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ABSTRACT

Tea is the most popular beverage product in the world. This high tea consumption trend has encouraged the
development of herbal teas by adding other herbal ingredients to enhance the functional components and sensory
properties of the resulting tea. Herbal tea is a beverage made from ingredients other than tea leaves, such as
flowers, seeds, or roots from various other plants. One such addition is by adding black tea with lime peel and
lemongrass. This study aims to determine the optimal formulation of the composition of black tea, lime peel, and
lemongrass for antioxidant components. This study used a mixture design experiment design utilizing Design
Expert 10 software optimal (custom) design methods. The parameters tested were total phenols, total flavonoids,
and antioxidant activity. The results showed that the optimal formulation for producing herbal tea consisted of
75.575% black tea, 16.1% kaffir lime peel, and 8.325% lemongrass, which yielded the most optimal responses:
total phenol content of 72.72±0.27 mg GAE/g, total flavonoid content of 40.27±1.44 mg QE/g, and DPPH
antioxidant activity of 270.25±1.44 mg TE/g. Therefore, this research is expected to provide an alternative
approach for functional herbal tea development.
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ABSTRAK

Teh merupakan produk minuman yang paling populer di dunia. Tren konsumsi teh yang tinggi
ini mendorong dikembangkannya teh herbal dengan menambahkan bahan herbal lain untuk
meningkatkan komponen fungsional serta sifat sensoris teh yang dihasilkan. Teh herbal merupakan
minuman yang dibuat dari bahan-bahan selain daun teh, seperti bunga, biji, atau akar dari berbagai
tanaman lain. Salah satunya dengan menambahkan teh hitam dengan kulit jeruk nipis dan serai.
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan formulasi optimal pada komposisi teh hitam, kulit jeruk
nipis, dan serai pada komponen antioksidan. Penelitian ini menggunakan rancangan percobaan mix-
ture design memanfaatkan software Design Expert 10 metode optimal (custome) design. Parameter
yang diuji yaitu total fenol, total flavonoid, dan aktivitas antioksidan. Hasil penelitian menunjukkan
didapatkan bahwa formulasi optimal pada pembuatan teh herbal yakni dengan komposisi teh hitam
75,575%, kulit jeruk nipis 16,1%, dan serai 8,325% menghasilkan respon paling optimal yakni total
fenol 72,72±0,27 mg GAE/g, total flavonoid 40,27±1,44 mg QE/mg dan aktivitas antioksidan DPPH
270,25±1,44 mg TE/g. Oleh karena itu, penelitian ini diharapkan dapat memberikan pendekatan
alternatif untuk pengembangan teh herbal fungsional.
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1. PENDAHULUAN

Teh merupakan salah satu jenis minuman dengan tingkat konsumsi tertinggi di dunia. Berdasarkan laporan
Food and Agriculture Organization (FAO), konsumsi teh global pada tahun 2022 diperkirakan mencapai sekitar 6,5 juta
ton per tahun. Selama satu dekade terakhir, konsumsi teh dunia meningkat rata-rata 3,3 persen per tahun. Pertum-
buhan ini didorong oleh meningkatnya tingkat pendapatan per kapita, terutama di Tiongkok, India, serta negara-
negara Asia dan ekonomi berkembang lainnya. Pertumbuhan permintaan paling signifikan terjadi di Tiongkok
dan Pakistan, di mana konsumsi selama satu dekade terakhir meningkat masing-masing sebesar 6,5 persen dan
8,1 persen per tahun. Konsumsi teh di Tiongkok, sebagai konsumen teh terbesar di dunia, mencapai 3 juta ton
pada tahun 2022, mewakili 46 persen dari konsumsi global. India, sebagai konsumen terbesar kedua, menyumbang
hampir 18 persen dengan 1,16 juta ton pada tahun 2022, diikuti oleh Turki dengan 250.021 ton, Pakistan dengan
247.498 ton, dan Rusia dengan 132.544 ribu ton (FAO, 2024). Tren konsumsi teh yang tinggi ini mendorong dikem-
bangkannya teh herbal dengan menambahkan bahan herbal lain untuk meningkatkan komponen fungsional serta
sifat sensoris teh yang dihasilkan.

