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ABSTRACT

Cocoa beans and their derivatives are well-known for their health benefits, primarily attributed to
phenolic compounds. While some research has explored the interactions of these compounds within food
matrices, there were few reports on the release of cocoa phenolics in the gastrointestinal tract when
consumed as part of complex foods. This study aimed to evaluate how incorporation of whole-fat milk powder
(CF), skimmed milk powder (CS), and whey protein powder (CW) into pasteurized cocoa beverages impacts
the in vitro release of phenolic compounds throughout gastrointestinal digestion. The initial analysis included
quantifying total phenolics and flavonoids in the undigested samples. Subsequently, simulated
gastrointestinal digestion was performed, followed by analysis of total phenolics and flavonoids at each
digestion stage. The extent of compound release was expressed as the recovery index (RI) and
bioaccessibility index (Bl). The results showed that the addition of milk matrices (CF, CS, CW) significantly
decreased the total phenolic content of cocoa beverages (p<0.05) across all digestion phases. CW had the
highest RI for total phenolics (202.67+7.67%). This study suggests that although the addition of milk
decreased the initial phenolic content in undigested cocoa beverages, an increase in Rl of phenolics was
observed after the gastric digestion phase, especially in the beverages containing whey protein.
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ABSTRAK

Biji kakao dan produk olahannya dikenal luas dengan manfaat kesehatan yang terkandung di dalam-
nya. Bioaktivitas produk biji kakao sebagian besar diperankan oleh senyawa fenolik. Senyawa fenolik dapat
berinteraksi dengan komponen pangan lain selama pengolahan maupun dalam saluran cerna yang dapat
memengaruhi bioaktivitasnya. Penelitian terkait interaksi antar komponen pada matriks pangan telah banyak
dilakukan, namun belum ditemukan studi yang mengevaluasi pelepasan senyawa fenolik kakao di saluran
cerna ketika dikonsumsi sebagai matriks pangan yang kompleks. Tujuan penelitian ini adalah menganalisis
pengaruh penambahan matriks susu dalam bentuk susu lemak utuh (CF), susu skim (CS), dan protein whey
(CW) terhadap pelepasan fenolik pada minuman kakao pasteurisasi selama pencernaan gastrointestinal
secara in vitro. Tahapan awal penelitian ini adalah menganalisis total fenolik dan total flavonoid pada sampel
non cerna. Tahap selanjutnya sampel melalui fase pencernaan lambung dan usus halus kemudian dianalisis
total fenolik dan total flavonoid pada masing-masing fase pencernaan. Kemampuan pelepasan senyawa
fenolik dan flavonoid pada masing-masing fase pencernaan dinyatakan sebagai indeks pemulihan (RI) dan
indeks bioaksesibilitas (Bl). Hasil penelitian menunjukkan bahwa penambahan susu (CF, CS, CW) secara
signifikan (p<0,05) menurunkan total fenolik minuman kakao pada masing-masing fase pencernaan.
Minuman kakao dengan tambahan protein whey (CW) memiliki indeks pemulihan total fenolik tertinggi, yaitu
sebesar 202,67+7,67%. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa penambahan matriks susu menurunkan
total fenolik awal pada sampel sebelum melalui simulasi pencernaan, namun terdapat peningkatan indeks
pemulihan total fenolik setelah melalui fase pencernaan lambung, khusus pada sampel yang ditambahkan
protein whey susu.

Kata kunci: bioaksesibilitas, minuman kakao, protein whey, susu lemak utuh, susu skim
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PENDAHULUAN

Minuman kakao adalah istilah yang merujuk
pada sebuah formulasi minuman dengan komponen
utamanya berasal dari bubuk biji kakao. Biji kakao
dan produk olahannya dikenal secara luas dengan
manfaat kesehatan yang terkandung di dalamnya,
seperti antioksidan, imunomodulator, antiinflamasi,
antihipertensi, dan lain-lain (Cinar et al., 2021,
Dominguez-Pérez et al., 2020; He et al., 2016; Martin
dan Ramos, 2016; Razola-Diaz et al., 2023). Bubuk
kakao asal Indonesia diketahui mengandung 14,80-
79,93 mg GAE/g bk senyawa fenolik (Ulvia et al.,
2020). Kandungan fenolik pada bubuk kakao ini me-
miliki korelasi positif dengan kapasitas antioksidan-
nya berdasarkan metode perendaman radikal DPPH
dan kemampuan reduksi ion Ferri (ferric reducing
antioxidant power/FRAP) (Razola-Diaz et al., 2023).
Namun, proses pengolahan seperti fermentasi,
penyangraian, alkalisasi, hingga penggunaan bahan
tambahan seperti susu dan cocoa butter akan
memengaruhi jumlah, profil, dan komposisi fenolik
pada produk olahan yang dihasilkan (Velderrain-
Rodriguez et al., 2014).

