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	Telah dilakukan penelitian kadar pigmen warna hasil maserasi menggunakan bunga telang. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh variasi waktu maserasi zat warna antosianin ekstrak bunga telang dan kestabilan ekstrak bunga telang sebagai indikator titrasi asam-basa. Kadar pigmen warna ditentukn secara kuantitatif dengan spektrofotometer UV-Vis. Hasil kadar yang diperoleh pada penelitian selama 5 hari berturut-turut sebesar 4,3915%, 5,9869%, 7,3970%, 8,8995%, dan 10,2864%. Sedangkan hasil kadar menggunakan pH differensial secara duplo sebesar 14,2775 mg/L dan 14,9455 mg/L dengan nilai %RPD sebesar 4,57%.Hasil penelitian menyatakan bahwa indikator dari ekstrak mahkota bunga telang dapat sebagai pengganti indikator sintetis fenolftalein yang selama ini digunakan.


1. PENDAHULUAN 

Pigmen warna antosianin dari berbagai tanaman banyak digunakan dalam industri makanan dan obat-obatan karena dapat membuat warnanya menjadi menarik dan aman bagi kesehatan. Warna antosianin sangat dipengaruhi oleh struktur antosianin serta derajat keasaman (pH) (Jackman, 1987). Antosianin cenderung tidak berwarna di daerah pH netral, di dalam larutan yang pHnya sangat asam (pH< 3) memberikan warna merah yang maksimum, sedangkan di dalam larutan alkali (pH 10,5) pigmen warna zat antosianin akan mengalami perubahan warna menjadi hijau apabila berada dalam suasana pH basa (Torskangerpoll, dkk., 2005).

Metode-metode ekstraksi antosianin dalam pengujian ada 2 yaitu cara dingin dan cara panas. Cara ekstraksi tanpa pemanasan meliputi maserasi dan perkolasi, sedangkan cara yang memerlukan panas meliputi refulks, digesti, infus, dekok dan sokletasi. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi laju ekstraksi adalah tipe persiapan sampel, waktu ekstraksi, kuantitas pelarut, suhu pelarut, dan tipe pelarut (Hargono,1986).

Jenis tanaman yang mengandung antosianin salah satunya adalah bunga telang (Mastuti, 2013). Bunga telang merupakan tanaman yang memiliki nama latin Clitoria ternatea L, yang mengandung antosianin sebagai pemberi warna ungu kebiruan pada mahkota bunganya (Hariana, 2011). Penelitian Moulana, 2012. Membuktikan bahwa pelarut yang paling baik digunakan untuk ekstraksi antosianin adalah pelarut etanol. Penelitian ini ingin mempelajari penggunaan pelarut dan efektivitas untuk ekstraksi bunga telang (Clitoria ternatea L) dan aplikasinya sebagai alternatif indikator asam-basa. Struktur antosianin dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur Antosianin
Senyawa-senyawa organik yang dapat dijadikan sebagai indikator dalam titrasi asam basa mempunyai karakteristik antara lain yaitu senyawa yang dapat memberikan perubahan warna terhadap keadaan suasana suatu pH larutan. Perubahan warna dapat terjadi akibat adanya proses keseimbangan bentuk molekul dan ion dari suatu senyawa indikator tersebut. Sebagai contoh senyawa fenolftalein merupakan indikator asam lemah-basa kuat, mengalami perubahan kesetimbangan ion yang diikuti perubahan warna dari tidak berwarna pada kondisi asam menjadi merah pada kondisi basa. Dari reaksi kesetimbangan, diketahui bahwa senyawa indikator berada dalam bentuk ion yang dapat menghasilkan perubahan warna merah (Purwono dan Mahardani, 2009). Perubahan warna karena yang terjadi karena senyawa pada fenol dalam bentuk ion mengalami delokalisasi membentuk quinoid.

2. METODE
2.1 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi seperangkat alat gelas, neraca analitik (Ohaus), pH meter (Ohaus), hotplate, magnetic stirrer, seperangkat alat pendukung, single beam spektrofotometer UV-VIS Thermo scientific genesis 20.

