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ABSTRACT: Preparative High performance liquid chromatography (HPLC) today is
one of the popular methods to isolate anthocyanin from extract containing antho-
cyanins. The working principle of preparative-HPLC can be applied to the labora-
tory standard type of HPLC, so it can be used also to isolate the main anthocyanin
compounds from anthocyanin mixtures. The function of fraction collector on pre-
parative HPLC equipment were replaced by opening the mobile phase line after
the exit of the detector and hold out the solution manually on the standard type of
HPLC. Resolution value between the peaks and the computation time when cuts in
the chromatogram peak collection mobile phase containing the analyte is of con-
cern in these activities. The appearace of a single peak in the chromatogram of the
isolates showed that the technique can be applied for the simple and fast technique
of anthocyanins isolation.

Key words: isolation, anthocyanin, Ficus padana Burm. f, Preparative-HPLC, stan-
dar type of HPLC.

ABSTRAK: Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)-preparatif saat ini meru-
pakan salah satu metoda yang populer untuk mengisolasi antosianin dari suatu
ekstrak yang mengandung antosianin. Prinsip kerja KCKT- preparatif dapat diap-
likasikan pada KCKT tipe standar yang umum dipakai di laboratorium sehingga
KCKT tipe standar dapat digunakan juga untuk mengisolasi senyawa antosianin
utama dari campuran antosianin. Kerja dari perangkat fraction collector yang
terdapat pada KCKT-preparatif dapat digantikan secara manual pada KCKT tipe
standar dengan membuka saluran fase gerak setelah keluar dari detektor. Nilai
resolusi antar puncak dan perhitungan waktu ketika pemotongan puncak kro-
matogram dalam pengumpulan fase gerak yang mengandung analit merupakan
hal yang menjadi perhatian dalam kegiatan ini. Munculnya satu puncak tunggal
pada kromatogram dari isolat yang didapat menunjukan bahwa teknik kerja ini
dapat diaplikasikan sebagai salah satu teknik isolasi yang sederhana dan cepat.

Kata Kunci: isolasi, antosianin, Ficus padana Burm.f, KCKT-preparatif, KCKT tipe
standar.
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PENDAHULUAN

Saat ini antosianin telah menjadi sumber yang
penting bagi pewarna alami dalam produksi ba-
han pangan, kosmetik, dan farmasi yang dapat
digunakan sebagai pengganti dari pewarna bua-
tan (1).

Penelitian lainya juga menunjukkan bahwa an-
tosianin memiliki banyak sifat yang menguntung-
kan bagi kesehatan seperti aktivitas antioksidan
(2-6) dan antikanker (7). Hal ini juga menjadi ala-
san terhadap peningkatanpenggunaan antosia-
nin dalam produksi bahan pangan, kosmetik dan
farmasi pada saat ini.

Buah Ficus padana Burm.f diduga mengan-
dung antosianin karena warna dari biji dan da-
ging buahnya yang bewarna merah. Kemungki-
nan adanya senyawa antosianin di dalam buah
Ficus padana Burm.f juga diperkuat dengan hasil
yang positif dari pengujian fitokimia terhadap
kandungan flavonoid dari buah Ficus padana
Burm.f tersebut. Berdasarkan data ini diharap-
kan buah Ficus padana Burm.f dapat digunakan
sebagai alternatif sumber antosianin yang cukup
potensial.

Isolasi dan identifikasi antosianin cukup su-
lit dilakukan yang diakibatkan oleh karena ke-
mampuan antosianin tersebut untuk mengalami
transformasi struktural. Selain itu, antosianin
sulit untuk diukur secara independen dari flavo-
noid lain karena mereka memiliki karakteristik
reaksi yang serupa (8).

Menurut Liu dkk (9), tahapan isolasi ekstrak
antosianin dari bahan alam dengan teknik kro-
matografi cair preparatif menjadi semakin po-
puler, penggunaan kromatografi preparatif se-
cara luas dapat diterima. Pengembangan teknik
isolasi preparatif berlangsung dengan sangat
pesat, karena teknik ini memungkinkan penger-
jaan dengan cepat untuk mendapatkan senyawa
murni. Informasi tentang siklus waktu dan faktor
pemisahan dapat diperoleh dari data analitis kro-
matografi. Optimasi dari kromatografi cair kiner-
ja tinggi preparatif (KCKT-preparatif) merupakan
suatu usaha pemisahan yang kompleks.

Intrumentasi KCKT-preparatif memiliki kele-
bihan dari KCKT tipe standar yaitu memilki pe-
rangkat fraction collector yang dapat diperintah
dengan program untuk melakukan pengumpulan
larutan yang mengandung senyawa antosianin
yang diinginkan. KCKT tipe standar yang ada di
suatu laboratorium juga dapat digunakan untuk
melakukan isolasi terhadap isolat antosianin se-
perti yang dapat dilakukan oleh KCKT-preparatif.
Isolasi dilakukan dengan menampung secara
manual larutan fase gerak yang keluar setelah
melewati detektor yang diperkirakan mengan-
dung isolat antosianin yang hendak diisolasi.

Dalam studi ini akan dibahas tentang isolasi
senyawa antosianin utama yang terdapat pada
ekstrak buah Ficus padana Burm.f secara seder-
hana dan cepat dengan instrument KCKT tipe
standar.

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan utama yang digunakan dalam pene-
litian ini adalah buah Ficus padana Burm.f yang
belum matang yang diperoleh dari tanaman Ficus
padana Burm.f yang terdapat di kawasan kampus
Universitas Andalas, Padang, Sumatera Barat.