Penelitian terkait interaksi antar komponen pada
matriks pangan telah banyak dilakukan, baik pada
produk sebelum dikonsumsi maupun setelah produk
memasuki saluran cerna. Khususnya pada bubuk
kakao, adanya kandungan lemak dan polifenol dapat
menurunkan kecernaan protein produk tersebut
(Haliza et al., 2021). Studi proteomik dilakukan oleh
Gallo et al. (2013) untuk mempelajari interaksi mole-
kuler antara polifenol kakao dan protein susu. Studi
tersebut melaporkan bahwa terjadi penurunan akti-
vitas antioksidan yang disebabkan oleh interaksi
fenolik dan protein. Hal sebaliknya dilaporkan oleh
Qie et al. (2022), penelitiannya pada minuman kopi
dengan tambahan susu justru meningkatkan total
fenolik terlarut pada fase usus setelah melalui si-
mulasi pencernaan. Peningkatan tersebut diketahui
akibat adanya ikatan non-kovalen yang terbentuk
antara protein dan fenolik, seperti ikatan elektrostatik,
hidrofobik, dan hidrogen yang membuat fenolik lebih
stabil selama pencernaan gastrointestinal. Selain
protein, komponen lemak juga akan memengaruhi
proses penyerapan fitokimia pangan dalam saluran
cerna (Alongi et al., 2019; Quan et al., 2020). Seperti
yang dijelaskan dalam studi oleh Emami et al. (2016),
adanya lemak dalam matriks pangan akan memben-
tuk vesikel atau miselisasi liposom yang dapat
meningkatkan stabilitas senyawa fenolik di dalam
saluran cerna.

Berbagai hasil penelitian menunjukkan efek
yang beragam akibat dari adanya interaksi antara
polifenol dengan komponen lain, baik dari segi
kecernaan protein, penyerapan lemak, aktivitas anti-
oksidan, maupun kemampuan pelepasan fenolik
terlarut pada produk setelah dicerna. Namun secara
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lebih detail, belum ditemukan studi yang fokus meng-
evaluasi kemampuan pelepasan senyawa fenolik
kakao di saluran cerna ketika dikonsumsi dalam se-
buah matriks pangan, khususnya dalam bentuk pro-
duk minuman siap konsumsi. Umumnya diperlukan
proses pasteurisasi untuk produk minuman kakao
siap konsumsi (Baranowska et al., 2020), sehingga
perlu diketahui apakah dengan pengolahan yang
kompleks ini masih didapatkan manfaat fungsional
dari senyawa fenolik yang terkandung dalam produk.
Dengan demikian, penelitian ini dilakukan untuk
mengonfirmasi dan mengevaluasi pengaruh tambah-
an matriks susu pada minuman kakao siap konsumsi
terhadap pelepasan senyawa fenolik, khususnya di
fase pencernaan lambung dan usus halus, sehingga
dapat memberikan informasi dalam mengembangkan
teknologi pengolahan dan formulasi produk berbasis
bubuk kakao dan susu dengan senyawa fungsional
yang optimal.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini
antara lain bubuk kakao komersial non-alkalisasi (ter-
buat dari biji kakao campuran Forestero dan Trinitario
asal Lampung, Sulawesi Selatan dan NTT, susu
bubuk lemak utuh, susu skim, dan protein whey
bubuk yang masing-masing diperoleh dari e-
commerce. Bahan untuk simulasi pencernaan antara
lain enzim pepsin 25000 U/mL (P7000), enzim
pankreatin 100 USP/mg (P7545) dan ekstrak empedu
160 mM (B8631) untuk simulasi pencernaan (Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, Amerika
Serikat). Bahan lainnya sebagai komposisi larutan
stok simulated gastric fluid (SGF) dan simulated
intestinal fluid (SIF) adalah KCI, KH2PO4, NaHCOs3,
NaCl, MgCl2(H20)s, (NH4)COs, CaClz(H20)2, HCI, dan
NaOH. Bahan untuk analisis antara lain akuades,
reagen Folin-Ciocalteu (Merck, Jerman), Na2COs,
etanol, AICIs3, asam galat dan kuer-setin kualitas pro-
analysis.

Persiapan sampel minuman kakao

Minuman bubuk kakao dibuat dengan melarut-
kan 0,5 g campuran antara bubuk kakao dengan susu
bubuk lemak utuh (CF), susu skim bubuk (CS), atau
protein whey bubuk (CW) (1:1 w/w) ke dalam 50 mL
akuades. Komposisi campuran minuman kakao di-
tampilkan pada Tabel 1. Sampel diseduh dengan air
mendidih (95 °C) dan dilanjutkan dengan pasteu-
risasi pada suhu £65 °C selama 30 menit dalam sha-
king waterbath (LSB 045S, Daihan Labtech, Indo-
nesia). Sampel yang telah dipanaskan selanjutnya
didinginkan pada suhu ruang. Untuk ekstraksi fenolik
sebelum simulasi pencernaan, sampel dibekukan di
dalam lemari pembeku untuk selanjutnya dikeringkan
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menggunakan freeze dryer (ALPHA 1-4 Ldplus,
Martin Christ, Jerman).

Tabel 1. Komposisi campuran minuman kakao
Table 1. Mixtures composition of cocoa beverages
Bubuk Susu

Kakao Non-  Bubuk Susu Protein
icagi Skim Whey
Alkalisasi Lemak
Bubuk Bubuk
Sampel (Non- Utuh (Skim (Whe
(Sample) Alkalized ~ (Whole- _ Y
; Milk Protein
Cocoa Fat Milk
Powder) Powder)
Powder) Powder)
@ () @) ()
C 0.25 -
CF 0.25 0.25 -
CS 0.25 - 0.25 -
cw 0.25 0.25

Keterangan: C= minuman kakao tanpa susu, CF= minuman
kakao dengan penambahan susu bubuk lemak utuh,
CS= minuman kakao dengan penambahan susu skim
bubuk, CW= minuman kakao dengan penambahan
protein whey bubuk