Bahan-bahan yang digunakan adalah bunga telang,metanol pekat (merck), HCl pekat, larutan etanol 96%, larutan HCl 1%,larutan NaOH 10%, larutan NaOH 0,1 N, standar billbery, larutan KCl 0,0125 M, larutan CH3COONa.3H2O 0,2 M, indikator pp, asam oksalat anhidrat, akuades, kertas saring, dan alumunium foil.
2.2 Pembuatan larutan standar bilberry

Padatan standar bilberry 20,20 mg dilarutkan dengan 60 mL etanol sampai larut kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL, ditambahkan etanol sampai mendekati tanda batas etsa kemudian ditera dan digojog.

2.3 Preparasi sampel

Bunga telang dibersihkan selanjutnya dimasukkan kedalam mortar. Bunga telang yang telah halus ditimbang 25 gram menggunakan gelas beaker, ditambahkan pelarut dengan rasio 1:4 100 mL etanol 96% dan akuades 100 mL kemudian diaduk menggunakan magnetic stirrer dengan suhu 30[image: image3.png]


. Sampel didiamkan selama 24 jam. Setiap hari diambil 20 mL kemudian disaring untuk didapatkan filtrat, dilakukan hal yang sama selama 5 hari.
2.4 Uji identifikasi kualitatif

Filtrat dari bunga telang dipipet sebanyak 7 mL, ditambahkan 2-3 tetes NaOH 10% terjadi perubahan warna menjadi hijau kemudian ditambahkan HCl pekat sebanyak 2-3 tetes hingga warnanya berubah menjadi merah.
2.5 Penentuan kadar antosianin dalam bunga telang

Larutan ekstrak dipipet 12 mL ditambahkan metanol yang mengandung HCl 1% ke dalam labu ukur 100 mL. Absorbansi ekstrak antosianin diukur pada panjang gelombang maksimum 528 nm kemudian dicatat absorbansinya pada jangkauan panjang gelombang tersebut. Kadar antosianinditentukan dengan menggunakan persamaan 1.
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(1)
Untuk pengujian kadar antosianin menggunakan pH differensial yaitu ekstrak bunga dipipet sebanyak 1 mL ditambahkan 9 mL larutan KCl pH 1 labu ukur 10 mL larutan pH 1. Hal yang sama juga dilakukan untuk larutan CH3COONa.3H2OpH 4,5. Absorbansi ekstrak antosianin diukur pada panjang gelombang maksimum 500 nm dan 700 nm kemudian dicatat absorbansinya pada jangkauanpanjang gelombang tersebut. Pengujian dilakukan sebanyak 2 kali.Kadar antosianin menggunakan metode pH differensial ditentukan dengan menggunakan persamaan 2
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(2)
3. HASIL PENELITIAN
3.1  Hasil Identifikasi Pigmen warna
Penelitian ini dilakukan dengan waktu maserasi selama 1, 2, 3, 4 dan 5 hari dengan rasio pelarut 1:4 dan berat bunga telang 25 grampada suhu  kamar dengan panjang gelombang 528 nm. Hasil penelitian yang berupa identifikasi kualitatif disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji Kualitatif

	Waktu maserasi
	Warna awal
	Setelah ditambahkan NaOH 10%
	Setelah ditambahkan HCl pekat

