. Pembuatan reagen FRAP dengan cara mencampurkan buffer asetat 300 

mM (pH 3,6), TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s- triazine) 10 mM dalam 40mM 

HCl dan FeCl3. 6H2O 20 mM dengan perbandingan 10:1:1 

2. Pengambilan sampel/blanko sebanyak 100 µL kemudian dicampurkan 

dengan 3 ml reagen FRAP  

3. Inkubasi sampel pada 37°C dalam waterbath  

4. Pengukuran absorbansi setelah 4 menit.  

5. Aktivitas antioksidan sampel didefinisikan sebagai nilai FRAP (mM 

Fe(II)/L) 
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Lampiran 5. Data Kadar Lemak Bubuk Coklat 

 

Sampel 

Berat 

Labu 

Konstan 

(g) 

Berat 

Sampel 

(g) 

Berat 

Labu + 

Sampel 

(g) 

Berat 

Sampel 

Akhir 

(g) 

Kadar 

Lemak 

Sampel 

(%) 

Rata-

rata 

Kadar 

Lemak 

Sampel 

(%) 

BC 1 35,8542 2,0022 36,4085 0,5543 27,68 

26,67 BC 2 30,9297 2,0026 31,4944 0,5647 28,20 

BC 3 38,1181 2,0001 38,6006 0,4825 24,12 

Contoh perhitungan kadar lemak sampel BC 1: 

            ( )  
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y = 0.0045x + 0.0158 

R² = 0.9978 
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Konsentrasi Asam Galat (ppm) 

Lampiran 6.  Data Kadar Total Fenol dan Total Flavonoid Minuman 

Coklat 

 

Gambar 6.1 Kurva Standar Asam Galat 

 

6.1. Kadar Total Fenol Minuman Coklat 

Ulangan 
Kadar Total Fenol (mg GAE/g bubuk coklat) 

Bubuk Coklat P1 P2 P3 P4 

1 430.0 430.0 702.2 557.8 513.3 

2 413.3 374.4 730.0 652.2 552.2 

Rata-rata 421.7 402.2 716.1 605.0 532.8 

SD 11.8 39.3 19.6 66.8 27.5 

 

ANAVA Kadar Total Fenol Minuman Coklat 

SV db JK KT Fhitung F tabel 

Cara 

preparasi 
3 103931.327 34643.775 19.395 6.591 

Galat 

kelompok 
4 7145.062 1786.265 

  

Total 7 111076.389 
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y = 0.0031x - 0.0012 

R² = 0.9991 
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Kesimpulan: 

Pengaruh Cara Preparasi Minuman Coklat 

F hi ung > F   b    α        ada pengaruh perbedaan cara preparasi 

minuman coklat terhadap kadar total fenol minuman coklat. 

 

Uji DMRT 

Perlakuan 
N 

P  b    n p    α = 0.05 
Notasi 

1 2 3 

P1 2 67037.037     a 

P4 2   88796.297     b 

P3 2   100833.334 100833.334   bc 

P2 2     119351.852     c 

Sig. 
 

1.000 0.163 0.058  

 

6.2. Kadar Total Flavonoid (dihitung sebagai (+)-katekin) 

 

 

Gambar 6.2 Kurva Standar (+)-katekin 
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Ulangan 
Kadar Total Flavonoid (mg CE/g bubuk coklat) 

Bubuk Coklat P1 P2 P3 P4 

1 294.8 156.1 259.4 259.4 200.0 

2 211.0 220.6 272.3 291.1 194.8 

Rata-rata 252.9 188.4 265.8 288.4 256.1 

SD 59.3 45.6 9.1 22.5 3.6 

 

ANAVA Kadar Total Flavonoid ((+)-Catechin Equivalent) Minuman 

Coklat 

SV JK db KT F hitung F tabel 

Cara preparasi 12219.069 3 4073.023 6.0747 6.591 

Galat kelompok 2681.958 4 670.490 

  
Total 14901.028 7       

Kesimpulan: 

F hi ung < F   b    α        tidak ada pengaruh perbedaan cara preparasi 

minuman coklat terhadap kadar total flavonoid ((+)-Catechin Equivalent) 

minuman coklat. 
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y = 0.003x + 0.013 

R² = 0.9712 
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Konsentrasi (-)-epikatekin (ppm) 

6.3. Kadar Total Flavonoid (dihitung sebagai (-)-epikatekin) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6.3 Kurva Standar (-)-epikatekin 

 

Ulangan 
Kadar Total Flavonoid (mg ECE/g bubuk coklat) 

Bubuk Coklat P1 P2 P3 P4 

1 240,0 360,0 433.3 473.3 383.3 
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y = 0.0533x + 0.001 

R² = 0.9368 
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Lampiran 7.  Data Aktivitas Antioksidan (Metode FRAP) 

 

Gambar 7.1 Kurva Standar FeSO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ulangan 
Nilai FRAP (mM Fe(II)/L) 

Bubuk Coklat P1 P2 P3 P4 

1 194.2 176.0 210.1 175.8 194.9 

2 90.2 96.4 126.8 123.5 83.7 

Rata2 142.2 136.2 168.5 149.7 139.3 

SD 73.5 56.3 58.9 37.0 78.6 
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ANAVA Aktivitas Antioksidan Minuman Coklat diukur dengan metode 

FRAP 

SV JK db KT F hitung F tabel 

Cara preparasi 1270.43 3 423.477 0.119 6.591 

Galat kelompok 14187.89 4 3546.972 

  
Total 15458.32 7       

Kesimpulan: 

F hi ung < F   b    α        tidak ada pengaruh perbedaan cara preparasi 

minuman coklat terhadap aktivitas antioksidan dalam mereduksi senyawa 

Fe III TPTZ menjadi bentuk Ferro 
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