Note: C= cocoa beverages without milk, CF= cocoa beve-
rages with full cream milk powder, CS= cocoa beve-
rages with skim milk powder, CW= cocoa beverages
with whey protein powder

Simulasi pencernaan

Simulasi pencernaan dilakukan mengacu pada
metode rekomendasi dari Minekus et al. (2014).
Simulasi pencernaan fase lambung dilakukan de-
ngan menginkubasi sampel bersama campuran cair-
an simulated gastric fluid (SGF) dan enzim pepsin.
Proses yang terjadi di dalam saluran cerna disimu-
lasikan secara in vitro di dalam shaking waterbath
(LSB 045S, Daihan Labtech, Indonesia) dengan
menambahkan berbagai campuran cairan lambung
dan usus halus. Komposisi cairan SGF merujuk pada
Minekus et al. (2014) yang ditampilkan pada Tabel 2.
Simulasi fase lambung dilakukan dengan mencam-
purkan larutan sampel dengan larutan stok SGF (5:4)
hingga mencapai volume akhir larutan 50:50 (v/v)
setelah ditambahkan air dan enzim di dalam Erlen-
meyer. Pepsin (EC 3.4.23.1) ditambahkan hingga
mencapai 2000 U/mL pada campuran akhir, kemu-
dian ditambahkan larutan CaClz hingga mencapai
konsentrasi 0,075 mM pada campuran akhir. Penam-
bahan HCI (1 N) dilakukan untuk mengatur kondisi
campuran menjadi pH 3. Sejumlah air ditambahkan
pada campuran akhir untuk melarutkan SGF ber-
sama sampel. Sampel diinkubasi bersama semua
komponen campuran SGF di dalam shaking water-
bath dengan kecepatan 80 rpm pada suhu 37 °C
selama 2 jam. Setelah inkubasi, sampel dimasukkan
ke ice bath untuk memastikan inaktivasi enzim pada
fase lambung. Pengambilan 10 mL sampel hasil
simulasi fase lambung dilakukan dan disentrifugasi
(3500 rpm, 1 jam, 25 °C) untuk memisahkan
supernatan (fraksi terlarut) dan residu (fraksi tak
larut).

30

Sampel hasil pencernaan lambung selanjutnya
ditambahkan larutan simulated intestinal fluid (SIF)
merujuk pada Minekus et al. (2014) yang ditampilkan
pada Tabel 2 (5:4), enzim pankreatin 100 U/mL, ga-
ram empedu 10 mM, dan CaClz 0,3 M. Rasio volume
sampel hasil pencernaan lambung dengan volume
komponen pencernaan usus halus adalah sebesar
50:50 (v/v). Kemudian sampel diinkubasi bersama
semua komponen campuran SIF di dalam shaking
waterbath dengan kecepatan 80 rpm pada suhu 37
°C selama 2 jam. Selanjutnya sampel dimasukkan ke
ice bath atau wadah berisi air es untuk meng-
inaktivasi enzim. Sampel yang telah melalui simulasi
pencernaan lambung dan usus halus kemudian
disentrifugasi (3500 rpm, 1 jam, 25 °C) untuk memi-
sahkan supernatan (fraksi terlarut) dan residu (fraksi
tak larut). Supernatan disimpan dalam botol kaca
gelap bertutup di lemari pendingin hingga analisis.

Ekstraksi minuman kakao

Sampel kering minuman kakao, sampel hasil
cerna fase lambung dan hasil cerna hingga fase usus
diekstraksi dengan metode yang merujuk Laila et al.
(2020). Sampel ditambahkan dengan pelarut etanol
50% (v/v) dengan rasio 1:20 (w/v) untuk sampel
kering dan 1:5 (v/v) untuk sampel cair hasil simulasi
pencernaan. Campuran kemudian diaduk menggu-
nakan magnetic stirer (Wina Instruments 206, Indo-
nesia) selama 30 menit pada suhu 50 °C. Setelah itu
sampel disentrifugasi selama 15 menit pada kece-
patan 3000 rpm dan suhu 25 °C. Supernatan diambil
dari hasil sentrifugasi kemudian disimpan di lemari
pendingin (x4 °C) semalaman. Selanjutnya ekstrak
etanol tersebut disentrifugasi kembali selama 15
menit pada kecepatan 3000 rpm dan suhu 25 °C.
Supernatan diambil dan disaring menggunakan ker-
tas saring Whatman No. 41. Filtrat hasil penyaringan
disimpan dalam botol kaca gelap bertutup di lemari
pendingin, selanjutnya disebut sebagai ekstrak
minuman kakao. Ekstrak ini digunakan untuk analisis
karakteristik total fenolik dan flavonoid.

