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ABSTRAK

IDENTIFIKASI SERTA APLIKASI SENYAWA ANTOSIANIN DARI BUAH
TERUNG BELANDA (Cyphomandra betacea sendf) SEBAGAI PEWARNA
ALAMI PADA MINUMAN

Oleh
Elisabet (07932018)

Sarjana Sain (S.Si) dalam bidang Kimia Fakultas MIPA Universitas Andalas
Pembimbing Dr. Adlis Santoni, MS dan Dr. Djaswir Darwis, MS. DEA

Fraksi etanol ekstrak buah terung belanda diidentifikasi mengandung senyawa
antosianin, dimana senyawa antosianin ini dapat digunakan sebagai pewarna alami
pada makanan dan minuman. Senyawa antosianin ini di ekstrak dengan menggunakan
metoda maserasi dengan pelarut etanol dengan penambahan asam asetat 25 % hingga
didapatkan pelarut pH 3. Ekstrak etanol yang mengandung antosianin ini
diidentifikasi dengan spektroskopi UV-vis dengan range lamda maksimum 200-600
nm. Antosianin diberi perlakuan variasi pH dan suhu. Untuk variasi pH diketahui
senyawa antosianin ini mengalami perubahan pada suasana netral ataupun basa.
Untuk variasi suhu dengan pemanasan 30°, 45°, 60°, 75°, 90°, dan 100°C terjadi
degradasi warna sebesar 6 %, 61%, 65.33%, 65.5%, 65.83%, dan 66.33% berturut-
turut. Kadar antosianin total yang di dapat pada penelitian ini adalah 161.98 mg/L dan
kadar monomer totalnya sebesar 143,61 mg/L. Aplikasi senyawa antosianin di
lakukan terhadap minuman dengan pH berbeda dimana warna yang menarik di
hasilkan pada penambahan antosianin ke dalam minuman ber-pH asam ( pH 3).



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND APPLICATION OF ANTHOCYANIN FROM

TAMARILLO (Cyphomandra betacea sendt) AS A NATURAL DYE FOR
BEVERAGES

By
Elisabet (07932018)

Bachelor of Science Chemistry
Faculty of Mathematic and Natural Science University of Andalas

Advised by Dr. Adlis Santoni, MS and Dr. Djaswir Darwis, MS, DEA

The etanol fraction from tamarillo was identified containing anthocyanin which can
be used as a natural dye for food and beverages. This anthocyanin was extracted by
using maceration method with etanol by the addition 25 % of acetic acid and resulted
the solution pH 3. The etanol extract which contains anthocyanin was identified by
UV-Vis spectrophotometer with the range of wavelength 200-600 nm. Anthocyanin
was treated by the variation of pH and temperature. From the pH variation, it was
known that the anthocyanin had changed in neutral or base condition. For the
variation of temperature by the heating at 30°, 45°, 60°, 75°, 90° and 100° C there
were degradation in color for 6 %, 61 %, 65.33 %, 65.5 %, 65.83 % and 66.3 %. The
total anthocyanin resulted 161.98 mg/L and the total monomer 143.61 mg/L. The
application of anthocyanin was treated to beverages with the variation of pH value
which resulted the interesting colors by the addition of anthocyanin to the acidic
beverages (pH 3).
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BABI
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Senyawa-senyawa kimia yang terdapat pada tumbuhan merupakan hasil dari

melakukan penelitian tentang isolasi, sintesis, uji bioaktifitas dan pemanfaatannya
lebih lanjut.’

Salah satu hasil metabolisme sekunder tersebut adalah golongan senyawa
antosianin. Senyawa antosianin ini merupakan turunan dari golongan flavonoid.
Salah satu manfaat dari senyawa antosianin ini adalah sebagai bahan pewarna
makanan. Penggunaan bahan tambahan pangan khususnya pewarna makanan banyak
mendapat sorotan karena produsen pangan olahan terutama skala industri rumah
tangga banyak menyalahgunakan pewarna yang sebenarnya bukan untuk pangan.
Alasan utama penyalahgunaan tersebut adalah karena pewarna food grade harganya
relatif mahal sehingga biaya produksi juga akan menjadi lebih mahal.

Disamping itu beberapa pewarna sintetikpun ternyata tidak aman digunakan
untuk pangan karena sifatnya yang toksik, bahkan beberapa diantaranya bersifat
karsinogenik. Oleh karena itu, perlu dicari sumber sumber pewarna alainiyang dapat
digunakan dalam pengolahan pangan sehingga dihasilkan pewarna yang aman dengan
harga relatif murah. ‘
antosianin yang termasuk golongan senyawa flavonoid. Salah satu tanaman yang
mengandung senyawa ini adalah terung belanda yang pada uji pendahuluan
memberikan hasil positif terhadap senyawa flavonoid. Pigmen ini berperan terhadap
timbulnya warna merah hingga biru pada beberapa bunga, buah dan daun.? Terung
belanda merupakan salah satu sumber dari berbagai tanaman yang menghasilkan zat

warna (pigmen) antosianin ini.



1.2 Perumusan masalah
1. Mengetahui kandungan metabolit sekunder dari buah terung belanda.
2. Mengetahui pengaruh pH dan suhu terhadap kestabilan antosianin.
3. Melihat perubahan warna terhadap penambahan antosianin ke dalam berbagai

minuman (aplikasi sebagai pewarna pada minuman).

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan mengaplikasikan pigmen
antosianin dari daging buah terung belanda (Cyphomandra betacea sendt) sebagai

alternatif zat warna alami pada minuman.

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi tentang adanya pigmen
antosianin yang terkandung pada buah terung belanda dan dapat di aplikasikan

sebagai alternatif pewarna alami dalam produksi minuman.



BAB IT
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Botani

Terung belanda merupakan tanaman yang dapat tumbuh pada ketinggian
antara 1000 — 1800 m di atas permukaan laut sehingga dapat tumbuh di daerah tropis
dan subtropis. Pada dataran rendah, pohon terung belanda tidak mampu berbunga,
sedangkan pada daerah sejuk, dapat mendorong pembungaan. Tanaman ini berbuah
matang pada musim dingin di daerah subtropik, dan jika ditanam di daerah tropis
buah matang setelah udara dingin.

Terung belanda tumbuh baik di daerah yang memiliki drainase baik,
kandungan organik dan kelembaban sedang serta tidak tahan terhadap genangan air.
Pohonnya berbuah lebat, berumur panjang, dan responsif terhadap pupuk kandang
dan tempat-tempat kering. Pohon terung belanda mulai berbuah setelah 1,5 — 2 tahun
dan terus produktif antara 5 — 6 tahun. Pohon akan terus berbuah sampai 11 hingga 12
tahun.

Terung belanda merupakan buah non klimaterik yang tidak akan mudah rusak
setelah pemanenan. Pada buah-buahan nonklimaterik, produksi karbondioksida dan
gas etilen setelah pemanenan sangat rendah dan tidak terjadi peningkatan selama
tahap pematangan. Lama musim panen terung belanda sekitar 6 — 7 bulan atau lebih.

Klasifikasi dari tumbuhan ini adalah sebagai berikut :

Divisi : Tracheobionta

Kelas : Magnoliopsida

SubKelas  : Asteridae

Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae

Genus : Cyphomandra

Spesies : Cyphomandra Betacea Sendt

Terung belanda dikenal juga dengan nama terung pirus, terung kori, terong

madras, tomat pohon atau tamarillo. Masyarakat Sumatera Utara menyebutnya tiung,



terong belanda, terong jepang atau terong berastagi. Secara umum di Indonesia
bernama Terung Belanda. Tanaman ini bukan tanaman asli Indonesia, melainkan
tanaman (dengan nama Tamarillo) yang didatangkan dari Amerika pada zaman
penjajahan Belanda. Terung belanda berupa tanaman perdu, tingginya 2 — 3 meter,
seling, bentuknya bundar telur sampai bentuk jantung. Bunga berada dalam rangkaian
kecil di ketiak daun, dekat ujung cabang, berwarna merah jambu sampai biru muda.
Terung belanda mempunyai komponen kimia yang lengkap. Buah terung
belanda mempunyai macam-macam antioksidan, baik yang berbentuk vitamin dan
yang bukan, seperti vitamin E, Vitamin A, Vitamin C, Vitamin B6, senyawa

karotenoid, antosianin dan serat.