Teh hitam diproduksi melalui tahapan pelayuan, penggilingan, oksidasi secara enzimatis, serta pengeringan.
Dibandingkan dengan teh hijau, teh hitam mengandung kafein dalam jumlah yang lebih tinggi. Komponen bioaktif
dalam teh meliputi polifenol sekitar 16,5%, total katekin sebesar 4,2%, kafein 3,5%, asam galat 0,26%, dan theaflavin
0,94% (Rohdiana, 2015). Teh hitam merupakan teh yang paling banyak dikonsumsi di Indonesia (Prasetia et al.,
2020). Teh hitam diketahui mengandung sejumlah besar senyawa antioksidan, yang dapat mendukung fungsi
fisiologis tubuh dan berkontribusi terhadap kesehatan secara keseluruhan (Anjarsari, 2016). Teh hitam dipilih
karena kandungan paling kompleks dan paling banyak diproduksi di dunia. Beberapa bahan herbal non teh dapat
ditambahkan untuk meningkatkan sifat fungsional dan sensoris dari teh yang akan dibuat. Salah satunya yaitu
dengan menambahkan teh hitam dengan kulit jeruk nipis dan serai.

Teh herbal merujuk pada minuman hasil seduhan dari bagian tanaman selain daun teh, seperti bunga, biji,
atau akar maupun bagian tanaman lainnya yang digunakan karena memiliki aroma dan rasa yang khas serta memi-
liki manfaat kesehatan (Suprihatini et al., 2021). Teh herbal dapat dibuat dengan menambahkan bahan herbal lain
non teh pada pembuatannya. Kulit jeruk nipis merupakan produk samping (by product) yang kurang dimanfaatkan,
padahal kulit jeruk nipis kaya akan kandungan flavonoid. Kulit jeruk nipis berpotensi digunakan sebagai bahan
baku pembuatan minuman antioksidan (Dewi, 2023). David et al. (2024) telah menguji penggunaan kulit jeruk
nipis sebagai bahan pembuatan teh herbal dan hasilnya adalah penambahan kulit jeruk nipis dapat meningkatkan
aktivitas antioksidan pada teh herbal yang diformulasikan dengan kombinasi daun kelor (Moringa oleifera Lam.).
Selain menambah aktivitas antioksidan, kulit jeruk nipis juga telah digunakan sebagai penambah cita rasa pada
teh cascara (Nashrullah et al., 2024). Penambahan serai dilakukan karena tanaman ini memiliki aroma khas yang
berasal dari kandungan senaywa sitral. Selain memberikan aroma, serai diketahui memiliki sifat anti jamur, anti
bakteri, zat antioksidan, serta berfungsi sebagai analgesil dan alfatosigenik. Penggunaan serai sebagai bahan teh
herbal telah dilakukan oleh Arisanti & Mutsyahidan (2018), pada penelitian tersebut teh herbal dengan kandungan
antioksidan dibuat dengan kombinasi serai dan kayu manis, tetapi teh herbal yang dihasilkan hanya memiliki mutu
organoleptik pada taraf agak disukai. Berdasarkan beberapa penelitian sebelumnya mengenai teh herbal berbahan
kulit jeruk nipis dan serai telah menunjukkan potensi aktivitas antioksidan yang baik, namun mutu organoleptik
yang dihasilkan masih rendah dan belum banyak dikaji formulasi optimal dengan penambahan teh hitam untuk
memperbaiki mutu organoleptik dari teh herbal.

Dengan demikian, diperlukan penelitian lebih lanjut guna menentukan formulasi optimum dalam penam-
bahan kulit jeruk nipis dan serai pada teh hitam. Maka dari itu penelitian ini memberikan inovasi perpaduan teh
herbal berbasis kulit jeruk nipis, serai, dan teh hitam serta mencari formulasi yang optimum sehingga menghasilkan
produk teh herbal fungsional yang lebih mudah diterima dan berpotensi memiliki manfaat kesehatan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi formulasi optimum dalam pembuatan teh herbal berbasis teh hitam dengan
penambahan kulit jeruk nipis dan serai. Diharapkan pada penelitian ini, penambahan kulit jeruk nipis dan serai
secara stabil dapat mempertahankan mutu fungsional teh dengan parameter yang diuji meliputi total fenol, total
flavonoid, potensi aktivitas antioksidan. Kulit jeruk nipis dan serai diharapkan mampu meningkatkan sifat sensoris
dari teh hitam agar dapat lebih diminati dan menarik bagi konsumen. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan
kontribusi pada pengembangan minuman fungsional yang dapat memberikan manfaat kesehatan yang optimal.

2. BAHAN DAN METODE

2.1. Alat dan Bahan
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini mencakup alat-alat yang diperlukan untuk proses pembuatan

produk dan analisa. Alat untuk kepentuhan pembuatan teh meliputi pengering kabinet (Lokal, Indonesia), pen-
yaring, gunting, timbangan, corong, dan loyang. Peralatan yang digunkan dalam analisa meliputi timbangan anal-
itik (Denver-Instrument M-310), spektrofotometer (Spectro-20D-Pluss), peralatan glassware, vortex (Lw-scientific)
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serta spatula.
Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah teh hitam (Camelia sinensis L.) yang dibeli dari

Family mart Jember, jeruk nipis (Citrus aurantiiifolia) dan Serai (Cymbopogon cytratus) yang dibeli dari Pasar Tanjung,
Kabupaten Jember. Bahan analisa yang digunakan meliputi aquades (Hydrobatt), metanol, DPPH, Folin, NaNO2,
NaOH, AlCl3, Na2CO3, standar galat, dan quersetin sebagai standar analisis.

