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ABSRAK

Antosianin adalah komponen utama dari ubi ungu, yang memiliki berbagai efek farmakologi. Identifikasi dari kompenen
kimia antosianin bermanfaat untuk tujuan penyusunan sidikjari fitokimia dan standarisasi ekstrak ubi ungu. Serbuk ubi ungu
diekstraksi dengan methanol 1% HCI. Ekstrak pekat dielusi dengan fase gerak a) etil asetat: asam asetat glasial: asam format: air
(100:11:11:26 v/v), b) n-butanol: asam asetat glasial: air (4:1:5 v/v) and ¢) n-butanol: asam asetat glasial: air (4:1:2 v/v). Fase
gerak ¢ memberikan pemisahan kompenen antosianin yang paling baik. Identifikasi senyawa antosianin berdasarkan harga Rf,
reaksi kimia, dan bentuk spektrum UV-Vis (in-situ) setiap puncaknya. Hasil identifikasi diperoleh puncak Rf 0,3 dan 0,58 adalah
turunan antosianin dengan A 540 nm.

‘max

Kata Kunci: Antosianin, Ipomoea batatas L., KLT, identification.

1. PENDAHULUAN

Antosianin merupakan komponen pigmen utama yang terdapat dalam tanaman termasuk pada umbi
ubi jalar ungu ([pomoea batatas L.). Hasil penelitian dari Fakultas Pertanian Unud di Bali ditemukan umbi
dari ubi jalar ungu mengandung antosianin yang cukup tinggi yaitu berkisar antara 110 - 210 mg/100 gram
(Suprapta, et al 2004). Secara luas antosianin diketahui memiliki berbagai efek farmakologi sehingga
sering dimanfaatkan oleh masyarakat dalam pengobatan. Efek farmakologi antosianin pada ubi jalar
ungu diantaranya adalah memiliki aktivitas antikarsinogenik, antioksidan dan dapat menginhibisi enzim
a-glukosidase (Jawi, et all. 2011).

Identifikasi antosianin dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan dengan
menggunakan plat silika gel 60 F_,, sebagai fase diam dan beberapa jenis campuran pelarut sebagai fase
gerak yaitu etil asetat : asam asetat glasial : asam format : air (100:11:11:26 v/v), n-butanol : asam asetat
glasial : air (4:1:5 v/v) atau n-butanol : asam asetat glasial : air (4:1:2 v/v) (Wagner, H. dan S. Bladt. 1996).
Menurut penelitian lain, antosianin juga dapat diidentifikasi dengan menggunakan fase gerak berupa etil
asetat : asam asetat : asam klorida 2M (85:6:9 v/v) atau etil asetat : butanon : asam asetat : air (6:3:1:1)
(Andersen, O.M dan Markham K.R.. 2006 ).

Pemilihan fase gerak sangat penting dalam identifikasi senyawa antosianin dalam ekstrak metanol
umbi ubi jalar ungu. Sehingga pada penelitian ini dilakukan optimasi fase gerak untuk identifikasi senyawa
antosianin pada umbi ubi jalar ungu dengan KLT-Spektrofotodensitometri.

2. MATERI DAN METODE

Bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini adalah metanol, asam klorida, etil asetat, asam
asetat glasial, asam format, aquades, n-butanol, etanol, AICI, 5%, FeCl, 2% dan amonia dengan derajat
kemurnian pro analisis (Merck-Germany) serta fase diam plat KLT silika gel 60 F_,, (Merck-Germany).
Sampel yang digunakan adalah umbi ubi jalar ungu (lpomoea batatas 1..) dari Desa Petang, Kabupaten
Badung, Bali.
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Alat yang digunakan meliputi alat-alat gelas seperti pipet ukur, labu ukur, gelas beaker dan vial.
Blender, timbangan analitik, ballfiller, pipet tetes, sendok tanduk, oven, sonikator, alat sentrifugasi dan
tabungnya, penotol Linomat V, chamber, spektrofotometer UV dan CAMAG TLC Scanner 3.