2.2. Pigmen Antosianin

2.2.1. Tinjauan Umum

Antosianin adalah pigmen yang larut di dalam air yang memberikan warna merah,

ungu ataupun biru. Antosianin terdapat dalam tumbuhan tingkat tinggi, kebanyakan

terdapat pada bunga dan buah tetapi juga terdapat di dalam daun, batang dan akar.
Antosianin termasuk ke dalam kelompok flavonoid. Warna dari antosianin

tergantung pada struktur dan tergantung juga pada tingkat keasaman dari buah

tersebut. Kebanyakan antosianin bewarna merah pada keadaan asam dan bewarna

biru pada tingkat keasaman yang rendah. Secara kimia antosianin dibagi menjadi

aglikon antosianidin bebas gula dan glikosida antosianin. Kerangka dasar antosianin

berasal dari kation flavilium.

Gambar 1. Kerangka dasar Antosianin
Sumber : Marja P.Kahkonen dan Marina Heinonen (2009)
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Lebih dari 500 jenis antosianin telah diisolasi dari berbagai macam tanaman. Di
antaranya dapat dilihat pada tabel 1 berikut :

Tabel 1. Antosianin hasil isolasi dari berbagai macam tanaman

Antosianidin Pola substitusi Warna
3 5 6 7 3 4 5
Carajurin H H OH OH H OCH; | OCH;3 -
Arrabidin H H | OH | OH H OH | OCH3 -
3-
Hydroxyarra- | H H OH | OH OH OH | OCH; -
bidin
Apigenin H OH H OH H OH H Orange
Luteolin H OH H OH OH OH H Orange
Tricetinidin H OH H OH OH OH OH Merah
Pelargonidin | OH | OH H OH H OH H Orange
Auvrantinidin | OH OH OH OH H OH H Orange
Orange
Cyanidin OH OH H OH OH OH H
kemerahan
5-
orange
Methylcyani- | OH | OCH; | H OH OH OH H
] kemerahan
din
Peonidin OH OH H OH | OCH;| OH H Merah
Rosinidin OH OH H | OCH; | OCH; | OH H Merah




6-

Hydroxycya- | OH | OH | OH | OH OH OH H Merah
nidin
6-
Merah
Hydroxydelp | OH | OH | OH | OH OH OH OH o
kebiruan
hinidin
Merah
Delphinidin { OH OH H OH OH OH OH
kebiruan
Merah
Petunidin OH OH H OH | OCH;| OH OH
kebiruan
Merah
Malvidin OH OH H OH [OCH;|{ OH | OCH;
kebiruan
Merah
Pulchellidin { OH { OCH; { H OH OH OH OH .
kebiruan
Merah
Eupinidin OH |OCHs;| H OH | OCH; | OH OH
o I o o o kebiruan
Merah
Capensinidin | OH | OCH; | H OH | OCH;{ OH | OCH; )
kebiruan
Merah
Hirsutidin OH OH H {OCH; | OCH;| OH | OCH; .
kebiruan

Sumber : Maarit Rein (2005).

sianidin-3-0-(6"’-0-o-ramnopiranosil-B-glukopiranosid) dan delpinidin 3-O-(6’’-O-

a-ramnopiranosil-B-glukopiranosid) dari tangkai daun singkong (Manihot esculenta

Crantz) dengan menggunakan metoda kromatografi dan struktur senyawa tersebut

dijelaskan dengam menggunakan spektroskopi homo- dan heteronuklir magnetik

resonansi. Kandungan senyawa ini diperkirakan sebesar 92 % untuk sianidin-3-O-
(6°’-0O-a-ramnopiranosil-B-glukopiranosid) dan 4 % untuk delpinidin 3-O-(6"’-O-a-




ramnopiranosil-B-glukopiranosid). Gambar 4 berikut adalah senyawa hasil isolasi

antosianin dari tangkai daun singkong’

OH
OH
]
HO o
\ R
Z 0 OH
OH
O [ Son
OH
HO
CH g
HO )
HO

Gambar 4. Struktur antosianin yang diidentifikasi dari Manihot esculenta, R = H :
sianidin-3-0-(6’’-O-a-ramnopiranosil-p-glukopiranosid) dan R = OH :
delpinidin 3-0-(6’’-O-a-ramnopiranosil-B-glukopiranosid).

melakukan penelitian tentang aktifitas antioksidan dari antosianin beserta aglikonnya
terhadap LDL manusia (Low Density Lipoprotein), bulk dan emulsi metil linoleat.
Mereka menggunakan 6 golongan antosianidin (aglikon) yaitu pelargonidin, sianidin,
penambahan senyawa 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Kebanyakan antosianin
dan aglikonnya bertindak sebagai antioksidan kuat di dalam emulsi dan LDL. Dari
data yang diperoleh di dalam emulsi, aktifitas antioksidan glikosida dan aglikonnya
tidak berbeda jauh. Di dalam LDL aktifitas antioksidan untuk aglikon lebih tinggi di



banding glikosidanya. Sedangkan di dalam bulk glikosida lebih efektif dibanding

dengan aglikonnya.?

2.2.2 Sifat-sifat Antosianin
Antosianin seperti pigmen alami lainnya memiliki tingkat kestabilan yang rendah.
faktor yang dapat mempengaruhi kestabilan dari antosianin ini adalah struktur dari
pigmen itu sendiri, pH, suhu, dan tipe pelarut. Warna dan kestabilan dari antosianin
sangat tergantung pada pH. Antosianin stabil dan memberikan warna cerah pada pH
menjadi tak bewarna pada pH berkisar 4 — 5.5

Pada kisaran pH 1-3 pigmen antosianin berada dalam bentuk ion oxonium (I)
yang bewarna merah dan merupakan bentuk yang paling stabil. Bentuk tersebut dapat
mengalami hidrolisis pada pH yang lebih tinggi menjadi pseudobasa (I) yang tidak
bewarna. Pseudobasa yang terbentuk ini dapat mengalami kesetimbangan tautomerik
(kesetimbangan antara bentuk keto dan bentuk enol) menghasilkan alfa diketon.”

Kestabilan dan tingkat degradasi antosianin khususnya dipengaruhi oleh suhu.
Kestabilan termal dari antosianin di lakukan dengan variasi suhu dan pH. Dengan
adanya oksigen dan interaksi dengan senyawa lain, seperti gula dan asam askorbat
juga mempengaruhi kestabilan antosianin.®

Degradasi antosianin dapat terjadi selama proses ekstraksi, aplikasi pada

mengenai faktor kestabilan antosianin terlihat menentukan dalam apliksai yang
bereputasi baik dalam komponen makan sebagai bahan pewarna. Faktor menarik
yang terkait kuat sebagai pewarna diperlihatkan antosianin sebagai fakta
tergantung pada pH : kation flavilium, basa karbinol, kalkon, basa quinonoidal, dan
basa anionik quinonoidal®. Hal ini dapat terlihat pada Gambar 5 berikut ini

10



OH

basa anionik quinonoidal (A")

(biru)

kation flavilium (AH")
(merah)
(tak bewarna)
OH
OH
HO OH
O Ogluc O —_—
F
OH o E-kalkon (C)
Z- kalkon(C) (Kuning)
(kuning)

Gambar 5 Perubahan struktur antosianin (siaanidin 3-O-glucosida) di dalam larutan
tergantung pada pH larutan °,
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2.2.3. Biosintesis Antosianin

Jalur biosintesis antosianin digambarkan pada genetik dan tingkat enzimatik, dengan
urutan gen yang tersedia untuk semua langkah kunci biosintetis antosianin utama dan
juga untuk beberapa modifikasi aktifitas sekunder. Pigmen dasar adalah antosianidin,
dengan glikosilat menjadi bentuk antosianin.