2.2. Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan rancangan percobaan mixture design dengan bantuan perangkat lunak Design
Expert 10.0 menggunakan metode optimal (custome) design yang bertujuan untuk menganalisis interaksi antara
variabel rasio teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai terhadap kandungan total fenol, total flavonoid, serta aktivi-
tas antioksidan yang diukur menggunakan metode DPPH. Model yang dihasilkan oleh perangkat lunak ini akan
digunkana untuk tahap optimasi guna menentukan kombinasi komposisi yang memberikan respons terbaik. Vari-
abel bebas yang dalam penelitian ini adalah persentase komposisi teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai, sedangkan
variabel respons yang diuji meliputi total fenol, total flavonoid, dan aktivitas antioksidan dengan menggunakan
metode DPPH. Proporsi teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai dimasukkan sebagai input data pada Design Expert
dengan lower dan upper limit teh hitam (68,49% - 75,575%), apel anna (15% - 25%), kayu manis (5% - 15%), kulit
jeruk nipis (15% - 18%) dan serai (6,428% - 14,997%).

2.3. Pembuatan Teh Herbal Berbasis Teh Hitam, Kulit Jeruk Nipis, dan Serai

Tahap persiapan bahan baku meliputi penyiapan teh hitam, kulit jeruk nipis, serta serai dalam bentuk sim-
plisia dengan ukuran ayakan 20 mesh. Simplisia ditimbang masing-masing sesuai dengan formulasi pada desain
dan dimasukkan ke dalam kantung teh. Berat total yang digunakan yaitu 1,4 gram. Seduh dengan air mendidih
sebanyak 70 mL dan didiamkan selama 6 menit. Penyaringan dilakukan untuk memisahkan filtrat dan residu. Ek-
strak teh herbal yang dihasilkan selanjutnya dilakukan analisis kandungan total fenol, total flavonoid, serta aktivitas
antioksidan menggunakan metode DPPH.

2.4. Analisis Total Fenol

Analisis total fenol (TPC) yang terdapat pada herbal ditentukan dengan menggunakan spektrofotometri
berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Adhamatika et al. (2021). Tahap pertama meliputi pembuatan
kurva standar asam galat dengan menggunakan pengenceran pada konsentrasi 0, 20, 40, 60, 80, dan 100 mg/L
untuk didapatkan persamaan kurva standar. Lalu pengujian teh herbal dilakukan dengan mengambil sebanyak
0,5 mL sampel kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2,5 reagen Folin yang telah
diencerkan dengan perbandingan 1:10 dan didiamkan selama 5 menit. Selanjutnya, ditambahkan 2 mL Na2CO3
dengan konsentrasi 7,5% lalu campuran tersebut diaduk menggunakan vortex dan didiamkan selama 30 menit se-
belum pengukuran. Diukur absorbansi (λ) 756 nm. Nilai absorbansi dimasukkan sesuai dengan persamaan kurva
standar asam galat yang telah dibuat. TPC dapat dihitung sesuai Persamaan 1

Total Fenol (mg GAE/g) =
Total Fenol (mg/L) × Volume sampel (L) × FP

Massa sampel (gram)
(1)

2.5. Analisis Total Flavonoid)

Kadar total flavonoid dalam teh herbal diukur menggunakan spektrofotometeri. Sebanyak 1 mL sampel teh
herbal dicampur dengan 3 mL akuades dan 0,3 mL larutan NaNO2, kemudian diinkubasi dalam kondisi gelap
selama 6 menit. Setelah itu, ditambahkan 4 mL larutan NaOH 1M dan volume dicapai 10 mL dengan penambahan
akuades sebagai pelarut. Campuran tersebut kemudian diinkubasi kembali selama 15 menit. Absorbansi sampel
diukur pada panjang gelombang 502 nm menggunakan spektrofotometer. Konsentrasi total flavonoid ditentukan
berdasarkan kurva standar kuersertin sesuai dengan metode yang telah dilakukan oleh Adhamatika & Murtini
(2021). Perhitungan total flavonoid dilakukan menggunakan Persamaan 2.