Kadar total fenolik

Kadar total fenolik pada sampel sebelum dan
setelah simulasi pencernaan dianalisis dengan me-
tode yang mengacu pada Laila et al. (2020). Reagen
Folin-Ciocalteu 10% sebanyak 1,5 mL ditambahkan
pada 1,5 mL ekstrak minuman kakao. Setelah itu, 1,5
mL akuades dan 2,5 mL larutan Na2COs 20%
ditambahkan lalu diinkubasi selama 30 menit dalam
kondisi gelap. Absorbansi sampel diukur meng-
gunakan spektrofotometer UV-Vis (UV Mini-1240
Shimadzu, Jepang) pada panjang gelombang 750
nm. Akuades digunakan sebagai blanko alat pada
pengukuran absorbansi menggunakan spektrofoto-
meter UV-Vis. Total fenolik dinyatakan sebagai mg
asam galat ekuivalen per g sampel (mg GAE/g)
berdasarkan kurva standar asam galat.
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Tabel 2. Formulasi larutan stok simulated gastric fluid (SGF) dan simulated intestinal fluid (SIF) untuk volume
akhir 500 mL
Table 2. Formulation of simulated gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid (SIF) stock solutions for a
final volume of 500 mL

SGF SIF
Konsentrasi pH 3 pH7
Larutan Garam Stok (Stock Volume Stok Konsentrasi Akhir Volume Stok Konsentrasi Akhir
(Salt Solutions) Concentration) dalam SGF dalam SIF
(mol/L) (Stock Vlf)lume) (Final Volume in (Stock VLolume) (Final Volume in
(mL) SGF) (mmol/L) (mL) SIF) (mmol/L)
KCI 0.5 6.9 6.9 6.8 6.8
KH2POa4 0.5 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCOs3 1 12.5 25 42.5 85.0
NacCl 2 11.8 47.2 9.6 38.4
MgClz(H20)e 0.15 0.4 0.1 11 0.33
(NH2)2CO3 0.5 0.5 0.5 - -
CaClz(H20)2 0.3 - 0.15 - 0.6

Sumber (Source): Minekus et al. (2014)

Kadar total flavonoid

Metode analisis total flavonoid mengacu pada
Halim et al. (2013). Ekstrak minuman kakao se-
banyak 5 mL dicampur dengan 5 mL larutan AICls
2%. Campuran dihomogenkan lalu didiamkan selama
10 menit dalam kondisi gelap. Absorbansi diukur
pada panjang gelombang 415 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Akuades digunakan se-
bagai blanko alat pada pengukuran absorbansi. Total
flavonoid dinyatakan dalam mg kuersetin ekuivalen
per g sampel (mg QE/g) berdasarkan kurva standar
kuersetin.

Indeks pemulihan dan indeks bioaksesibilitas
Recovery index (RI) atau indeks pemulihan
menunjukkan persentase fenolik atau flavonoid yang
terdapat pada fraksi terlarut di fase lambung, sedang-
kan bioaccessibility index (Bl) atau indeks bioaksesi-
bilitas adalah persentase fenolik atau flavonoid pada
fraksi terlarut yang telah melewati fase lambung dan
usus halus. Hasil perhitungan indeks ini menunjukkan
proporsi senyawa fenolik atau flavonoid yang tersedia
untuk dapat diserap di saluran cerna (Ortega et al.,
2011). Indeks pemulihan (RI) dan indeks bioaksesibi-
litas (BI) dihitung berdasarkan persamaan (1) dan (2).

RI (%) = A/ICx100
Bl (%) = B/Cx100

Keterangan: A= nilai total fenolik/total flavonoid
sampel setelah simulasi pencernaan fase lambung,
B= nilai total fenolik/total flavonoid sampel setelah
simulasi pencernaan fase usus, C= nilai total fenolik/
total flavonoid sampel sebelum melalui simulasi
pencernaan.

Analisis statistik

Pengolahan data hasil analisis total fenolik, total
flavonoid, indeks pemulihan serta indeks bioaksesi-
bilitas menggunakan Rancangan Acak Lengkap

31

(RAL) dengan dua kali ulangan dan setiap ulangan
di-analisis secara duplo. Komposisi zat gizi merujuk
pada certificate of analysis (CoA) produsen dan tidak
diolah secara statistik. Metode yang digunakan dalam
analisis data secara statistik adalah analisis ke-
ragaman (ANOVA) dan uji lanjut Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT) pada taraf 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Total fenolik dan total flavonoid minuman kakao
tanpa penambahan susu

Pengukuran kadar total senyawa fenolik dan
flavonoid dilakukan pada sampel minuman kakao
sebelum dan setelah melalui simulasi pencernaan.
Hasil pengukuran yang ditampilkan pada Gambar 1
menunjukkan bahwa terjadi penurunan kadar total
fenolik maupun total flavonoid pada sampel setelah
melalui simulasi pencernaan, khususnya pada fase
usus. Penurunan total fenolik tidak berbeda signi-
fikan, namun total flavonoid pada fase usus menurun
secara signifikan (p<0,05). Flavonoid sendiri meru-
pakan salah satu kelompok senyawa fenolik terbesar
khususnya yang teridentifikasi pada biji kakao segar
(Oracz et al., 2015). Total flavonoid pada sampel
minuman kakao tanpa susu terukur jauh lebih sedikit
jika dibandingkan dengan total fenolik pada sampel
yang sama. Hasil ini menunjukkan bahwa sebagian
besar senyawa fenolik pada sampel bukan termasuk
golongan flavonoid. Terlepas dari jenis bahan pangan
yang dianalisis, Gao et al. (2022) menyatakan bahwa
secara umum, terjadi penurunan total flavonoid pada
bahan pangan yang diproses dengan pemanasan
konvensional seperti sangrai dan pasteurisasi.
Penurunan senyawa flavonoid pada bubuk kakao
yang digunakan pada penelitian ini diduga akibat dari
berbagai paparan panas seperti pada tahap pengeri-
ngan, penyangraian, penggilingan, penyeduhan
hingga pasteurisasi sampel.
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2), angka-angka yang diikuti huruf yang berbeda pada analisis yang sama menunjukkan perbedaan signifikan

berdasarkan uji lanjut Duncan (p<0,05)