2.1. Metode Penelitian

Proses Ekstraksi Antosianin

Sampel umbi ubi jalar ungu dikeringkan dengan cara dioven pada suhu 50°C hingga kering, kemudian
digiling dengan blender hingga didapatkan serbuk. Serbuk tersebut kemudian diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut 1% HCI metanol. Sebanyak 1 gram serbuk umbi ubi jalar ungu dilarutkan
dalam 2 mL 1% HCl metanol. Larutan disonikasi selama 5 menit pada suhu 60°C kemudian disentrifugasi
selama 10 menit (4000 rpm). Filtrat digunakan sebagai sampel.

Proses Optimasi Fase Gerak
Optimasi fase gerak dilakukan dengan menguji tiga campuran pelarut yang paling sering digunakan

sebagai fase gerak dalam pemisahan antosianin, yaitu : a) etil asetat : asam asetat glasial : asam format : air
(100:11:11:26 v/v), b) n-butanol : asam asetat glasial : air (4:1:5 v/v) dan c) n-butanol : asam asetat glasial
: air (4:1:2 v/v) (Wagner dan Bladt, 1996). Disiapkan 3 buah plat KLT silika gel 60 F ., masing-masing
berukuran 2x10 cm. Plat dicuci dengan metanol dan diaktivasi pada suhu 110°C selama 30 menit. Sampel
ditotolkan sebanyak 10 uL pada masing-masing plat dengan menggunakan penotol linomat V. Plat yang
telah ditotolkan kemudian dielusi pada tiap chamber yang telah jenuh dengan masing-masing fase gerak
(a, b dan c). Plat yang telah dielusi kemudian dimasukkan ke dalam oven pada suhu 60°C selama 5 menit
untuk menghilangkan pelarut pada plat. Diamati pemisahan tiap bercak pada plat secara visual, dibawah
sinar UV 254 nm dan UV 366 nm. Plat discanning dengan menggunakan densitometer CAMAG 7LC
Scanner 3 pada panjang gelombang 210 nm. Dihitung daya pisah atau resolusi (R ) dan faktor asimetri atau
tailling factor (T,) dari tiap kromatogram yang dihasilkan. Harga Rs yang baik adalah > 1,5 dan tailling
Jactor(T,) untuk sebagian besar puncak harus jatuh antara 0,9 dan 1,4, dengan nilai 1,0 mengindikasikan
puncak simetris sempurna (Ahuja dan Dong, 2005).

Proses Identifikasi Antosianin

Plat KLT silika gel 60 F,,, berukuran 2x10 ¢cm sebanyak 3 buah masing-masing ditotolkan 10 uL
ekstrak metanol umbi ubi jalar ungu. Plat dielusi pada chamber yang telah jenuh dengan fase gerak hasil
optimasi. Diamati plat secara visual, dibawah sinar UV 254 nm UV 366 nm. Plat discanning dengan
menggunakan densitometer CAMAG TLC Scanner 3 pada panjang gelombang 210 nm dan panjang
gelombang maksimum antosianin serta pada rentang panjang gelombang 190-600 nm.

Masing-masing plat kemudian diidentifikasi kembali dengan menggunakan penampak bercak dan
pereaksi warna berupa amonia (plat 1), AICI, 5% (plat 2) dan FeCl, 2% (plat 3). Diamati perubahan warna
yang dihasilkan secara visual, dibawah sinar UV 254 nm dan dibawah sinar UV 366 nm. Ditentukan spot
yang diduga antosianin.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil optimasi fase gerak diperoleh kromatogram tiap plat yang dielusi dengan masing-
masing fase gerak. Kromatogram yang dihasilkan dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Kromatogram Ekstrak Metanol Umbi Ubi Jalar Ungu pada Masing-Masing Fase Gerak pada Panjang Gelombang
210 nm.. Keterangan : A : Fase gerak etil asetat:asam asetat glasial:asam format:air (100:11:11:26 v/v), B : Fase gerak
n-butanol:asam asetat glasial:air (4:1:5 v/v), C : Fase gerak n-butanol:asam asetat glasial:air (4:1:2 v/v)

Gambar | menampilkan desntogram hasil pemisahan turunan antosianin ubi ungu yang muncul dan
nilai Rf dari puncak kromatogram pada masing-masing fase gerak. Jumlah puncak yg muncul dan nilai Rf
dari tiap puncak pada masing-masing fase gerak dapat dilihat pada tabel 1. Yaitu terlihat 15 puncak pada
fase gerak A, 10 puncak pada fase gerak B dan 8 puncak pada fase gerak C.