Total Flavonoid (mg QAE/g) =
Total flavonoid (mg/L) × Volume sampel (L) × FP

Massa sampel (gram)
(2)
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2.6. Analisis aktivitas antioksidan
Analisis aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dilakukan dengan trolox sebagai standar. Se-

banyak 1,5 mg serbuk DPPH ditimbang, kemudian dilarutkan dalam metanol hingga mencapai konsentrasi 0,03
mg/mL, dihomogenkan, dan disimpan dalam botol berwarna gelap untuk mencegah degradasi oleh cahaya. Kurva
standar dibuat dari larutan trolox dengan variasi konsentrasi 0, 50, 100, 150, 200, dan 250 µM. Sebanyak 0,15 mL
sampel atau larutan standar dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 2,85 mL larutan DPPH (0,03
mg/mL), dan campuran diinkubasi selama 30 menit dalam kondisi gelap. Absorbsi diukur pada panjang gelom-
bang 517 nm menggunakan spektrofotometer. Nilai aktivitas antioksidan dihitung berdasarkan kurva standar trolox
yang telah dibuat sebelumnya dengan memasukkan data ke dalam persamaan regresi linear dari kurva tersebut
(Silva et al., 2024).

2.7. Analisis Statistik
Analisis stasitik dalam penelitian ini dilakukan menggunakan perangkat lunak Design Expert 10.0 dengan

rancangan Mixture Design. Rancangan ini digunakan untuk membangun model yang mampu menjelaskan interaksi
antara variabel rasio simplisia teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai terhadap total fenol, total flavonoid, serta
aktivitas antioksidan berdasarkan metode DPPH. Setelah pemodelan diperoleh, proses dilanjutkan dengan optimasi
untuk menentukan respon respon paling optimal.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Optimasi Formulasi Teh Hitam, Kulit Jeruk Nipis, dan Serai terhadap Total Fenol Teh Herbal

Tabel 1. Data respon total fenol (mg GAE/g) dari rancangan mixture design

Run
Faktor Respon

Teh Hitam (%) Kulit Jeruk (%) Serai (%) Total Fenol (mg GAE/g)

1 70,000 15,003 14,997 48,24

2 72,788 16,500 10,713 62,87

3 70,000 18,000 12,000 52,97

4 75,575 15,000 9,425 73,51

5 75,572 18,000 6,428 69,00

6 72,789 15,000 12,211 57,96

7 74,180 17,250 8,570 67,24

8 70,000 16,502 13,498 51,04

9 71,394 16,501 12,105 55,23

10 75,575 16,498 7,926 74,52

11 72,786 18,000 9,214 63,51

12 70,000 18,000 12,000 54,27

13 70,000 15,003 14,997 42,33

14 75,575 15,000 9,425 69,64

15 75,572 18,000 6,428 68,67

16 72,789 15,000 12,211 55,77

Hasil pengukuran total fenol pada teh herbal dengan kombinasi bahan teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai
menunjukkan variasi yang signifikan antar formulasi. Formulasi yang digunakan merupakan hasil dari kombinasi
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optimal berdasarkan rancangan mixture design menggunakan perangkat lunak Design Expert. Nilai total fenol dari
masing-masing kombinasi tersebut disajikan secara rinci pada Tabel 1.

Berdasarkan data pada Tabel 1 menunjukkan hasil analisis kandungan total fenol dalam teh herbal yang ter-
diri dari campuran teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai dengan rentang nilai antara 42,33 mg GAE/mg hingga
74,52 mg GAE/mg. Selisih antara nilai tertinggi dan terendah menghasilkan rasio sebesar 1,07 yang menunjukkan
bahwa nilai yang dihasilkan masih kurang dari angka 10. Oleh karena itu, tidak diperlukan transformasi data.
Pemilihan model dilakukan berdasarkan pada sejumlah kriteria, termasuk signifikansi model, siginifikansi lack of
fit, adjusted R-square, dan Predicted R-square. Evaluasi model dilakukan melalui analisis ragam (ANOVA) dengan
mempertimbangkan nilai probabilitas pada masing-masing kriteria. Probabilitas ini mempresentasikan peluang
statistik yang umumnya ditetapkan sebesar 5% (α=0,05) dalam penelitian di luar bidang medis. Bila probabilitas
suatu model kurang dari 5%. maka model tersebut dinilai sesuai dengan rancangan variabel dan respon pada
tingkat siginifikansi 95%. Kriteria lack of fit digunakan untuk menilai ketidaksesuaian model dengan data, jika
nilai yang dihasilkan kurang dari nilai 5% (signifikan), maka model dianggap tidak sesuai karena menunjukkan
ketidaksesuaian model yang nyata. Kriteria lack of fit menjadi indikator bahwa model yang tidak siginifikan (>5%)
atau sebagai syarat untuk model yang baik. Sementara itu, Adjusted R-square mencerminkan koefisien determi-
nasi berdasarkan data aktual, sedangkan R-square menunjukkan kemampuan prediktif model terhadap data baru
(Montgomery, 2017).