Note: Total phenolic content (TPC) (A), total flavonoid content (TFC) (B), values expressed as mean+standard error (n=
2), values with different superscript letters in column showed significant differences based on Duncan’s Multiple Range

Test (p<0.05)

Gambar 1. Total fenolik (A) dan total flavonoid (B) minuman kakao tanpa susu di tiap fase pencernaan
Figure 1. Total phenolic (A) and flavonoid content (B) of cocoa beverages without milk in each digestion phase

Penurunan kadar total fenolik dan flavonoid
pada minuman kakao setelah fase usus dapat ber-
kaitan dengan pengaruh pH yang berubah-ubah
selama simulasi pencernaan. Penelitian Qie et al.
(2021) menunjukkan bahwa pH pencernaan pada
fase usus secara signifikan meningkatkan kehilangan
senyawa katekin pada teh, kehilangan ini terukur
lebih banyak dibandingkan pada kondisi pH lambung.
Perubahan pH selama pencernaan akan memenga-
ruhi stabilitas senyawa fenolik, salah satunya dengan
mengubah struktur kimianya. Senyawa fenolik di-
laporkan dapat dengan mudah teroksidasi dalam
kondisi pH alkali, kondisi ini mengubah fenolik men-
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jadi kuinon yang dapat dengan mudah berikatan
secara kovalen dengan protein nukleofil (Tosif et al.,
2021). Reaksi ini akan membentuk kompleks yang
irreversible dan menurunkan kadar total fenolik.
Selain akibat perubahan pH, interaksi fenolik
dengan enzim pencernaan juga dapat membentuk
kompleks protein-fenolik yang dapat mengurangi
jumlah fenolik bebas atau fenolik terlarut yang
terukur. Qie et al. (2021) menyatakan bahwa afinitas
senyawa katekin dengan enzim tripsin lebih besar
dibandingkan pada katekin dengan enzim pepsin.
Adanya ikatan yang semakin kuat pada senyawa
kompleks fenolik-tripsin  membuatnya kehilangan
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aktivitas sebagai senyawa fenolik. Interaksi ini juga
dapat terjadi antara fenolik-pankreatin saat minuman
kakao memasuki fase pencernaan usus halus
sehingga menurunkan total fenolik terlarut pada
sampel.

Indeks pemulihan dan bioaksesibilitas fenolik
minuman kakao tanpa susu

Definisi bioaksesibilitas merujuk pada fraksi se-
nyawa yang mampu dilepaskan dari matriks pangan
di dalam saluran pencernaan sehingga tersedia untuk
diserap di usus halus (Odriozola-Serrano et al.,
2023). Bioavailabilitas diartikan sebagai laju penye-
rapan suatu senyawa untuk dapat terbawa hingga ke
sirkulasi darah. Dengan demikian, semakin tinggi
bioaksesibilitas suatu senyawa, maka akan semakin
tinggi juga bioavailabilitasnya (Odriozola-Serrano et
al., 2023). Penyerapan senyawa fenolik sebagian
besar terjadi di usus halus, walau beberapa dapat di-
serap di lambung (Kamiloglu et al., 2015; Konishi et
al.,, 2006; Rahman et al., 2022). Jumlah senyawa
fenolik yang dapat diakses di fase lambung dinyata-
kan dalam indeks pemulihan, sedangkan jumlah
fenolik yang tersedia untuk dapat diserap di fase usus

dinyatakan dalam nilai indeks bioaksesibilitas
(Martinez-Las Heras et al., 2017).

Turunnya total fenolik dan flavonoid di fase usus
membuat nilai indeks bioaksesibilitas lebih rendah
dibandingkan indeks pemulihannya (Tabel 3 dan
Tabel 4). Hal ini berkaitan dengan ketidakstabilan
senyawa fenolik di kondisi alkali pada pH usus dan
interaksinya dengan senyawa lain termasuk enzim
pencernaan (Deng et al., 2018; Cabrera-Ramirez et
al., 2020). Akibat tingginya penurunan total flavonoid
di fase usus, indeks bioaksesibilitas flavonoid ter-
hitung jauh lebih rendah dibandingkan indeks bio-
aksesibilitas total fenolik (Tabel 4). Hal ini menunjuk-
kan bahwa fenolik yang berhasil dilepaskan dalam
fraksi terlarut pada fase usus bukan termasuk kelom-
pok flavonoid. Banyak hal yang dapat memengaruhi
bioaksesibilitas senyawa fenolik. Terjadi berbagai
perubahan kimia selama sampel melalui fase pen-
cernaan, seperti hidrolisis, reduksi, oksidasi, dan
isomerasi (Sahu et al., 2023). Perubahan kimia ter-
sebut juga dipengaruhi oleh kondisi di dalam saluran
cerna, kompleksitas suatu matriks pangan, enzim
pencernaan serta struktur dan karakteristik senyawa
fenolik itu sendiri (Quan et al., 2020).