Setiap kromatogram memiliki puncak mayor yaitu puncak yang memiliki nilai AUC terbesar yang
merupakan puncak dari senyawa marker pada sampel. Puncak mayor pada fase gerak A, B dan C secara
berturut-turut memiliki nilai Rf 0,05; 0,47 dan 0,56. Untuk dapat mengetahui fase gerak yang optimal
maka dilakukan evaluasi dengan menghitung nilai Resolusi (Rs) dan 7ailling factor (Tf) dari puncak mayor
tersebut. Hasil perhitungan Rs dan Tf dari puncak mayor pada masing-masing fase gerak dapat dilihat pada
tabel 2. Berdasarkan tabel tersebut dapat dilihat bahwa fase gerak C memiliki nilai resolusi (Rs) 1,53 dan
1,70, dimana nilai tersebut telah memenuhi persyaratan RS > 1,5. Selain itu nilai Tf puncak mayor pada
fase gerak C telah memenuhi persyaratan yaitu berada pada rentang 0,9—-1,4, dimana nilai Tf puncak mayor
pada fase gerak C adalah 1,2. Hal tersebut menunjukkan bahwa puncak mayor yang dihasilkan oleh fase
gerak C dapat dikatakan simetris. Berdasarkan hal tersebut maka pada penelitian ini dipilih fase gerak C
yaitu n-butanol: asam asetat glasial : air (4:1:2 v/v) sebagai fase gerak optimal.

Tabel 1. Tabel Jumlah Puncak yang Muncul dan Nilai Rf Tiap Puncak

Fase Gerak Fase Gerak
Rf A B C Rf A B C
Puncak Puncak
0,01 * * 0,51 *
0,05 * 0,56 * *
0,14 * * 0,60 *
0,19 * * 0,65 *
0,21 * 0,71 * ¥
0,24 * 0,77 * *
0,25 * 0,81 * *
0,29 * * 0,85 *
0,33 * 0,86 *
0,39 * * 0,89 *
0,42 * 0,93 * *
0,47 * Jumlah puncak 15 10 8
Keterangan :
A Fase gerak etil asetat:asam asetat glasial:asam format:air (100:11:11:26 v/v)
B Fase gerak n-butanol:asam asetat glasial:air (4:1:5 v/v)
C Fase gerak n-butanol:asam asetat glasial:air (4:1:2 v/v)
* Puncak
*

Puncak Mayor pada masing-masing fase gerak
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Tabel 2. Hasil Perhitungan Nilai Rs dan Tf Puncak Mayor pada Masing-Masing Fase Gerak

Fase Gerak
Rf A B C Tf
Puncak Mayor Rs Rs Rs
X y X y X Y
0,05 1 2 - - - - 1,50
0,47 - - 0,80 1,30 - - 1,30
0,56 - - - - 1,53 1,70 1,20

Keterangan :

A : Fase gerak etil asetat : asam asetat glasial : asam format : air (100:11:11:26 v/v)
B : Fase gerak n-butanol : asam asetat glasial : air (4:1:5 v/v)

C : Fase gerak n-butanol : asam asetat glasial : air (4:1:2 v/v)

x : Nilai resolusi puncak mayor terhadap puncak sebelum puncak mayor

y : Nilai resolusi puncak mayor terhadap puncak setelah puncak mayor

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa 540 nm merupakan panjang gelombang maksimum antosianin.
Berdasarkan hasil scan pada 540 nm diperoleh kromatogram dan spektrum yang dapat dilihat pada gambar
2.

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa 540 nm merupakan panjang gelombang maksimum antosianin.
Berdasarkan hasil scan pada 540 nm diperoleh kromatogram dan spektrum yang dapat dilihat pada gambar
2. Untuk memastikan identitas senyawa antosianin maka dilakukan identifikasi dengan menggunakan NH,,
AlCI, 5% dan FeCl, 2%. Hasil identifikasi antosianin dengan penampak bercak dan pereaksi warna dapat
dilihat pada tabel 3. Berdasarkan beberapa hasil reaksi warna diatas, dapat dilihat bahwa bercak pada
Rf 0,30 dan Rf 0,58 merupakan bercak yang diduga sebagai antosianin. Hal tersebut terlihat dari hasil
pengamatan pada penguapan dengan ammonia dan pada pemberian pereaksi semprot AlCI, 5%.