Berdasarkan hasil analisis menggunakan software Design Expert, model quadratic direkomendasikan sebagai
model terbaik. Model ini menunjukkan nilai p-value sebesar 0,0114 serta nilai lack of fit sebesar 0,774. Mengacu
pada tabel ANOVA untuk respon total fenol dapat diketahui bahwa faktor perlakuan memiliki nilai p-value sebesar
0,0005, yang mengindikasi bahwa model menunjukkan hasil yang signifikan. Sementara itu, nilai lack of fit sebe-
sar 0,774 menunjukkan bahwa ketidaksesuaian model terhadap data tidak signifikan. Nilai lack of fit yang tidak
siginifikan (>5%) merupakan salah satu kriteria utama dalam pemilihan model yang baik, karena menunjukkan
adanya kesesuaian antara model uang digunakan dengan data respon yang diperoleh (Montgomery, 2017). Melalui
pemrosesan data pada design expert, juga diperoleh persamaan polinomial kuadratik berbasis variabel yang telah
diberikan kode, seperti yang terdapat pada Persamaan 3.

Y = 1,660X1 – 37,128X2 – 11,395X3 + 0,422X1X2 – 0,038X1X3 + 1,122X2X3 (3)

Dari Persamaan 3, diketahui jika Y merupakan Total Fenol (mg GAE/mg), X1 merupakan Teh Hitam (%), X2
merupakan Kulit Jeruk Nipis (%), dan X3 yang merupakan Serai (%). Analisis kanonik dilakukan sebagai tahap lan-
jutan dari model kuadratik setelah diperoleh titik stasioner, guna menentukan titik optimum. Hasil menunjukkan
bahwa permukaan respon total fenol membentuk kurva dengan karakteristik minimum. Visualisasi hubungan
antara ketiga variabel dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Hubungan formulasi antara teh hitam (A), kulit jeruk (B), dan serai (C) terhadap respon total fenol teh
herbal

Tabel 1 menyajikan data yang menunjukkan bahwa teh herbal dengan kandungan fenol tertinggi sebesar 74,52
mg GAE/g dihasilkan dari sampel nomor 10 dengan formulasi teh hitam 75,575%, kulit jeruk nipis 16,498%, dan
serai 7,926%. Teh hitam menjadi komposisi paling tinggi diikuti kulit jeruk nipis, dan serai. Urutan komposisi
tersebut sesuai dengan hasil pengukuran nilai total fenol pada penelitian terdahulu, yaitu kandungan fenol teh
hitam sebesar 932,03–1126,62 mg GAE/g (Vinci et al., 2022); kulit jeruk nipis sebesar 9,88 mg GAE/g (Singanusong
et al., 2015); dan serai sebesar 0,72 mg GAE/g (Muala et al., 2021).
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3.2. Optimasi Formulasi Teh Hitam, Kulit Jeruk Nipis, dan Serai terhadap Total Flavonoid Teh Herbal

Hasil analisis kandungan total flavonoid pada teh herbal menunjukkan adanya variasi konsentrasi yang
dipengaruhi oleh perbedaan komposisi bahan. Kombinasi teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai diformulasikan
berdasarkan variasi proporsi dalam rancangan mixture design menggunakan perangkat lunak Design Expert. Nilai
kandungan total flavonoid dari masing-masing formulasi tersebut disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Data respon total flavonoid (mg QE/mg) dari rancangan mixture design

Run
Faktor Respon

Teh Hitam (%) Kulit Jeruk (%) Serai (%) Total Flavonoid (mgQE/mg)

1 70,000 15,003 14,997 38,50

2 72,788 16,500 10,713 38,38

3 70,000 18,000 12,000 37,79

4 75,575 15,000 9,425 41,78

5 75,572 18,000 6,428 40,40

6 72,789 15,000 12,211 39,55

7 74,180 17,250 8,570 40,02

8 70,000 16,502 13,498 38,28

9 71,394 16,501 12,105 37,19

10 75,575 16,498 7,926 41,32

11 72,786 18,000 9,214 37,79

12 70,000 18,000 12,000 37,79

13 70,000 15,003 14,997 39,55

14 75,575 15,000 9,425 40,45

15 75,572 18,000 6,428 40,20

16 72,789 15,000 12,211 38,50

Berdasarkan data pada Tabel 2, kandungan total flavonoid pada teh herbal menunjukkan nilai berkisar antara
37,19 hingga 41,78 mg QE/g, dengan rasio maksimum terhadap minimum sebesar 1,07. Rasio yang berada di
bawah 10 ini menunjukkan bahwa data bersifat homogen, sehingga transformasi tidak diperlukan.