Biosintesis antosianin secara garis besar dapat dilihat pada Gambar 6 °

Phenylalanin Pl HOW‘/((> P \’H/O/

Smamat 4-kumarat o 4 koumarml-
CHS
OH OH
OH @/
HO [0} HO. OH
HO O .‘\\\©/ F3H Y CHI l
I -
OH OH O OH O
oH 0O . . Naringenin kalkon
. Naringenin
Dihidrokaempferol Flavanon
Dihidroflavonol

1DFR
oH O OH
HO o “\\\©/ ans MO O 8\
—
A

OH OH
OH OH
Iit‘:ucopelarg?niqlin Pelargonidin
eucoantosianin Antosianidin

l F3GT

OH
HO. 8\ O
i Z o—acic

Pelargonidin 3-O-glukosida
Antesianin

Gambar 6. Biosintesis antosianin
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2.3 Karakterisasi Antosianin

2.3.1 Metoda identifikasi dengan spektroskopi UV-Vis

Secara kimia, flavonoid ini secara alami terbentuk sebagai glikosida flavilium atau
garam 2- fenilbenzopirilium dan kebanyakan tergolong menjadi 6 antosianidin :
pelargonidin, sianidin, peonidin, delfinidin, petunidin dan malvidin. Sebagian
gulanya bertukar-tukar tapi biasanya glukosa, ramnosa, galaktosa atau arabinosa.
Gula ini dapat berupa monosakarida atau disakarida, dan dapat berupa asilat dengan
fenolik atau asam alifatik. Senyawa ini berbeda di dalam pola substitusi metoksil dan

maksimumnya jika diukur menggunakan spektrofotometer UV-vis.?
R1

OH

HO *
O X R2
Z No—R3

OH
Tabel 2. Struktur utama anthosianin-3-O-glukosida di dalam buah-buahan dan

masing-masing panjang gelombang pada serapan maksimum di daerah sinar tampak.

Antosianin R1 R2 Amax (M)
R3=H R3 = gluc

Delfinidin OH OH 546 541
Petunidin OH OCH; 543 540
Malvidin OCH; OCH; 542 538
Sianidin OH H 535 530
Peonidin OCH; H 532 528
Pelargonidin H H 520 516

* dalam metanol dengan 0.01% HCI (Harborne 1984; Giusti et al. 1999)
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jenis antosianin berdasarkan serapan maksimum pada panjang gelombang visible

yang dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Jenis antosianin berdasarkan lamda maksimum’

5

Antosianin” Sistem pelarut A vis- Molar Referensi
max absorptivity
. (nm) ®)
Cyanidin (Cyd)
Cyd 0,1% HCI dalam 510,5 24600 Schou, 1927
etanol
0,1% HCI dalam 547 34700 Ribereau-
etanol Gayon, 1959
Cyd-3-ara 15:850,1 N 538 44400 Zapsalis and
HCl/etanol Francis,
1965
15:850,1 N 535 44460 Fulcki and
HCl/etanol Francis,
1968a
Cyd-3,5-diglu 0,1 N HCI 520 30175 Niketic-
Aleksic and
Hrazdina, 1972
Metanol/HCl 508,5 35000 Brouillard and
El Hache
Chahine, 1980
Cyd-3-gal 0,1% HC] dalam 530 34300 Siegelman and
metanol Hendricks,
1958
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15:850,I N 535 44900 Sakamura and
HCl/etanol Francis,
1961
15:850,1 N 535 46200 Zapsalis and
HCl/etanol Francis,
1965
15:850,1 N 535 46230 Fuleki and
HCVetanol Francis,
1968a
HCI dalam metanol | 530 30200 Swain, 1965
Cyd-3-glu Buffer pH 1 510 26900 Jurd and Ascn,
1966
0,1 NHCl1 520 25740 McClure, 1967
1% HCI dalam 530 34300 Siegelman and
metanol Hendricks,
1958
10% etanol, pH 1,5 | 512 18800 Heredia et al.,
1998
Cyd-3-rut Buffer pH 0,9 510 7000 Figueiredo et
al., 1996
1% HCI 523 28840 Swain, 1965
Cyd-3-sam-5-glu Buffer pH 0,9 522 3600 Figueiredo et
al., 1996
Cyd-3-sam-5-glu + | Buffer pH 0,9 538 21200 Figueiredo t
sinapic + al.e, 9961
caffeic + malonic
Cyd-3-sam-5-glu + | Buffer pH 0,9 528 15100 Figueiredo t

sinapic + Ferulik

al.e, 9961
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Cyd-3-sam-5-glu+ | Buffer pH 0,9 538 20100 Figueiredo t
sinapic + al.e, 9961
ferulic + malonic
Cyd-3-sam-5-glu + | Buffer pH 0,9 536 19000 Figueiredo et
sinapic + al., 1996
p-coum + malonic
Cyd-3-soph-5-glu Metanol/HC1 524 37150 Hrazdina et al.,
1977
Cyd-3-soph-5-glu + | Metanol/HCI 528 32360 Hrazdina et al.,
malonic 1977
Cyd-3-soph-5-glu + | Metanol/HCI 528 37150 Hrazdina et al.,
sinapic 1977
Cyd-3-soph-5-glu + | Metanol/HCI 530 38020 Hrazdina et al.,
di-sinapic 1977
Cyd-3-soph-5-glu + | Metanol/HCl 528 32360 Hrazdina et al.,
ferulic 1977
Cyd-3-soph-5-glu + | Metanol/HCI 530 34670 Hrazdina et al.,
di-ferulic 1977
Cyd-3-soph-5-glu+ | Metanol/HCI 526 38020 Hrazdina et al.,
p-coumaric 1977
Cyd-3-soph-5-glu + | Metanol/HCIl 528 32360 Hrazdina et al.,
di-p-coumaric 1977
Delphinidin (Dpd)
Dpd 0,1% HCI dalam 522.5 34700 Schou, 1927
etanol