Hasil identifikasi yang diperoleh memperlihatkan bahwa pada umbi ubi jalar ungu terdapat dua jenis
antosianin. Menurut pustaka umbi ubi jalar ungu mengandung sianidin dan peonidin [9]. Berdasarkan
strukstur kimia antosianin, diduga bahwa Rf 0,30 merupakan sianidin, sedangkan bercak dengan Rf 0,58
merupakan peonidin. sianidin diketahui memiliki gugus -OH pada R, sedangkan peonidin memiliki gugus
—OCH, pada R [10]. Gugus—OH tersebut menyebabkan sianidin bersifat lebih polar dibandingkan peonidin.
Sehingga pada fase diam polar senyawa sianidin yang bersifat polar akan lebih tertambat pada fase diam
sehingga memiliki nilai Rf lebih kecil dibandingan peonidin yang cenderung bersifat non polar.
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Tabel 3. Hasil Identifikasi Antosianin dengan Penampak Bercak dan Pereaksi Warna

Hasil
No. Pereaksi Pustaka Kesimpulan
Rf Pengamatan

visual : merah jingga > biru gelap
0,30 UV 254 nm : pemadaman fluoresensi (+) Antosianin
UV 366 nm : Merah keunguan-> tetap

Bercak jingga hingga
lembayung menjadi biru Visual : ungu muda menjadi biru muda
menandakan antosianin 0,40 UV 254 nm : Pemadaman Fluorosensi -
UV 366 nm : ungu kemerahan -> biru
1. NH, Sinar UV :bercak merah
jingga redup atau merah Visual : ungu menjadi biru
menjadi birumenandakan 0,51 UV 254 nm : Pemadaman Fluorosensi -
Antosianidin 3-glikosida UV 366 nm : ungu kemerahan - biru
(H]. Visual : Merah muda = Biru keunguan
UV 254 nm : Pemadaman Fluorosensi —
. +) Ant
0,58 UV 366 nm : ungu kemerahan berfluoresensi (*) Antosianin
- tidak berfluoresensi
0,30  Visual : Merah jingga - ungu pudar (+) Fenol
Bercak berwarna ungu 0,40  Visual : ungu muda - ungu pudar (+) Fenol
2. FeCl, 2%  menandakan adanya
senyawa fenol [12]. 0,51  Visual : ungu > biru keunguan (+) Fenol
0,58  Visual : merah muda - ungu (+) Fenol

UV 366 nm : Merah Keunguan > ungu gelap

0,30  kekuningan (+) 5-hidroksi

) Flavonoid
Sinar UV 366 nm : bercak
AICL 5 % berfluoresensi kuning 0,40 UV 366 nm : ungu kemerahan ->kuning -
3. menandakan 5-hidroksi
Flavonoid [11]. 0,51 UV 366 nm : ungu kemerahan = ungu -
0.58 UV 366 nm : ungu kemerahan berfluoresensi (+) 5-hidroksi
’ -> Biru kekuningan Berfluorosensi Flavonoid
# Densitogram (540 nm)

aw Spokibrum Penk 1

Epektrum Peak 3.

" % . y ; sl osb B e om0 e G

Speltrum Teak 3 . - Spekilrum Peak 4., 2 ‘ Speklrum Peak 5 ... Spekirum Poak G

S FEAE A

Gambar 2. Kromatogram dan Spektrum Masing-Masing Puncak pada Ekstrak Metanol Umbi Ubi Jalar Ungu pada 540 nn
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4. KESIMPULAN

Identifikasi antosianin pada ekstrak metanol umbi ubi jalar ungu (Ilpomoea batatas L.) dapat diperoleh
dengan menggunakan metode KLT-Spektrofotodensitometri dengan fase diam plat silika gel G, F,_, dan
fase gerak optimal yaitu n-butanol : asam asetat glasial : air (4:1:2 v/v).

Hasil identifikasi memperlihatkan bahwa senyawa antosianin terdapat pada bercak yang memiliki
nilai Rf 0,30 dan 0,58 dengan panjang gelombang maksimum 540 nm.
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