Berdasarkan sistem komputerisasi Design Expert disarankan model quadratic. Model ini memiliki nilai p-value
0,04 dan nilai lack of fit 0,52. Data-data tersebut ditampilkan pada tabel model jumlah kuadarat dari urutan model
(Sequential Model Sum of Squares), pengujian ketidaktepatan model (Lack of Fit Tests), dan ringkasan model statistic
(Model Summary Statistics). Berdasarkan tabel ragam Analysis of Variance respon total flavonoid dapat diketahui
bahwa faktor perlakuan memiliki nilai p-value 0,0001, sedangkan lack of fit menunjukkan tidak signifikan dengan
p-value 0,52. Program design expert juga menghasilkan persamaan polinomial model ordo kedua dalam bentuk
variabel kode seperti yang dapat dilihat pada Persamaan 4.

Y = 1,513X1 + 4,793X2 + 8,52X3 – 0,105X1X2 - 0,153X1X3 + 0,016X2X3 (4)

Dari Persamaan 4 diatas didapatkan jika Y merupakan Total Flavonoid (mg QE/mg), X1 merupakan Teh Hi-
tam (%), X2 merupakan Kulit Jeruk Nipis (%), dan X3 yaitu Serai (%). Setelah titik stasioner ditentukan pada model
kuadratik, dilakukan analisis kanonik untuk mengevaluasi karakteristik titik tersebut dan menentukan kondisi op-
timum. Hasil analisis menunjukkan bahwa permukaan respon total flavonoid memiliki karakteristik minimum.
Hubungan interaktif antara ketiga variabel divisualisasikan dalam Gambar 2.
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Gambar 2. Hubungan formulasi antara teh hitam (a), kulit jeruk (b), dan serai (c) terhadap respon total flavonoid
teh herbal

Tabel 2 menunjukkan teh herbal dengan kandungan total flavonoid paling tinggi sebesar 41,78 mg QE/mg
dihasilkan dari sampel nomor 4 dengan formulasi teh hitam 75,575%, kulit jeruk nipis 15%, dan serai 9,425%. Teh
hitam memiliki komposisi paling dominan diikuti oleh kulit jeruk nipis dan serai pada formulasi teh herbal ini.
Urutan komposisi tersebut berbeda dengan urutan hasil pengukuran kandungan total flavonoid pada penelitian
terdahulu. Pada penelitian terdahulu diperoleh kandungan total flavonoid tertinggi dihasilkan oleh kulit jeruk
nipis sebesar 64,04 mg QE/g (Rodglin et al., 2017), diikuti dengan serai sebesar 23,9 mg QE/g (Méabed et al., 2018),
kemudian teh hitam sebesar 4,37 mg QE/g (Nhu-Trang et al., 2023). Beberapa faktor yang dapat berkontribusi
terhadap kondisi ini meliputi proses pengeringan dan oksidasi teh yang terlalu tinggi, sehingga banyak komponen
fenolik yang rusak dan menurunkan kemampuan fungsional dari teh yang dihasilkan dengan penambahan teh
hitam.

3.3. Optimasi Formulasi Teh Hitam, Kulit Jeruk Nipis, dan Serai terhadap Aktivitas Antioksidan DPPH Teh Herbal
Aktivitas antioksidan DPPH pada teh herbal menunjukkan perbedaan yang dipengaruhi oleh variasi formu-

lasi bahan. Formulasi teh herbal dikembangkan dari kombinasi teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai menggunakan
rancangan mixture design pada perangkat lunak Design Expert. Hasil aktivitas antioksidan dari masing-masing kom-
binasi dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Data respon total flavonoid (mg QE/mg) dari rancangan mixture design

Run
Faktor Respon

Teh Hitam (%) Kulit Jeruk (%) Serai (%) DPPH (mgTE/g)

1 70,000 15,003 14,997 150,25

2 72,788 16,500 10,713 230,53

3 70,000 18,000 12,000 191,08

4 75,575 15,000 9,425 253,86

5 75,572 18,000 6,428 243,86

6 72,789 15,000 12,211 215,53

7 74,180 17,250 8,570 237,19

8 70,000 16,502 13,498 178,03

9 71,394 16,501 12,105 192,19

10 75,575 16,498 7,926 301,92

11 72,786 18,000 9,214 237,19

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Run
Faktor Respon

Teh Hitam (%) Kulit Jeruk (%) Serai (%) DPPH (mgTE/g)

12 70,000 18,000 12,000 180,81

13 70,000 15,003 14,997 126,08

14 75,575 15,000 9,425 248,03

15 75,572 18,000 6,428 241,36

16 72,789 15,000 12,211 213,03

Tabel 3 menyajikan data respon aktivitas antioksidan DPPH pada teh herbal, dengan nilai yang berkisar
antara 126,08 hingga 301,92 mg TE/g. Rasio antara nilai tertinggi dan terendah adalah 2,39 yang menunjukkan
bahwa variasi data masih berada dalam batas wajar. Hal ini disebabkan karena rasio tersebut lebih kecil dari 10,
maka transformasi data tidak diperlukan dalam proses analisis.