Dpd-3-glu 1% HCI dalam 543 29000 Asenet al.,

| metanol 1959
Mvd 0,1% HCI dalam 520 37200 Schou, 1927

etanol
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0,1% HCI dalam 557 36200 Ribereau-
etanol Gayon, 1959
Mvd-3,5-diglu 0,1% HCI dalam 519 10700 Schou, 1927
etanol
0,1% HCl dalam | 545 10300 | Ribereau-
etanol Gayon, 1959
0,1 N HCI 520 520 Niketic-
Aleksic and
Hrazdina, 1972
Mvd-3-glu 0,1% HCl dalam 546 13900 Somers, 1966
metanol
0,1% HCI dalam 538 29500 Koeppen and
metanol Basson,
1966
0,1 NHCI 520 28000 Niketic-
Aleksic and
Hrazdina, 1972
Metanol, pH 1,0 535 36400 Metivier et al.,
1980
10% etanol, pH 1,5 520 20200 Heredia et al.,
1998
Mvd-3-glu + p- 0,1% HCI dalam 536 30200 Koeppen and
coum metanol Basson,
1966
Pelargonidin (Pg)
Pg 0,1% HCl dalam 504,5 17800 Schou, 1927
etanol
0,025 M buffer 505 18420 Giusti et al.,
KCL pH 1,0 1999
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0,1% HCI dalam 524 19780 Giusti et al.,
metanol 1999
Pg-3,5-diglu HCI dalam 510 32360 Swain, 1965
methanol
Pg-3- BufferpH 0.8 512 28000 | Danglesetal.,
(dicaffeoylglu)- 1993
soph-5-glu
Pg-3-gha 1% HCl dalam air 496 27300 Jorgensen and
Geissman,
1955
36600 Wrolstad et al.,
1970
1% HCl 513 22390 Swain, 1965
1% HCI dalam 516 31620 Swain, 1965
etanol
0,025 M buffer 496 15600 Giusti et al.,
KCL, pH 1,0 1999
0,1% HCI dalam 508 17330 Giusti et al.,
metanol 1999
Pg-3-rut-5-glu +p- | 0,025 M buffer 504 32080 Giusti et al.,
coumaric KCi,pH 1.0 1999
0,1% HCI dalam 511 39591 Giusti et al.,
metanol 1999
Pg-3-soph-5-glu Buffer pH 0,8 498 | 18000-20000 | Dangles et al.,
1993
| 0,025 M buffer 497 25370 | Giustietal.,
| K1, pH 1,0 1999
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0,1% HCI dalam 506 30690 Giusti et al.,
metanol 1999
Pg-3-soph-5-glu + 0,025 M buffer 506 30690 Giusti et al.,
ferulik KCl, pH 1.0 1999
0,1% HCldalam | 507 | 29636 ~ | Giustietal,
metanol 1999
Derivate Pg-3-soph- | Buffer pH 0,8 498 | 18000-20000 | Dangles et al.,
5-glu caffeoyl 1993
Pg-3-soph-5-glu + 0,025 M buffer 506 28720 Giusti et al.,
p-coumaric KCI, pH 1,0 1999
0,1% HCI dalam 508 34889 Giusti et al.,
metanol 1999
Pg-3-soph-5-glu+ | 0,025 M buffer 508 33010 Giusti et al.,
p-coumaric + KCl, pH 1,0 1999
malonic 0,1% HCI dalam 508 39785 Giusti et al.,
metanol 1999
Pg-3-soph-5-glu + 0,025 M buffer 508 31090 Giusti et al.,
ferulic + KCl, pH 1,0 1999
malonic 0,1% HCI dalam 508 39384 Giusti et al.,
metanol 1999
Peonidin (Pnd)
Pnd 0,1% HCI dalam 511 37200 Schou, 1927
etanol
15:850,1 N 532 40800 Sakamura and
‘HCl/etanol Francis,
1961
‘Pnd-3-ara ~ =~ | 15850,IN [ 5327 | 46100 |Zapsalisand
HCl/etanol Francis,
1965
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15:850,1 N 532 46070 | Fuleki and
; HClV/etanol ! ; Francis,
| - | 1968a
"Pnd-3,5-diglu 0.1 N HCI 520 36654 | Niketic-
i Aleksic and f
Hrazdina, 1972 |
 Pnd-3-gal 15850, N 532 43400 | Sakamwia and
HCl/etanol Francis,
: 1961
15850, N 532 | 48400 | Zapsalisand
| HCl/etanof i Franeis,
1965
158501 N 531 48340 | Fuleki and
HCl/etanol Francis,
| ' 1968a
Pnd-3-glu 0,1%HCl dalam | 536 11300 | Somers, 1966
: 'metanol |
10%ectanol pH L5 | 512 14100 | Herediaetal,
1998
| Peturidin (Ptd}
Ptd-3,5-diglu 0,1 N HCI 520 33040 | Niketic-
‘ ' . Aleksic and
Hrazdina, 1972
5 "HCT dalam 535 73440 | Swain, 1965
metanol |
Ptd-3-glu 0,1%HCldalam | 546 | 12900 | Somers, 1966
metanol : :
10% etanol, pH 1.5 | 520 18900 | Heredia of al.,
1998
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3Singkatan : ara: arabinosida; gal: galaktosida; glu: glukosida; rut: rutinosida;
sam: sambubtosida; soph: sophorosida. Sumber : Momica Giusti dam Romald E.
Wrolstad (2001).

2.3,2 Spektroskopi UV-Vis
Spektram di dacrah tampak (tampak bagi marasia) sama dengan gefombang calaya
400 — 800 x 10 m cahaya di daerah ultraviolet mempunyai panjang gelombang yang
lebikt pendek yaita 200 — 400 x 10°* m. Biasanya panjang gelombang ini dinyatakan
di dalam nanometer (1 nm = 10 m). energi yang terlibat dalam radiasi ultraviolet
sama dengan 75 — 150 kkal/mo}, dan energi di daeral sinar tampak adalah 37 — 75
kkal/mol.

TFransist di daerah tampak ataw ultraviolet adafab transist Hal ime dikastkam

melakukan peralihan ini.
pita tergantung pada struktur molekul dan jumlah molekul yang menyerap yang
terdapat pada lintasan sinar. Serapan (absorban) yaitu logaritma dart perbandingan
sinar yang masuk terhadap sinar yang meninggalkan sampel, dinyatakan dengan
persarmaat
A=gcl  (Hukum Beer)

Dimana & adalah absorptivitas molar (kadangkadang dinamakan extinction
coefficient), ¢ adalah konsentrasi larutan dalam mol/liter, dan I adalah panjang sampel
yang dilalut oleh sinar, dalam sentimeter. Nilai € untuk setiap molekul adalak: tetap
dan merupakan ciri suatu struktur molekul.

Spektra UV-Vis wmumnya diganakan wtak mendetekst adanya konjugasi.
Pada umumnya molekul tanpa ikatan ganda-dua dan molekul dengan hanya satu
ikatan ganda-dua tidak menyerap sinar di daerah 200-80¢ nm. Sistem: konjugasi dapat
dideteksi pada daerah ini, dan semakin banyak konjugasi semakin panjang gelombang
serapan maksimumnya."’
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Pemakaian spektroskopi UV dalam penentuan struktur molekul senyawa
organik prinsipnya transisi elektron dari orbital yang memiliki tingkat
energi yang lebih rendah ke tingkat energi yang lebih tinggi. Elektron dalam molekul
pada keadaan biasa berada pada tingkat energi dasar. Adanya energi yang berasal dari
energi elektromagnetik dapat berinteraksi dengan molekul organik, akibatnya
elektron yang berada pada keadaan dasar dapat berpindak: ke orbital yang lebik tinggi
elektronnya (tereksitasi). Bagian molekul yang mampu menyerap energi untuk
metakulan proses eksitast disebut kromofor."-"
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BAB III
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan mulai bulan Februari 2011 sampai dengan Juni 2011
bertempat di Laboratorium Kimia Organik Bahan Alam Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Andalas Padang.

3.2, Alat dan Bahan

3.2.1. Alat

stirrer, spektrofotometer UV-1700 Series, lampu UV 254 nm dan 365 nm, plat tetes,-
oven, kertas saring, alumunium foil,penangas air, plat KLT serta peralatan gelas

yang umum digunakan dalam laboratorium.

3.2.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah buah terung belanda segar matang yang diambil
secara random dari kebunnya, dan bahan kimia berupa pelarut organik seperti etanol
teknis yang didistilasi, metanol teknis yang didistilasi, etil asetat teknis yang
didistilasi, n-heksana teknis didistilasi, buffer pH 1, buffer pH 3, buffer pH 5, buffer
pH 7, buffer pH 9 dan bahan kimia lainnya seperti NaOH 1%, klorofom, HCI pekat,

logam Mg, FeCls, anhidrida asetat, H,SO4 pekat, dan pereaksi Meyer.

3.3. Pengambilan dan Persiapan Sampel

Sampel yang diperlukan untuk penelitian diperoleh dari daerah Alahan Panjang,

dipisahkan dari kulitnya, dihaluskan, kemudian ditimbang.
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3.4.1 Pembuatan Larutan CH;COONH, 0,5 % , CH;COOH 2 %, KH,PO,
0,01 M dan NaOH 0,1 M.

Larutan CH;COONH, 0,5 % dibuat dengan melarutkan 0,5 g CH;COONH, dalam
labu ukur 100 ml dengan aquadest dan larutan CH;COOH 2 % dibuat dengan
melarutkan 2 mL CH3COOH glacial dalam labu ukur 100 mL dengan aquadest.
Larutan KH,PO4 0,01 M dibuat dengan melarutkan 0,136 g KH,PO,4 dalam labu ukur
100 mL dengan aquadest. Larutan NaOH 0,1 M dibuat dengan melarutkan 0,4 g
NaOH dalam labu ukur 100 mL dengan aquadest.

3.4.2 Pembuatan Buffer pH 1

Larutan buffer pH 1 dibuat dengan mencampurkan 50 mL CH3;COONH, 0,1 M dan
sejumlah CH;COOH glacial sambil diukur dengan menggunakan pH meter hingga di
dapatkan larutan pH 1.