	1 hari
	Ungu
	Hijau
	Merah

	2 hari
	Ungu
	Hijau
	Merah

	3 hari
	Ungu
	      Hijau
	Merah

	4 hari
	Ungu
	Hijau
	Merah

	5 hari
	Ungu
	Hijau
	Merah


Untuk mengidentifikasi antosianin, ekstrak yang di dapat dari hasil maserasi disaring, dan kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mL warna zat antosianin yang didapat berwarna ungu dengan pH 5, kemudian ekstrak tersebut ditetesi dengan NaOH 10% sebanyak 2 tetes, zat antosianin mengalami perubahan menjadi hijau dengan pH 10, setelah itu ekstrak ditetesi dengan HCl pekat 2 tetes dan zat antosinain mengalami perubahan warna merah dengan pH 3,5. Maka dpat disimpulkan bahwa juga dapat digunakan sebagai indikator asam basa selain pewarna alami.
Asen et al. (1972) dan Dangles et al. (1993)  menyatakan bahwa kopigmentasi intermolekuler antara pigmen warna antosianin dengan senyawa kopigmen ditandai dengan adanya pergeseran antara batokromik dan hiperkromik. Pergeseran batokromik (red shift  atau bathochromic  effect)  merupakan  pergeseran pada  puncak  absorbsi  ke  arah panjang gelombang yang lebih besar. Hal ini terjadikarena adanya subsitusigugus glikon maupun aglikon atau pengaruh pelarut. Efek hiperkromik merupakan efek yang dapat disebabkan oleh gugus fungsi sehingga menyebabkan adanya kenaikan nilai intensitas serapan maksimum.
Penambahan gugus hidroksil menghasilkan pergeseran ke arah warna hijau (pelargonidin → sianidin → delpinidin), dimana pembentukan glikosida dan metilasi menghasilkan pergeseran ke arah warna merah (pelargonidin → pelargonidin-3-glukosida; sianidin → peonidin) (Sari, dkk., 2005).
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Gambar 2. Perpindahan muatan pigmen warna (charge transfer) kompleks antosianin dengan katekol (Castenada et al., 2009)
3.2 Hasil Kadar Antosianin

Penelitian kadar antosianin dilakukan dengan variabel waktu maserasi yaitu 1, 2, 3, 4 dan 5 hari serta berat bunga telang 25 gram pada suhu 30[image: image8.png]°C



 dan panjang gelombang 528 nm. Hasil penelitian yang berupa kadar antosianin disajikan pada Tabel 2.
Tabel 2. Hasil Perhitungan Kadar

	No
	Waktu Maserasi
	Pengenceran
	Kadar Antosianin (mg/L)

	1
	1 hari
	5 kali
	4,391

	2
	2 hari
	5 kali
	5,9869

	3
	3 hari
	5 kali
	7,3970

	4
	4 hari
	5 kali
	8,8995

	5
	5 hari
	5 kali
	10,2864


Ekstrak antosianin yang telah didapat dari maserasi kemudian diencerkan kembali dengan HCl 1% dalam metanol sebanyak 500 mL, setelah itu masukkan kedalam alat spektrofotometer UV-Vis. Blanko pertama yang dimasukkan pelarut HCl 1% dalam metanol) didapat absorbansi 0,000. Blanko selanjutnya adalah ekstrak billbery yang telah diketahui konsentrasinya. Hasil absorbansi dari ekstrak billberry sebesar 0,526. Sampel yang telah diencerkan dimasukkan kedalam alat spektrofotometer kemudian dibandingkan dengan standar pembanding yaitu ekstrak billberry. Kadar antosianin dihitung menggunakan persamaan 1.Grafik hubungan antara kadar antosianin dengan waktu maserasi.

Hasil dari diagram batang kadar sampel ekstrak bunga telang menunjukkan semakin meningkat hasil kadar pigmen warna yang diperoleh dimana y sebagai kadar pigmen warna (mg/L) dan x sebagai waktu maserasi (hari). Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa semakin lama waktu maserasi yang digunakan maka akan semakin besar kadar pigmen warna yang didapatkan dan juga dimana semakin lama waktu maserasi yang digunakan maka makin besar konsentrasi zat tersebut. Semakin tinggi konsentrasi pada pigmen antosianin menyebabkan meningkatnya chorma, dimana dapat dipengarhui oleh tingkat ekstrak yang semakin tinggi (Gonnet, J.1998). Pengaruh waktu terhadap kadar antosianin hasil maserasi dilakukan variasi waktu yaitu selama 1, 2, 3, 4 dan 5 hari pada Gambar 3.1.
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Gambar 3. Pengaruh Waktu Maserasi Terhadap Kadar Pigmen Warna Bunga Telang
3.3 Total Konsentrasi menggunakan pH differensial