Berdasarkan analisis menggunakan software Design Expert, model kuadratik direkomendasikan sebagai model
yang paling sesuai. Model ini memiliki nilai p-value sebesar 0,029 dan nilai lack of fit sebesar 0,0502. Mengacu pada
hasil ANOVA terhadap respon DPPH, diketahui bahwa faktor perlakuan memiliki nilai p-value sebsar 0,0001, yang
lebih kecil dari p-value 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa model bersifat signifikan. Sementara itu, nilai lack of fit
dengan p value 0,0502 tergolong tidak signifikan (>5%), yang memenuhi salah satu kriteria penting dalam pemilihan
model terbaik, yaitu kesesuaian antara model dan data eksperimen. Melalui analisis dengan design expert, diperoleh
pula model polinomial kuadratik dalam bentuk variabel kode, sebagaimana ditunjukkan pada Persamaan 5.

Y = -8,497X1 – 404,115X2 – 134,835X3 + 5,558X1X2 + 1,151X1X3 + 7,873X2X3 (5)

Dari Persamaan 5 diatas, didapatkan keterangan jika Y merupakan Aktivitas Antioksidan metode DPPH (mg
TE/g), X1 merupakan Teh Hitam (%), X2 merupakan Kulit Jeruk Nipis (%), dan X3 merupakan Serai (%). Tahap
selanjutnya setelah penentuan titik stasioner pada model kuadratik adalah analisis kanonik, yang digunakan untuk
mengidentifikasi titik optimum. Berdasarkan hasil analisis, permukaan respon DPPH menunjukkan karakteristik
minimum. Gambar 3 menampilkan interaksi antara ketiga variabel.

Gambar 3. Hubungan formulasi antara teh hitam (A), kulit jeruk (B), dan serai (C) terhadap respon aktivitas
antioksidan teh herbal

Tabel 3 menunjukkan bahwa teh herbal dengan kandungan antioksidan tertinggi yang dianalisa dengan
metode DPPH yaitu sampel teh nomor 10. Teh herbal nomor 10 dihasilkan dari formulasi teh hitam 75,575%,
kulit jeruk nipis 16,498%, dan serai 7,926% dengan kandungan antioksidan metode DPPH sebesar 301,92 mg TE/g.
Hasil ini lebih tinggi daripada kandungan antioksidan teh hitam yang hanya sebesar 208,83 mgTE/g (Theafelicia &
Wulan, 2023). Penambahan kulit jeruk nipis dan serai dapat meningkatkan aktivitas antioksidan teh herbal berbasis
teh hitam.
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3.4. Penentuan Titik Optimum Respon dan Verifikasi Teh Herbal

Optimasi formulasi yang terdiri dari teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai terhdap respon total fenol, total
flavonoid, dan aktivitas antioksidan DPPH didasarkan pada perlakuan yang diberikan serta kriteria respon yang
diinginkan. Kriteria formulasi teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai dipilih in range. Respon seperti total fenol,
total flavonoid, dan antioksidan DPPH diinginkan memiliki kriteria goal yaitu maximize, karena diharapkan setiap
respon mencapai nilai maksimum pada formulasi teh herbal yang dihasilkan. Kriteria untuk variabel dan respon
dapat dilihat pada Tabel 4.

Berdasarkan hasil analisis optimasi menggunakan perangkat lunak Design Expert, diperoleh dua solusi formu-
lasi terbaik untuk menghasilkan teh herbal dari teh hitam, kulit jeruk nipis, dan serai dengan kandungan senyawa
bioaktif dan aktivitas antioksidan yang tinggi. Solusi titik optimum yang direkomendasikan oleh program mem-
perlihatkan kombinasi formulasi yang diprediksi memberikan nilai respon maksimal. Hasil solusi titik optimum
yang disarankan oleh program disajikan pada Tabel 5