3.4.3 Pembuatan Buffer pH 3

Larutan buffer pH 3 dibuat dengan melarutkan 0,05 g CH3COONH;4 dan 2,41 ml
CH3COOH glasial, diencerkan dalam labu ukur 100 mL. pH larutan ditepatkan 3
dengan penambahan sedikit demi sedikit CH3COOH 2 % atau CH3;COONH,4 0,5 %

sambil diukur dengan menggunakan pH meter.

3.4.4 Pembuatan Buffer pH 5
Larutan buffer pH 5 dibuat dengan melarutkan 1,824 g CH;COONH,4 dan 0,87 mL

dengan penambahan sedikit demi sedikit CH;COOH 2 % atau CH;COONH,4 0,5 %
sambil diukur dengan menggunakan pH meter.
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3.4.5 Pembuatan Buffer pH 7

Larutan buffer pH 7 dibuat dengan mencampurkan 50 mL KH,PO; 0,01 M dan
sejumlah NaOH 0,1 M sambil diukur dengan menggunakan pH meter hingga di
dapatkan larutan pH 7.

3.4.6 Pembuatan Buffer pH 9

Larutan buffer pH 9 dibuat dengan mencampurkan 50 mL. KH,PO4 0,01 M dan
sejumlah NaOH 0,1 M sambil diukur dengan menggunakan pH meter hingga di
dapatkan larutan pH 9.

3.5 Uji Profil Fitokimia

Metode pemeriksaan kandungan flavonoid, triterpenoid, steroid, dan senyawa fenolik,
diadopsi dari Simens et.al.", yaitu :

2 gram sampel segar dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian dimaserasi

Kemudian disaring panas-panas ke dalam tabung reaksi lain dan biarkan seluruh
metanol menguap hingga kering. Lalu ditambahkan kloroform dan air suling dengan
perbandingan 1:1 masing-masingnya sebanyak 5 mL, kocok dengan baik, kemudian
pindahkan ke dalam tabung reaksi, biarkan sejenak hingga terbentuk dua lapisan
kloroform-air. Lapisan kloroform di bagian bawah digunakan untuk pemeriksaan
senyawa triterpenoid dan steroid. Sedangkan lapisan air digunakan untuk
pemeriksaan senyawa flavonoid, fenolik dan saponin.
1. Pemeriksaan Flavonoid (Sianidin Tes)
Sebagian dari lapisan air diambil dan dipindahkan dengan menggunakan pipet ke
dalam tabung reaksi, kemudian tambahkan asam klorida pekat dan beberapa butir
bubuk magnesium, terbentuknya warna orange sampai merah menunjukkan

adanya flavonoid (kecuali untuk flavon).

25



2. Pemeriksaan Fenolik
Sebagian dari lapisan air diambil dan dipindahkan dengan pipet ke dalam tabung
reaksi kecil, kemudian tambahkan pereaksi FeCl;, terbentuknya warna biru/ungu
menandakan adanya kandungan senyawa fenolik.

3. Pemeriksaan Saponin
Dari lapisan air, kocok kuat-kuat dalam sebuah tabung reaksi, terbentuknya busa
yang tidak hilang dengan penambahan beberapa tetes HCl pekat menunjukkan
adanya saponin.

4. Pemeriksaan Triterpenoid dan Steroid (Lieberman Buchard)
Dari lapisan kloroform diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam tiga lubang plat
tetes, biarkan hingga kering. Ke dalam satu lubang plat tetes ditambahkan H>SO4
pekat, ke dalam lubang plat tetes lainnya ditambahkan setetes anhidrida asetat dan
setetes HySO,4 pekat. Terbentuknya warna hijau atau hijau biru menandakan
adanya steroid, sedangkan bila terbentuknya warna merah atau merah ungu
menandakan adanya triterpenoid.

5. Pemeriksaan Alkaloid
Sampel sebanyak 2 — 4 gram dipotong kecil-kecil, kemudian dihaluskan dalam
lumpang dengan penambahan sedikit pasir dan 10 mL kloroform-amoniak 0,05 N,

dalamnya diletakkan kapas sebagai penyaring dan hasil saringan dimasukkan ke
dalam sebuah tabung reaksi, kemudian tambahkan 10 tetes HSO4 2 N dan kocok
secara perlahan. Biarkan sejenak sampai terbentuk pemisahan lapisan asam dan
kloroform. Lapisan asam diambil dengan bantuan pipet dan dipindahkan ke dalam
sebuah tabung reaksi. Kemudian tambahkan pereaksi Meyer, reaksi positif
ditandai dengan adanya endapan putih (+4), kabut putih tebal (+3), kabut putih
tipis (+2), kabut putih sangat tipis (+1).
6. Pemeriksaan Kumarin

Sampel sebanyak 2 — 5 gram dirajang halus dan diekstrak dengan pelarut metanol.
Hasil ekstrak ditotolkan pada batas bawah plat KLT dengan menggunakan pipa
kapiler, dibiarkan kering pada udara terbuka. Kemudian dielusi dalam bejana yang
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lampu UV (365 nm). Hasil KLT kemudian disemprot dengan larutan NaOH 1%
dalam etanol : air (1 : 1), dan selanjutnya dilihat dibawah lampu UV (365 nm).
Adanya fluoresensi yang bertambah terang setelah disemprot dengan NaOH 1%

menandakan adanya senyawa kumarin.

Maserasi merupakan metoda ekstraksi yang biasa digunakan untuk mengisolasi
konstituen kimia tertentu di dalam jaringan tumbuhan dengan menggunakan pelarut.
Teknik maserasi dipilih karena sifat senyawa yang terdapat dalam sampel belum
diketahui dengan jumlah sampel yang cukup banyak. Di samping itu, pengerjaan
dengan teknik ini lebih mudah dan sederhana.

Sebanyak 500 gram daging buah terung belandayang telah dihancurkan
dimasukkan ke dalam wadah dan dimaserasi dengan menggunakan etanol sebanyak
1 L selama 4 hari. Proses maserasi dilakukan secara berulang hingga pelarut hasil
penyaringan berwarna hampir sama dengan pelarut yang akan dimasukkan. Hasil
yang diperoleh dari proses maserasi kemudian disaring dan diuapkan pelarutnya
menggunakan serangkaian alat vakum-stirrer, sehingga diperoleh ekstrak etanol.
mengandung air. Air ini dihilangkan dengan menambahkan Na;SO; anhidrat
sehingga diperoleh ekstrak pekat etanol.

- data yang terdapat pada literatur.
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3.8 Perlakuan Terhadap Sampel

3.8.1 Variasi Konsentrasi

Ekstrak pekat etanol yang telah diperoleh divariasikan konsentrasinya dari
konsentrasi 1% - 5%. Gunanya untuk mengetahui konsentrasi maksimum yang akan

spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang 200 — 600 nm.

3.8.2 Variasi pH

Dari spektrum UV hasil pengukuran variasi konsentrasi, diketahui bahwa konsentrasi
optimum berada pada konsentrasi 5%. Selanjutnya sampel berkonsentrasi 5% ini di
variasikan pHnya yaitu pH 1, pH 3, pH 5, pH 7, dan pH 9. Tiap-tiap variasi pH

200 - 600 nm.

3.8.3 Variasi Suhu

Selanjutnya sampel dengan pH 3 di variasikan suhunya yaitu 30°C, 45°C, 60°C, 75°C,
90°C, dan 100°C. Tiap-tiap variasi suhu diukur menggunakan spektrofotometri UV-
Vis dengan panjang gelombang 200 — 600 nm.