Tabel 3. Indeks pemulihan total fenolik dan total flavonoid minuman kakao
Table 3. Recovery index of total phenolic content in cocoa beverages

Indeks Pemulihan (Recovery Index) (%)

Sampel (Sample) Total Fenolik Total Flavonoid
(Total Phenolic Content) (Total Flavonoid Content)
Bubuk kakao (Cocoa powder) 97.95+1.742 74.34+20.51
Bubuk kakao + susu bubuk lemak utuh 128.83+25.65%° 33.35+£12.69
(Cocoa powder + whole-fat milk powder)
Bubuk kakao + susu skim bubuk 109.86+5.622 30.01+2.21
(Cocoa powder + skim milk powder)
Bubuk kakao + protein whey bubuk 202.67+7.67° 54.72+10.43
(Cocoa powder + whey protein powder)
p 0.054 0.410

Keterangan: Nilai disajikan sebagai rata-ratatstandar error (n= 2). Angka-angka yang diikuti huruf yang berbeda pada
kolom yang sama menunjukkan perbedaan signifikan berdasarkan uji lanjut Duncan (p<0,05)

Note: Values are expressed as meantstandard error (n= 2). Values with different superscript letters in column showed
significant differences based on Duncan’s Multiple Range Test (p<0.05)

Tabel 4. Indeks bioaksesibilitas total fenolik dan total flavonoid minuman kakao
Table 4. Bioaccessibility index of total flavonoid content in cocoa beverages

Indeks Bioaksesibilitas (Bioaccessibility Index) (%)

Sampel (Sample)

Total Fenolik
(Total Phenolic Content)

Total Flavonoid
(Total Flavonoid Content)

Bubuk kakao (cocoa powder) 82.26+4.30 9.42+0.57°
Bubuk kakao + susu bubuk lemak utuh 79.91£10.69 4.54+0.862
(Cocoa powder + whole-fat milk powder)
Bubuk kakao + susu skim bubuk 93.07+5.17 4.56+0.452
(Cocoa powder + skim milk powder)
Bubuk kakao + protein whey bubuk 98.05+18.52 7.54+0.73%
(Cocoa powder + whey protein powder)

p 0.826 0.052

Keterangan: Nilai disajikan sebagai rata-ratatstandar error (n= 2). Angka-angka yang diikuti huruf yang berbeda pada
kolom yang sama menunjukkan perbedaan signifikan berdasarkan uji lanjut Duncan (p<0,05)

Note: Values are expressed as meanzstandard error (n= 2). Values with different superscript letters in column showed
significant differences based on Duncan’s Multiple Range Test (p<0.05)

33



https://doi.org/10.6066/jtip.2025.36.1.28

Jurnal Teknologi dan Industri Pangan Vol. 36(1): 28-39 Th. 2025

Total fenolik dan total flavonoid minuman kakao
dengan tambahan susu

Penambahan ketiga jenis susu yang berbeda
pada penelitian ini dimaksudkan untuk mewakili
sebagian kecil dari berbagai jenis formulasi produk
minuman kakao yang ada di pasaran. Tabel 5 me-
nunjukkan kandungan nutrisi pada jenis susu yang
ditambahkan, mengacu pada sertifikat hasil analisis
yang dikeluarkan oleh produsen produk komersial
yang dipakai. Matriks susu yang ditambahkan me-
miliki kandungan protein, lemak, dan laktosa yang
berbeda-beda. Hal ini dapat memengaruhi pelepasan
senyawa fenolik selama pencernaan. Penambahan
susu bubuk dilakukan pada campuran kering ber-
sama bubuk kakao sebelum kemudian diseduh dan
dipasteurisasi. Pasteurisasi pada penelitian ini di-
maksudkan untuk menyerupai kondisi yang mungkin
dilakukan pada industri minuman kakao siap kon-
sumsi.

Tabel 5. Komposisi zat gizi masing-masing matriks

Susu
Table 5. Nutrient composition of each milk matrix
Komponen Susu Bubuk Susu Skim  Protein Whey
(bK) Lemak Utuh B.ubukl Bubuk
(Nutrients (Whole-Fat (Skim Milk (Whe_y
(db)) Milk Powder) Powder) Protein
(%) (%) Powder) (%)
Protein 24.23 32.94 12.50
(Protein)
Lemak 26.18 0.72 0.70
(Fat)
Laktosa 40.30 54.50 76.10
(Lactose)
Mineral 5.80 7.90 7.70
(Mineral)

Keterangan: bk= basis kering
Note: db= dry basis

Hasil pada Gambar 2 menunjukkan total fenolik
minuman kakao dengan tambahan susu lemak utuh
(CF), susu skim (CS), maupun whey (CW) pada
sampel produk asli (tanpa melalui simulasi pen-
cernaan) tidak menunjukkan perbedaan nilai yang
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa perbedaan
matriks susu yang ditambahkan tidak memberikan
pengaruh yang signifikan terhadap total fenolik pada
sampel produk asli (tanpa melalui simulasi pen-
cernaan). Gambar 2 juga menunjukkan terjadinya
peningkatan kadar total fenolik pada tiap sampel di
fase lambung, namun terjadi penurunan total fenolik
di fase usus. Peningkatan fenolik pada minuman
kakao dengan tambahan whey (CW) di fase lambung
terukur secara signifikan (p<0,05). Jika dilihat dari
Tabel 5, kandungan protein terendah ke tertinggi
berturut-turut yaitu pada protein whey bubuk, susu
bubuk lemak utuh, lalu susu skim bubuk. Pola ini
berhubungan dengan peningkatan total fenolik di fase
lambung dari tertinggi ke terendah, yaitu sampel
dengan tambahan protein whey (CW), susu skim
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(CS), lalu susu lemak utuh (CF). Secara tidak lang-
sung hasil ini juga menunjukkan bahwa perbedaan
jenis protein yang terkandung pada matriks susu
memengaruhi interaksinya dengan senyawa fenolik
dalam saluran cerna. Hamzalioglu et al. (2023) dan
Tosif et al. (2021) menyatakan bahwa fenolik memiliki
afinitas yang lebih besar dengan protein amorf (ka-
sein) dibandingkan dengan protein globular (whey).
Kasein cenderung akan mengendap di kondisi lam-
bung, termasuk fenolik yang sebelumnya berikatan
dengan protein ini (Ng-Kwai-Hang, 2011). Hal ini
dapat menjadi salah satu penyebab minuman kakao
dengan tambahan susu skim dan lemak utuh yang
masih mengandung kasein memiliki total fenolik di
fase lambung lebih rendah dibandingkan minuman
kakao dengan tambahan protein whey.