Tabel 4. Kriteria variabel dan respon yang diinginkan pada teh herbal

Name Goal
Lower

Limit

Upper

Limit

Lower

Weight

Upper

Weight
Importance

A: Teh Hitam (%) in range 70 75,575 1 1 3

B: Kulit Jeruk Nipis (%) in range 15 18 1 1 3

C: Serai (%) in range 6,428 14,997 1 1 3

Total Fenol (mg GAE/g) maximize 42,3297 75.5161 1 1 3

Total Flavonoid (mg QE/mg) maximize 37,192 41,7754 1 1 3

DPPH (mg TE/g) maximize 149,694 301,917 1 1 3

Tabel 5. Formulasi optimum THKS yang disarankan oleh design expert 10.1 terhadap respon

Solution 1 Solution 2

Teh Hitam (%) 75,575 75,573

Kulit Jeruk Nipis (%) 16,100 17,999

Serai (%) 8,325 6,428

Total Fenol (mg GAE/g) 73,195 69,720

Total Flavonoid (mg QE/mg) 41,038 40,543

DPPH (mg TE/g) 271,596 247,973

Desirability 0,873 0,749

Note Selected

Solusi optimum dipilih dengan mempertimbangkan nilai desirability dan tingkat respon tertinggi yang akan
dicapai, sehingga dipilih solusi 1 untuk dilakukan verifikasi pada penelitian kali ini karena memiliki nilai desirability
paling tinggi. Respon total fenol, total flavonoid, dan antioksidan DPPH paling maksimal diperoleh dari hasil
formulasi teh hitam 71,575%, kulit jeruk nipis 16,1%, dan serai 8,325% dengan nilai desirability yang dihasilkan
sebesar 0,837, yang mempresentasikan tingkat keakuratannya sebesar 83,7%. Desirability merupakan indikator
dalam fungsi objektif optimasi yang menggambarkan kemampuan sistem untuk memenuhi kriteria yang telah
ditentukan sesuai dengan karakteristik produk akhir yang diharapkan.
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3.5. Verifikasi Teh Herbal Berbasis Teh Hitam, Kulit Jeruk Nipis, dan Serai
Tahap verifikasi dilakukan untuk memastikan bahwa kondisi optimum yang direkomendasikan oleh Design

Expert mampu menghasilkan respon yang sesuai dengan nilai prediksi. Proses ini dilakukan dengan memband-
ingkan antara respon actual dari hasil percobaan dan respon yang diprediksi oleh software. Hasil perbandingan
verifikasi disajikan pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil verifikasi nilai prediksi formulasi teh herbal pada respon yang disarankan oleh design expert

Prediksi1) Verifikasi2) T test (P-value)

Teh Hitam (%) 75,575 75,575

Kulit Jeruk Nipis (%) 16,1 16,1

Serai (%) 8,325 8,325

Total Fenol (mg GAE/g) 73,195 72,72 ± 0,27 0,095 ts

Total Flavonoid (mg QE/mg) 41,038 40,27 ± 1,44 0,453 ts

DPPH (mg TE/g) 271,596 270,25 ± 1,44 0,248 ts

Keterangan: 1) Nilai Prediksi Design Expert; 2) Hasil Verifikasi (Penelitian Aktual); ts: tidak signifikan

Tabel 6 menunjukkan bahwa hasil verifikasi sesuai dengan prediksi yang disaran oleh Design Expert 10.1.
Teh herbal dibuat dari formulasi teh hitam 75,575%, kulit jeruk nipis 16,1%, dan serai 8,325% menghasilkan re-
spon paling optimal yakni total fenol 72,72±0,27 mg GAE/g, total flavonoid 40,27±1,44 mg QE/mg dan aktivitas
antioksidan DPPH 270,25±1,44 mg TE/g. Berdasarkan penelitian Yanuarti et al. (2024), formulasi teh hitam dan
air lemon dengan perbandingan 2:1 menghasilkan nilai IC50 sebesar 74,742 ppm, yang termasuk dalam kategori
aktivitas antioksidan kuat dan lebih baik dibandingkan rasio 1:1 dan 1:2 (teh hitam:air lemon).

4. KESIMPULAN
Kesimpulan dari penelitian ini didapatkan bahwa formulasi teh herbal berbahan dasar teh hitam, kulit jeruk

nipis, serta serai memberikan pengaruh yang signifikan terhadap total fenol, total flavonoid, dan aktivitas antiok-
sidan DPPH. Berdasarkan hasil penelitian, formulasi optimal pada pembuatan teh herbal yakni dengan komposisi
teh hitam 75,575%, kulit jeruk nipis 16,1%, dan serai 8,325% menghasilkan respon paling optimal yakni total fenol
72,72±0,27 mg GAE/g, total flavonoid 40,27±1,44 mg QE/mg dan aktivitas antioksidan DPPH 270,25±1,44 mg
TE/g. Diharapkan penelitian ini mampu memberikan alternatif pengolahan teh herbal di masa mendatang dari teh
hitam, serai, dan kulit jeruk nipis.
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