3.9 Aplikasi Pigmen Antosianin

Pigmen antosianin yang diperoleh di aplikasikan terhadap dua minuman ringan
dimana minuman yang digunakan berbeda tingkat keasamannya (pH). Minuman
ringan yang digunakan adalah minuman ringan bersoda dan minuman susu
fermentasi. pH dari masing-masing minuman harus diketahui terlebih dahulu.
Perlakuan terhadap aplikasi ini adalah variasi konsentrasi pada pH yang berbeda

untuk melihat perubahan warna pigmen antosianin di dalam minuman.
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3.10 Penentuan Kadar Total Monomer Antosianin Dan Kadar Total Antosianin
Kadar total monomer antosianin dan kadar total antosianin dalam sampel dapat
dihitung dengan menggunakan rumus :

a. Kadar total monomer antosianin

A=( Ay vis max- A700 nm)pH 1~ (Ax vis max~ A700 nm)pH 5

AXMWX DFX 1000

Kadar total Monomer Antosianin (mg/L) = =~

b. Kadar total antosianin

A'=( Ay vis max~ A700 nm)pH 1
A'XMWXDFX 1000

Kadar Total Antosianin (mg/L) = X1

Dimana : MW = berat molekul sianidin 3-glukosida (g/mol)
DF = faktor pengenceran
& = molar absorbsifitas (L x mol” x cm™)
1  =tebal kuvet ( 1 cm)
1000 = pengubah g menjadi mg
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BABIV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada bagian daging buah terung belanda dilakukan uji pendahuluan profil fitokimia
seperti yang dicantumkan pada tabel 4.
Tabel 4 . Uji pendahuluan profil fitokimia daging buah terung belanda

Kandungan
No Pereaksi Keterangan
Kimia
1. | Alkaloid Dragendorff, Meyer v
2. | Flavonoid Shinoda (Mg/HCI) y
3. | Fenolik FeCl; v
NaOH 1% + Fluoresensi ﬁA*i
4. | Kumarin v
dengan UV
5. | Terpenoid Liebermann-Burchard v
6. | Steroid Liebermann-Burchard -
7. | Saponin H,O -
Keterangan: (V) :ada
(-) :tidak ada

Dari Tabel 3 di atas, dapat diketahui bahwa daging buah terung belanda
mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder, yaitu flavonoid, fenolik,
kumarin, terpenoid dan alkaloid. Sedangkan saponin dan steroid tidak ditemukan
pada uji pendahuluan.

Dalam melakukan ekstraksi pelarut yang digunakan adalah etanol teknis yang
didistilasi. Pertimbangan menggunakan etanol sebagai pengekstrak yaitu antosianin
merupakan senyawa polar yang dapat larut dalam etanol dan juga nantinya ekstrak
yang didapat akan di aplikasikan ke minuman. Antosianin ini stabil dalam keadaan
asam. Untuk itu dalam melakukan ekstraksi pelarut yang digunakan dibuat dalam

suasana asam (pH 3) dengan menggunakan asam asetat 25%.
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Kandungan senyawa kimia yang terdapat di dalam esktrak etanol daging buah
terung belanda ini bukan hanya antosianin. Terdapat beberapa senyawa lainnya
seperti yang telihat pada hasil KLT dengan berbagai perbandingan pelarut.

Tabel S. Hasil KLT ekstrak etanol dengan berbagai perbandingan pelarut

No Perbandingan eluen Jumlah noda Rf
1 100 % etil asetat 1 noda 0,05
2 Etil : metanol (9: 1) 1 noda 0,05
3 Etil : metanol (8 : 2) 1 tailing -

4 Etil : metanol (7 : 3) 1 tailing -

5 Etil : metanol (6 : 4) 1 tailing

6 Etil : metanol (5 : 5) 1 tailing -

7 Etil : metanol (4 : 6) 1 tailing -

8 Etil : metanol (3 : 7) 1 tailing -

9 Etil : metanol (2 : 8) 1 noda 0,425

10 Etil : metanol (1:9) 1 noda 0,425
11 100 % metanol 1 noda, 1 tailing 0,425

Tabel 6. Hasil KLT dengan berbagai keadaan (eluen 100% metanol)

No Variasai pH/suhu Jumlah noda Rf
1 pH1 2 noda 0,05;0,15
2 pH3 2 noda 0,075 ; 0,425
3 pHS 2 noda 0,4;0,5
4 pH7 1 noda 0,05

5 Suhu 30°C 2 tailing -

6 Suhu 45°C ltailing, 1 noda 0,05

7 Suhu 60°C 1 tailing -
8 Suhu 75°C 1 noda, 1 tailing 0,35
9 Suhu 90°C 1 noda 0,45

10 Suhu 100°C 1 noda 0,425
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Hasil ekstraksi (maserasi) buah terung belanda ini di analisa menggunakan
spektrometer UV-vis sehingga menghasilkan spektrum seperti yang terlihat pada

gambar 7 di bawah ini.

4.500 .

Abs.

1.800 b

0.000 : . : :
200.00 360.00 600.00
nm.

Gambar 7. Spektrum UV hasil maserasi
Dari hasil spektrum UV di atas dapat dilihat bahwa fraksi etanol ekstrak buah terung
belanda mempunyai serapan maksimum pada panjang gelombnag 531 nm di mana
pada panjang gelombang ini jenis antosianin yang ada adalah Peonidin-3-galaktosida.
Jenis antosianin ini diketahui dengan membandingkan serapan maksimum yang
diperoleh dengan serapan maksimum yang terdapat di dalam jurnal yang ditulis oleh
Monica Giusti dan Ronald E. Wrolstad pada tahun 2001 dimana pada serapan

maksimum ini (531 nm) jenis antosianinnya Peonidin-3-galaktosida."*



Ekstrak etanol daging buah terung belanda ini dipekatkan sehingga di
dapatkan ekstrak pekat etanol. Ekstrak pekat ini divariasikan konsentrasinya yaitu

konsentrasi 1%, 2%, 3%, 4% dan 5% yang selanjutnya di analisa menggunakan

spektroskopi UV sehingga memberikan spektrum UV seperti yang terlihat pada
Gambar 8 di bawah ini.

a. Konsentrasi 1%
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Gambar 8. Spektrum UV variasi konsentrasi 1%
Dari hasil spektrum UV di atas dapat diketahui bahwa dengan variasi
konsentrasi 1 % didapatkan serapan maksimum pada panjang gelombang

269.5 nm. dari serapan maksimum yang di dapat diketahui tidak adanya

kandungan antosianin pada varaiasi 1 % ini karena daerah serapan
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maksimum untuk senyawa antosianin ini berkisar 270-280 nm (untuk

daerah uv) dan 465-560 nm (untuk daerah visibel).
b. Konsentrasi 2%
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Gambar 9. Spektrum UV variasi konsentrasi 2%
Untuk variasi konsentrasi 2 % di dapatkan serapan maksimumnya pada
panjang gelombang 535,5 nm. Jenis antosianin yang terdapat pada
serapan maksimum ini adalah sianidin-3-galaktosida atau sianidin-3-
arabinosida. Jenis antosianin ini diketahui dengan membandingkan
serapan maksimum hasil pengukuran dengan serapan maksimum yang
terdapat di dalam jurnal yang ditulis oleh Monica Giusti dan Ronald E.

Wrolstad pada tahun 2001 dimana pada serapan maksimum ini (535 nm)
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jenis antosianinnya adalah sianidin-3-galaktosida atau
arabinosida.'*

sianidin-3-

¢. Konsentrasi 3%
1000 l | |
|
|
- | =)
{ |
iI
Ty !{
* \
< 0400 \
\\

0.000
200.00

360.00

600.00
nm.

Gambar 10. Spektrum UV variasi konsentrasi 3%

Jenis antosianin yang terdapat pada konsentrasi 3 % ini sama dengan jenis
antosianin yang terdapat pada variasi konsentrasi 2 % yaitu sianidin-3-
galaktosida atau sianidin-3-arabinosida, tetapi kandungan senyawa ini

pada konsentrasi 3% lebih banyak. Hal ini diketahui dari absorban pada

konsentrasi 3 % lebih besar jika dibandingkan dengan absorban yang
terdapat pada variasi 2 %.
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d. Konsentrasi 4%
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Gambar 11. Spektrum UV variasi konsentrasi 4%
Jenis antosianin yang terdapat pada variasi konsentrasi 4% ini sama
dengan jenis antosianin yang terdapat pada variasi konsentrasi 2 % dan
3% yaitu sianidin-3-galaktosida atau sianidin-3-arabinosida, tetapi
kandungan senyawa ini pada konsnetrasi 4% lebih banyak. Hal ini
diketahui dari absorban pada konsentrasi 4 % lebih besar jika di

bandingkan dengan absorban yang terdapat pada variasi 2% dan 3%.
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Gambar 12. Spektrum UV variasi konsentrasi 5 %

Sama halnya dengan variasi 2%, 3% dan 4%. Jenis antosianin yang

terdapat pada konsentrasi 5% ini sama dengan jenis antosianin yang

terdapat pada variasi konsentrasi 2%, 3% dan 4% yaitu sianidin-3-

galaktosida atau sianidin-3-arabinosida, tetapi kandungan senyawa ini

pada konsentrasi 5% lebih banyak. Hal ini diketahui dari absorban pada

konsentrasi 5 % lebih besar jika di bandingkan dengan absorban yang

terdapat pada variasi 2%, 3%, dan 4%, seperti yang terlihat pada Gambar
13 dan Tabel 7 berikut ini.
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Gambar 13. Spektrum gabungan variasi konsentrasi (A= konsentrasi 1 %,
B = konsentrasi 2 %, C = konsentrasi 3 %, D = konsentrasi 4 %,
E = konsentrasi 5 %).