Walau minuman kakao dengan tambahan whey
(CW) memiliki total fenolik di fase lambung tertinggi,
namun fenolik bebas yang bertahan di fase usus
halusnya justru paling rendah. Hamzalioglu et al.
(2023) dalam studinya melaporkan bahwa interaksi
protein-fenolik terjadi lebih intens di fase usus halus,
didorong oleh kondisi pH yang sesuai di fase ter-
sebut. Namun, hasil penelitian tersebut menunjuk-
kan hasil yang berlawanan, bahwa interaksi protein-
fenolik mampu melindungi fenolik dari degradasi
yang terjadi pada fase usus halus. Hal ini mengonfir-
masi bahwa perilaku interaksi antara fenolik dengan
makromolekul lain dalam suatu matriks pangan yang
kompleks tidak dapat diprediksi (Gunal-Kéroglu et al.,
2023). Khususnya pada minuman kakao, hasil pene-
litian ini secara tidak langsung menunjukkan bahwa
senyawa fenolik pada bubuk kakao mampu mem-
bentuk ikatan dengan protein, lemak ataupun laktosa
yang terkandung pada masing-masing matriks susu,
sehingga total fenolik yang terukur lebih rendah di-
bandingkan minuman kakao tanpa matriks susu.

Indeks pemulihan dan bioaksesibilitas fenolik
minuman kakao dengan tambahan susu
Penambahan tiga jenis matriks susu menghasil-
kan indeks pemulihan dan bioaksesibilitas fenolik
yang lebih tinggi dibandingkan dengan sampel tanpa
tambahan susu, kecuali pada indeks pemulihan pada
sampel CF (Tabel 3 dan Tabel 4). Indeks pemulihan
menunjukkan nilai yang lebih tinggi dibandingkan
indeks bioaksesibilitas pada semua sampel. Hal ini
berarti lebih banyak fenolik dibebaskan di fase lam-
bung dibandingkan pada fase usus. Beberapa studi
melaporkan bahwa senyawa fenolik tertentu dapat
diserap di lambung melalui monocarboxylic acid
transporter (MCT) serupa dengan transporter yang
bekerja pada penyerapan fenolik di usus halus
(Konishi et al., 2006; Kamiloglu et al., 2015; Rahman
et al., 2022). Selain itu, kehadiran senyawa fenolik di
lambung dapat bermanfaat sebagai penghambat
peroksidasi lipid, membantu penyembuhan tukak
lambung serta mampu melindungi mukosa lambung
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dari lesi yang disebabkan oleh ulkus di lambung
(Sumbul et al., 2011; Jakobek et al., 2023).
Penambahan protein whey menunjukkan indeks
pemulihan fenolik tertinggi dan berbeda signifikan
(p<0,05) di antara sampel yang lain, sedangkan
indeks bioaksesibilitas fenoliknya tidak berbeda signi-

fikan. Indeks pemulihan yang tinggi menunjukkan
bahwa fenolik pada sampel dengan tambahan whey
lebih banyak dibebaskan pada fase lambung. Pele-
pasan fenolik yang lebih tinggi ini diduga akibat
interaksi fenolik-whey yang lebih mudah dibebaskan
di fase lambung.
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Keterangan: Total fenolik terlarut/TPC (A); Total flavonoid terlarut/TFC (B); Minuman kakao dengan penambahan susu
bubuk lemak utuh (CF); susu skim bubuk (CS); dan protein whey bubuk (CW); nilai dinyatakan dalam rata-ratatstandar
error (n= 2), angka-angka yang diikuti huruf yang berbeda pada analisis yang sama menunjukkan perbedaan signifikan
berdasarkan uji lanjut Duncan (p<0,05)

Note: Total phenolic content/TPC (A); Total flavonoid content/TFC (B); Cocoa beverages with full cream milk powder (CF);
skim milk powder (CS); and whey protein powder (CW); values expressed as meanz#standard error (n= 2), values with
different superscript letters in column showed significant differences based on Duncan’s Multiple Range Test (p<0.05)