Pigmen warna yang telah dilarutkan dengan pH 1 dan pH 4,5 diukur absorbansinya dengan panjang gelombang 520 nm dan 700 nm. Panjang gelombang 520 nm merupakan panjang gelombang maksimum untuk mengetahui sianidin-3-glukosida sedangkan panjang gelombang 700 nm untuk mengoreksi endapan atau kotoran yang masih terdapat pada sampel. Jika sampel benar-benar jernih maka absorbansi pada 700 nm adalah 0 (Supriyanti, 2010). Absorbansi antosianin yang telah dilarutkan pH1 dan 4,5  dapat dilihat Tabel 3 dan 4.
Tabel 3. Hasil pengkuran absorbansi menggunakan pH differensial 1,0

	Panjang gelombang (nm)
	Absorbansi
	Rata-rata

	
	A1
	A2
	A3
	

	520
	0,095
	0,0945
	0,095
	0,0948

	
	0,095
	0,095
	0,094
	0,0946

	700
	0,005
	0,006
	0,005
	0,0057

	
	0,006
	0,005
	0,005
	0,0057


Tabel 4.  Hasil pengkuran absorbansi menggunakan pH differensial 4,5

	Panjang gelombang (nm)
	Absorbansi
	Rata-rata

	
	A1
	A2
	A3
	

	520
	0,08
	0,08
	0,08
	0,08

	
	0,079
	0,079
	0,079
	0,079

	700
	0,008
	0,008
	0,008
	0,008

	
	0,008
	0,00
	0,008
	0,0080


Hasil penelitian dapat dihitung menggunakan persamaan 2. Total kadar antosianin pada bunga telang pertama sebesar  14,2775 mg/L, sedangkan kadar antosianin kedua sebesar  14,9455 mg/Ldengan nilai %RPD sebesar 4,57%, nilai %RPD yang dihasilkan baik karena kurang dari ambang batasan yang ditetntukan yaitu [image: image11.png]


 5%. Hasil menunjukkan bahwa semakin tinggi absorbansi yang didapatkan, maka semakin banyak kadar antosianinya.

Penetapan konsentrasi antosianin dengan metode pH differensial dikarenakan pada pH 1,0 antosianin membentuk senyawa oxonium (kation flavilium) yang berwarna dan pada pH 4,5 berbentuk karbinol/hemiketal tak berwarna (Giusti dan Wrolstad, 2001).
Pengukuran total kadar antosianin menggunakan metode ini merupakan perhitungan melalui sinar tampak pada pH yang berbeda. Penelitian mengenai kandungan antosianin yang paling banyak ditemukan pada tanaman adalah sianindin-3-glukosida dengan absortivitas molar ([image: image13.png]


) sebesar 26,900. Umumnya sianidin-3-glukosida digunakan sebagai senyawa referensi dari antosianin (Bridgers, 2010).

Hasil indikator dari ekstrak mahkota bunga telang yang diperoleh, menunjukkan perubahan warna yaitu dalam larutan asam berwarna merah dan dalam basa bewarna hijau. Perubahan warna ekstrak mahkota bunga telang dalam larutan asam dan basa disebabkan adanya antosianin, larutan ekstrak mahkota bunga telang dalam asam merah muda berwarna dalam basa berwarna hijau (Bhagat, 2008). Antosianin dalam strukturnya mengandung kation flavilium, dapat terjadi perubahan warna karena terjadinya perubahan bentuk struktur yang disebabkan oleh pengaruh pH. Hasil analisis ekstrak mahkota bunga telang, warna larutan dalam pH tersebut hijau kebiruan. Perubahan bentuk struktur pigmen warna karena berpengaruh terhadap suatu pH. Antosianin struktur (1) pada Gambar 1, dalam kondisi asam berwarna merah, apabila pH dinaikan (pH < 4) akan terbentuk karbinolbase (3) tidak berwarna dan selanjutnya.
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Gambar 3. Bentuk kesetimbangan kation flavilium pada antosianin dalam berbagai rentang pH (Mabry dkk., 1987; Brouillard dan Delaporte, 1977; Brouillard dkk., 1982)
3.4 Bagan Kendali (Control Chart) Ekstrak Sebagai Indikator
Ekstrak bunga telang yang diperoleh dari hasil maserasi selama 5 hari akan digunakan sebagai indikator pada simulasi titrasi asam. Pada pengujian ini indikator ekstrak bunga telang akan dinilai kinerjanya dengan indikator phenolphthalein sebagai kontol atau acuan. Hasil pengujian titrasi ditunjukkan pada Tabel 5.
Tabel 5. Hasil Titrasi Indikator PP dan Indikator Ekstrak Bunga Telang
	Hari ke
	Volume NaOH (mL)