Tabel 7. Besar absorban pada A yis max (nm) 335 nm pada berbagai konsentrasi

No Variasi konsentrasi (%) | A vis max (nm) Abs.
1 1% - -
2 2% 5355 0,04
3 3% 535 0,056
4 4% 534,5 0,077
5 5% 536 0,095

Dari spektrum UV variasi konsentrasi di atas diketahui bahwa konsentrasi
yang paling baik untuk perlakuan selanjutnya (variasi pH) adalah pada konsentrasi
5%. Perlakuan selanjutnya berupa variasi pH, yaitu pH 1, 3, 5, 7 dan 9. Pada variasi
pH ini terlihat bahwa warna yang ditimbulkan tiap pH berbeda-beda seperti yang
terlihat pada Gambar 14.
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Gambar 14. Perubahan warna karena variasi pH

Semakin asam pH suatu larutan maka warna yang dihasilkan pigmen ini
semakin cerah. Sebaliknya semakin basa larutan, maka warna yang ditimbulkan
semakin pucat/tak bewarna. Hal ini menyatakan bahwa pada pH yang berbeda
struktur antosianin mengalami perubahan, seperti yang terlihat pada Gambar 15.
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Gambar 15. Perubahan struktur antosianin pada pH yang berbeda.'*

Selanjutnya variasi pH ini dianalisis menggunakan spekiroskopi UV-vis sehingga

menghasilkan spektrum seperti yang terlihat pada Gambar 16.
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Gambar 16. Spektrum UV variasi pH
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Kandungan senyawa yang terdapat pada tiap-tiap pH berbeda, hal ini dapat
dilihat dari serapan maksimumnya. Antosianin yang terdapat pada pH 1 dengan
serapan maksimum 521 nm adalah malvidin. Pada pH 3 dan 5 dengan serapan
maksimum masing-masingnya 517.5 nm dan 517 nm adalah senyawa pelargonidin-3-
glukosa tetapi kadar antosianin yang terdapat pada pH 3 dan pH 5 ini berbeda, hal ini
dapat diketahui dari absorbannya dimana absorban pada pH 3 enam kali lebih besar
dibanding dengan absorban pada pH 5. Pada pH 7 serapan maksimumnya pada
panjang gelombang 270,5 nm dan pada pH 9 serapan makimumnya pada panjang
gelombang 535.5 nm yang diidentifikasi adanya senyawa sianidin-3-galaktosida atau
sianidin-3-arabinosida.

Perlakuan selanjutnya berupa variasi suhu, yaitu suhu 30°, 45°, 60°, 75°, 90°,
dan 100°C yang nantinya akan dianalisis dengan spektroskopi UV-Vis. Untuk
perlakuan ini digunakan larutan dengan pH 3. Perubahan warna pada larutan yang
mengandung senyawa antosianin akibat pemanasan dapat dilihat pada Gambar 17
berikut ini.

Gambar 17. Perubahan warna karena pemanasan (variasi suhu)
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Selanjutnya dilakukan pengukuran dengan menggunakan spektroskopi UV-vis

sehingga memberikan spektrum seperti yang terlihat pada gambar 18.
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Gambar 18. Spektrum UV variasi suhu

Dengan pemanasan di atas 30°C warna yang dihasilkan pudar yang berarti
jika diberi pemanasan senyawa awal yang terkandung di dalam larutan tersebut akan
rusak. Senyawa awal yang terdapat dalam ekstrak dengan pH 3 yaitu pelargonidin-3-
glukosa dengan pemanasan suhu 30°C tidak mengalami kerusakan tetapi kadar
senyawanya berubah dengan degradasi sebesar 6 %. Sedangkan untuk pemanasan
dengan suhu 45° C, 60° C, 75° C, 90° C, dan 100°C terjadi kerusakan senyawa awal
menjadi peonidin yang memberikan serapan sebesar 512 nm dengan persen degradasi

berturut-turut 61%:; 65,33%; 65,5%; 65,83%, dan 66,33% (Gambar 19 dan Tabel 8).
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Gambar 19. Pengaruh suhu terhadap degradasi warna

Tabel 8. Persentase degradasi akibat pemanasan

No Suhu (°C) % Degradasi
1 30 6
2 45 61
3 60 65,33
4 75 65,5
5 90 65,83
6 100 66,33

Kandungan antosianin yang ada di dalam buah terung belanda ini
kemungkinan adalah senyawa Peonodin-3-galaktosida dengan serapan maksimum
531 nm, sianidin -3-galaktosa ; sianidin-3-arabinosa dengan serapan maksimum
berkisar 535 nm, malvidin dengan serapan maksimum 521 nm, pelargonidin-3-
glukosa dengan serapan maksimum 517 nm, dan peonidin dengan serapan maksimum
512 nm. Data ini diperoleh dengan membandingkan serapan maksimum yang di dapat
dengan serapan maksimum antosianin yang terdapat di dalam jurnal “Current
Protocols in Food Analitical Chemistry” sebagai acuannya. Dari jurnal yang ditulis
oleh Monica Giusti dan Ronald E. Wrolstad serapan untuk sianidin -3-galaktosa dan
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sianidin-3-arabinosa adalah 535 nm, malvidin 520 nm, pelargonidin-3-glukosa 516
nm, dan untuk peonidin 511 nm. o

Dari penambahan pigmen antosianin ke dalam masing-masing minuman
dengan berbagai variasi konsentrasi dapat dilihat jelas bahwasannya terjadi perubahan
warna terhadap masing-masing minuman. Untuk minuman bersoda limun yang
mempunyai pH 6 setelah penambahan antosianin dengan variasi 1%, 3% dan 5%
terjadi perubahan warna mulai dari sedikit keunguan sampai bewarna keunguan yang

dapat dilihat pada gambar 20.
¥

Gambar 20. Perubahan warna dengan berbagai konsentrasi pada minuman bersoda
limun

Untuk minuman bersoda bermerk (sprite) yang mempunyai pH 3 setelah
penambahan antosianin dengan variasi 1%, 3% dan 5% terjadi perubahan warna
mulai dari keunguan, sedikit kemerahan dan bewarna merah yang dapat dilihat pada

gambar 21.
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Gambar 21. Perubahan warna dengan berbagai konsentrasi pada minuman bersoda
bermerk (sprite)

Untuk minuman susu berfermentasi (yakult) yang mempunyai pH 3 setelah
penambahan antosianin dengan variasi 1%, 3% dan 5% terjadi perubahan warna
mulai dari sedikit kemerahan sampai bewarna merah yang dapat dilihat pada gambar
22.

a. Tanpa pengenceran
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in

b. Pengenceran dengan perbandingan 1:1

Gambar 22. Perubahan warna dengan berbagai konsentrasi pada minuman susu
fermentasi (yakult)

Dengan penambahan pigmen antosianin ke masing-masing minuman dapat
dilihat perbedaan warna yang terjadi terhadap masing-masing minuman. Hal ini
disebabkan karena pH minuman yang berbeda memberikan warna yang berbeda.
Semakin asam pH minuman maka warna yang dihasilkan oleh pigmen antosianin ini
semakin cerah karena pada pH asam (pH 1-3) antosianin membentuk ion oxonium
yang bewarna merah, sedangkan untuk untuk pH yang lebih tinggi menjadi
pseudobasa yang tak bewarna sehingga untuk minuman yang pH-nya lebih dari 3
warna yang ditimbulkan akan semakin hilang (tak bewarna) seperti yang terlihat pada
Gambar 23.
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Gambar 23. Pengaruh penambahan antosianin pada berbagai minuman dengan
berbagai pH ( A= minuman bersoda limun, B = yakult tanpa
pengenceran, C = yakult : aquadest 1:1, D = minuman bersoda sprite).