Gambar 2. Total fenolik (A) dan total flavonoid (B) minuman kakao dengan tambahan susu di tiap fase

pencernaan
Figure 2. Total phenolic (A) and flavonoid (B) content of cocoa beverages with milk in each digestion phase
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Ng-Kwai-Hang (2011) menjelaskan bahwa ka-
sein akan menggumpal dan membentuk gel di
lambung akibat pH asam, sehingga pelepasan fenolik
dari senyawa kompleks yang terbentuk akibat
interaksi-nya dengan kasein (terkandung pada susu
full cream dan skim) membutuhkan waktu 2x lebih
lama dibandingkan jika fenolik berinteraksi dengan
whey, sehingga menyebabkan lebih banyak fenolik
dibebaskan pada sampel dengan tambahan whey.
Sedangkan ketika sudah mencapai pada fase usus,
sampel dengan tambahan susu full cream dan skim
yang mengandung kasein sudah dapat lebih mudah
dicerna. Hal ini dijelaskan oleh Ng-Kwai-Hang (2011)
bahwa kelompok protein kasein memiliki struktur
kurang rapat akibat proporsi prolin yang tinggi se-
hingga dapat lebih mudah dihidrolisis oleh enzim fase
usus. Hal ini diduga sebagai penyebab proporsi
fenolik pada fase usus tidak berbeda signifikan pada
semua sampel.

Berbeda dengan total fenolik, indeks pemulihan
dan bioaksesibilitas total flavonoid minuman kakao
dengan tambahan susu terhitung lebih rendah diban-
dingkan dengan minuman kakao tanpa tambahan
susu, walau tidak berbeda signifikan pada beberapa
sampel (Tabel 3 dan Tabel 4). Hal ini juga juga
ditunjukkan pada Gambar 2, terlihat bahwa total
flavonoid secara umum menurun signifikan (p<0,05)
setelah melalui fase lambung dan usus. Penurunan
total flavonoid sampel pada penambahan semua
jenis matriks susu di fase lambung dan usus me-
nunjukkan pola yang cukup seragam. Studi oleh
Balakrishnan dan Schneider (2020) menjelaskan
bahwa kehilangan flavonoid selama fase pencernaan
diakibatkan oleh rendahnya kestabilan flavonoid
pada kondisi pH pencernaan, khususnya pH alkali di
fase usus. Selain itu, interaksinya dengan makro-
molekul dalam matriks pangan dapat menyebabkan
kerusakan flavonoid atau pelepasan flavonoid de-
ngan makromolekul tersebut yang tidak optimal.

Perbedaan paling tinggi pada susu bubuk lemak
utuh dibandingkan dua jenis matriks susu lainnya
adalah pada kandungan lemaknya (Tabel 5). Pene-
litan sebelumnya melaporkan bahwa kandungan
lemak yang tinggi dapat meningkatkan ketersediaan
fenolik dalam saluran cerna, khususnya pada fase
usus (Emami et al., 2016). Teori ini berlawanan
dengan hasil pada Tabel 4 yang menunjukkan indeks
bioaksesibilitas minuman kakao dengan tambahan
susu lemak utuh (CF) justru yang paling rendah.
Namun, hal ini dapat dijelaskan karena meningkatnya
penyerapan fenolik berkaitan dengan sekresi garam
empedu yang juga meningkat selama pencernaan
makanan tinggi lemak. Garam empedu yang semakin
tinggi akan meningkatkan jumlah terbentuknya struk-
tur misel yang sekaligus meningkatkan stabilitas
fenolik (Gonzales et al., 2015). Peningkatan sekresi
garam empedu selama pencernaan tidak dapat ter-
jadi pada simulasi pencernaan secara statis seperti
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yang dilakukan pada penelitian ini, sehingga lemak
yang tinggi pada matriks dengan tambahan susu
lemak utuh tidak dapat meningkatkan bioaksesibilitas
fenolik. Penelitian selanjutnya direkomendasikan
untuk melihat pengaruh ini dengan mensimulasikan
proses pencernaan secara dinamis seperti simulator
of the human intestinal microbial ecosystem (SHIME)
dan simulator gastro-intestinal (SIMGI) (Go"sciniak et
al., 2022).

Penelitian ini secara keseluruhan merekomen-
dasikan penambahan protein whey susu pada produk
berbasis kakao khususnya dalam bentuk minuman
pasteurisasi, dengan tujuan untuk mendapatkan
ketahanan fenolik yang optimal di saluran cerna.
Selain jenis matriks susu yang ditambahkan, jenis
bubuk kakao non alkalisasi lebih direkomendasikan
untuk mendapatkan kandungan fenolik yang lebih
tinggi. Bubuk kakao jenis ini masih belum banyak
diminati di pasaran karena bubuk kakao yang telah
dialkalisasi (dutched cocoa) memiliki cita rasa dan
kelarutan yang lebih baik. Walau demikian, penelitian
terdahulu telah melaporkan bahwa proses alkalisasi
dapat menurunkan senyawa fenolik pada bubuk
kakao (Urbanska et al., 2019).

KESIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa penambahan
susu menurunkan total fenolik awal pada minuman
kakao sebelum melalui saluran cerna, namun jumlah-
nya meningkat pada fase lambung dan kembali turun
pada fase usus. Secara umum, indeks pemulihan dan
bioaksesibilitas fenolik meningkat pada minuman
kakao dengan tambahan susu. Penambahan protein
whey pada minuman kakao menghasilkan indeks pe-
mulihan fenolik tertinggi dibandingkan dengan tam-
bahan matriks susu lain. Hal ini menunjukkan bahwa
ketahanan dan pelepasan senyawa fenolik di saluran
cerna dipengaruhi oleh kompleksitas matriks pangan,
dalam hal ini adalah jenis matriks susu yang memiliki
komposisi protein dan lemak yang berbeda.
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