	
	Indikator pp
	Indikator ekstrak

	1 hari
	8,47
	8,60

	2 hari
	            8,70
	            9,80

	3 hari
	8,85
	8,70

	4 hari
	8,60
	9,70

	5 hari
	8,85
	8.85

	6 hari
	8,53
	9.85


Volume NaOH yang dihasilkan darititrasi asam basa kuat yang menggunakan indikator pp dan indikator ekstrak bunga telah selisih volumenya tidak terlalu jauh sehingga indikator ekstrak bunga telang dapat dijadikan sebagai pengganti indikator pp. untuk mengetahui stabilitas ekstrak bunga telang sebagai indikator maka perlu sebuah bagan kendali. Bagan kendali dapat dilihat pada Gambar 5 dan 6.
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Gambar 4. Bagan Kendali Indikator PP
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Gambar 6. Bagan Kendali Indikator Ekstrak Bunga Telang

Hari pertama sampai hari keenam indikator pp dan ekstrak bunga telang masih berada diantara UCL dan LCL, artinya kedua indikator berada pada batas kendali atau stabil,. Hal ini berarti indikator dapat digunakan untuk 6 hari kedapan. Sedangkan pada indikator ekstrak bunga telang volume titrasi yang digunakan lebih banyak dari pada menggunakan indikator pp, sehinggadapat dikatakan berada pada batas pengendalian, namun proses titrasi sebagai indikator ekstrak bunga telang  belum dikatakan sempurna karena pengujian hanya dilakukan 6 hari.Indikator fenolftalein merupakan indikator titrasi asam-basa memiliki jangkauan pH 8,0-9,6(Day Underwood, 1998), indikator ini digunakan sebagai pembanding. Dilakukan penelitian yang sama dengan menggantikan indikator ekstrak bunga telang dengan indikator pembanding fenolftalein. Volume NaOH yang dihasilkan indikator ekstrak lebih besar karena dari pada indikator PPkarena adanya sedikt Perbedaan pH. Bagan kendali digunakan untuk melihat konsistensi analis, kestabilan peralatan serta tingkat kesulitan metode yang digunakan serta untuk mengetahui ketahanan ekstrak dilihat dari bagan bahwa ekstrak masih stabil dalam 6 hari.
4. KESIMPULAN
Pigmen warna dapat diperoleh dengan cara mengekstraksi bunga telang menggunakan metode maserasi yang dapat menghasilkan ekstrak pekat yang berwarna ungu. Antosianin dari bunga telang dapat digunakan sebagai indikator asam basa, karena pigmen warna merubah warnanya ketika di tetesi asam ataupun basa dan pewarna alami. Waktu maserasi tersebut didapat kadar antosianin selama 5 hari berturut-turut sebesar 4,3915%, 5,9869%, 7,3970%, 8,8995%, dan 10,2864%.

Total konsentrasi pigmen warna dari bunga telang dapat ditentutukan dengan metode pH diferensial spektrofotometri. Hasil penelitian di dapat total konsentrasi sebesar 14,2775 mg/L dan 14,9455 mg/L dengan nilai %RPD sebesar 4,57% .Terjadinya perubahan warna karena dalam ekstrak tersebut mengandung antosianin, yang dalam strukturnya terdapat kation flavilium membentuk anhidrobase akibat perubahan pH. Indikator ekstrak mahkota bunga telang mempunyai  kemiripan dengan fenolftalein, sehingga dapat sebagai pengganti indikator tersebut.
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