Ada beberapa keuntungan menggunakan antosianin sebagai bahan pewarna
pada makanan ataupun minuman, diantaranya adalah :
1. Sebagai pewarna alami yang dapat menggantikan pewarna sintetik.
2. Tidak berbahaya bagi tubuh karena pewarna yang digunakan adalah pewarna
alami yang di dapat dari tumbuh-tumbuhan.
3. Antosianin ini bersifat sebagai antioksidan, yang secara tak langsung kita

mengkonsumsi zat antioksidan yang dibutuhkan oleh tubuh.

Dari penelitian yang telah dilakukan terhadap identifikasi dan aplikasi
antosianin terhadap minuman yang diperoleh dari buah terung belanda di dapatkan
kadat monomer total antosianin sebesar 143,61 mg/L. dan kadar antosianin total

sebesar 161,98 mg/L.
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BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1.

Daging buah terung belanda (Cyphomandra betacea Sendt) mengandung
beberapa senyawa metabolit sekunder, yaitu flavonoid, fenolik, kumarin,
terpenoid dan alkaloid serta mengandung antosianin karena memberikan
serapan maksimum berkisar antara 465 — 560 nm, yaitu : Peonidin-3-
galaktosida, sianidin-3-galaktosida ; sianidin-3-arabinosida, malvidin,
pelargonidin-3-glukosida, dan peonidin

Antosianin yang diperoleh stabil pada pH 1- 3. Warna dari antosianin tidak
mengalami degradasi pada suhu 28 °C dan mengalami degradasi 6 % pada
suhu 30 °C, sedangkan pada suhu lebih dari 45 °C degradasi mencapai
66,33 %.

Penambahan senyawa antosianin ke dalam minuman bersuasana asam (pH 3)
memberikan warna merah, sedangkan penambahan senyawa antosianin ke
dalam minuman pH 6 menghasilkan warna keunguan. Dalam aplikasi

terhadap minuman ini antosianin hanya stabil sclama 1 minggu.

5.2 Saran

1.

Melakukan karakterisasi lebih lanjut terhadap senyawa antosianin yang
terdapat di dalam buah terung belanda menggunakan HPLC, GC/MS dan
NMR.

Untuk aplikasi terhadap perubahan warna yang terjadi karena penambahan
antosianin ke dalam berbagai minuman diperlukan adanya panelis sebagai

peniliai.

3. Meneliti pengaruh cahaya terhadap kestabilan senyawa antosianin.
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Lampiran 1

Skema Keja Metoda Ekstraksi Daging Buah Terung Belanda (Cyphomandra betacea
Sendlt).

Sampel Segar 500 g
¢ Dihaluskan
¢ Maserasi dengan EtOH (pH 3)
¢ Saring
v
Ekstrak etanol
l l ¢ Pekatkan
karakterisasi Ekstrak pekat etanol
A 4
uv
Y v A
Variasi konsentrasi Variasi pH Variasi suhu

karakterisasi

uv

51



Lampiran 2
Perhitungan Pembuatan larutan CH;COONH, 0,5 % , CH;COOH 2 %,
KH,P0O, 0,01 M dan NaOH 0,1 M

e Pembuatan larutan CH;COONH, 0,5 %

_ 0,5gamoniumasetat 1,17 gLarutan 1 mol amonium asetat 100 mL
- 100 g larutan X 1mL X 77,08 g amonium asetat X 0,1L

=0,0758 M
=0,076 M

e Pembuatan larutan CH;COOH 2 %

2mLasamasetat 1,049 glarutan 1 molasamasetat 100 mL
100 mL larutan 1 mL X 60,05 g asam asetat X 01L

=0,349 M
=0,35M

e Pembuatan larutan KH,PO4 0,01 M

g 1000 mL

0.01 M= 12209 g/mol * 100 mL

£
0,01 Mx 136,09 mol X 100 mL

E= 1000 mL
g=0,136¢g

e Pembuatan larutan NaOH 0,1 M

g 1000 mL

0.1M= 40 g/mol X T00mL

£
0,1Mx40 mol X 100 mL

g= 1000 mL
g=04g
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Lampiran 3
Contoh Perhitungan pembuatan Buffer
e Buffer3
[garam]

pH—pKa+log m

a
3=4,74+ logg
1 2= 3-4,74
og 5= 34

a
logB =-1,74

2 =0,01819
b_ »

a=0,01819b
a+b=0,43

0,01819 b+b = 0,43
1,01819b = 0,43
b=0,4223 M
a=0,01819b
a=7,68x103

7,68x 103 M
0,076 M
0,4223 M

asam = -0—.35_M— x2mL=2,41 mL

garam = x0,5g=0,05g

e Buffer 7
KH,PO, =—=H' + HPO,>

et o] —— 1= [1roc]

oy

-8 =
6,12x 10 0,01
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[Ht]?=6,12x 10710

[H*]=6,12x1010

[H*]=2,4738x 10"

pH = —log[H"]

= —log (2,4738 x 107%)

=5-1log2,4738

=5-0,3933

= 4,6067
Untuk mendapatkan pH 7 tambahkan sejumlah NaOH 0,1 M sambil diukur dengan
menggunakan pH meter hingga di dapatkan larutan pH 7.
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Lampiran 4
Perhitungan Kadar Total Monomer Antosianin

A=( Ay vis max- A700 nm)pl—l 1= ( Az vis max- A700 nm)pH 5

.. AXMWX DFX 1000
Kadar total Monomer Antosianin (mg/L) = X1
A=(As21 nm~ A700 nm)pH 1 (A517 nm™ A700 nm)pH 5
A= (0.578- 0.093)- (0.107 - 0.052)
A=043
L 0.43X449.2X20X1000
Kadar Total Monomer Antosianin (mg/L) = 56900 X1 = 143.61

Perhitungan Kadar Total Antosianin

A'=( Aj vis max~ A700 nm)pH 1
A'XMWXDFX 1000

Kadar Total Antosianin (mg/L) =

eXl1
A'=(As21 nm~ A700 nm)pH 1
A'= (0.578- 0.093)
A=0.485
Kadar Total Antosianin (mg/L) = 0485X 449.2X20X 1000 _ 161.98
26900X1

Dimana : MW = berat molekul sianidin 3-glukosida (g/mol)
DF = faktor pengenceran
¢ = molar absorbsifitas (L x mol” x cm™) |
I  =tebal kuvet ( 1 cm)
1000 = pengubah g menjadi mg
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Lampiran 5

Perhitungan degradasi warna (%)

Total sisa Antosianin (%) =

absorban setelah perlakuan

absorban sebelum perlakuan

x100 %

Degradasi warna (%)= 100 % - total sisa antosianin

a. Suhu30°C
, 0.6 — 0.564
Degradasi warna (%) = —e  ~* 100% =6%
b. Suhu45°C
, 0.6 — 0.234
Degradasi warna (%) = —oe ~* 100% =61%
c. Suhu 60°C
, 0.6 — 0.208
Degradasi warna (%) = o6 x 100 % = 65.33 %
d. Suhu 75°C
. 0.6 —0.207
Degradasi warna (%) = Y x100% = 65.5%
e. Suhu90°C
. 0.6 — 0.205
Degradasi warna (%) = o6 x 100 % = 65.83 %
f.  Suhu 100°C
0.6 —0.202
Degradasi warna (%) = Y 100 % = 66.33 %
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Lampiran 6

Gambar Tumbuhan Terung Belanda (Cyphomandra betacea Send).
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