Bahan kimia yang digunakan antara lain
adalah: etanol, asam sitrat teknis dan air destilasi
(kualitas teknis). Air demineralisasi, asetonitril
dan metanol (kualitas KCKT-(Merck-Germany)),
Asam format proanalisa (Merck-Germany).

Alat

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini
adalah: inkubator shaker (Gehardt), Rotary Eva-
porator (Buchi), Rechirculating Chiller (Buchi),
KCKT dengan detektor diode array SPD-M20A
(Shimadzu),
stirrer (Velp), pH meter (Delta Ohm), dan pera-

neraca analitik (Kern), Hot Plate

latan gelas lainnya.

Cara kerja
Antosianin dari buah Ficus padana Burm.f
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diekstraksi dengan pelarut etanol yang sudah di-
asamkan. Ekstraksi dilakukan secara maserasi.
Hasil maserasi lalu disaring untuk memisahkan
filtrat dan residu. Ekstraksi diulang kembali de-
ngan menggunakan pelarut yang sama dan per-
lakuan yang sama. Filtrat kemudian digabung dan
disaring dengan menggunakan penyaring vakum,
lalu pelarutnya diuapkan dengan rotary evapo-
rator.

I[solasi dengan KCKT tipe standar yang di-
lakukan pada Shimadzu liquid chromatography
(Kyoto, Jepang) dengan menggunakan detektor
diode array (SPD-M204A, Shimadzu, Kyoto, Je-
pang). Data diproses melalui komputer personal
menggunakan program Lab Solution (LC solu-
tion Shimadzu). Kolom analitik yang digunakan
adalah Shimadzu-0ODS (250 X 4 mm diameter in-
ternal, 5 pm ukuran partikel; Shimadzu, Jepang)
dengan kondisi suhu 30 °C.

KCKT dikondisikan mengikuti prosedur dari
Huang dkk (8) . Fase gerak yang dgunakan adalah
fase gerak A: asam format 2% dan fase gerak B:
asetonitril : air : asam format (49 :49:2, v/v/v).
Sistem elusi KCKT dilakukan secara gradien li-
near sebagai berikut: 0-4 menit, fase gerak B me-
ningkat dari 6 ke 10%; 8-12 menit, fase gerak
B meningkat dari 10 ke 25%; 12-13 menit fase
gerak B tetap (isokratik) pada 20%; 13-20 menit
fase gerak B meningkat dari 25 ke 40%; 20-35
menit fase gerak B meningkat dari 40 ke 60%;
35-40 menit fase gerak B meningkat dari 60 ke
100% dan 40-45 menit fase gerak B kembali ke
5%. Laju alir fase gerak diatur 1,0 mL/menit.
Larutan contoh diinjeksikan sebanyak 100 pL,
sebelum diinjeksikan, larutan contoh disaring
menggunakan saringan Whatman dengan ukuran
pori 0,45 um. Spektrum absorpsi UV-Vis diukur
secara langsung selama analisis KCKT.

Spektrum direkam pada rentang panjang ge-
lombang 200-600 nm dengan 516 nm sebagai
panjang gelombang deteksi.

Pengumpulan larutan yang mengandung se-
nyawa antosianin utama dilakukan pada awal ke-
miringan puncak utama dan diakhiri ketika pun-
cak utama didapat.

HASIL DAN DISKUSI

Ekstraksi antosianin merupakan langkah awal
dalam penentuan total dan individu antosianin
sebelum isolasi, karakterisasi dan pengukuran
dilakukan (10). Umumnya ekstraksi antosianin
menggunakan metanol atau etanol yang diasam-
kan. Meskipun etanol kurang efisien dan lebih
sulit untuk dihilangkan akan tetapi penggunaan
etanol lebih disukai untuk aplikasi ke produk
makanan, hal ini disebabkan antara lain karena
sifat metanol yang beracun (11). Penelitian yang
membahas tentang proses ekstraksi antosianin
dari buah-buahan dan sayuran seperti ubi jalar
ungu, jagung ungu, kismis merah, kismis hitam,
dan anggur telah menunjukkan bahwa alkohol
merupakan pelarut yang baik untuk digunakan
dalam proses ekstraksi antosianin dari tanaman-
tanaman tersebut (12).

Isolasi dari ekstrak antosianin diperlukan
karena tidak ada sistem pelarut yang dapat di-
gunakan untuk memisahkan antosianin secara
spesifik dari campurannya. Sejumlah komponen
lainnya juga harus diperhitungkan, antara lain
adalah polifenol dan pektin yang dapat meng-
ganggu stabilitas dan atau proses analisis dari
pigmen antosianin tersebut (13).

Menurut Welch dkk (14) KCKT telah menjadi
metode pilihan untuk analisis kualitatif dan kuan-
titatif dari antosianin. Hal ini karena kemampuan
kromatografi cair dalam isolasi antosianin secara
cepat pada berbagai skala pengukuruan. Pada
skala yang besar dapat menggunakan KCKT-pre-
paratif dengan kolom preparatif, isolasi antosia-
nin pada skala yang kecil dapat dilakukan dengan
kolom semipreparatif sedangkan pada skala yang
sangat kecil atau mikrogram dapat dilakukan
dengan kolom analitik. Penggunaan kolom anali-
tik secara langsung akan bekaitan dengan peng-
gunaan KCKT tipe standar.

Isolasi senyawa antosianin utama yang ada
di dalam ekstrak yang mengandung antosianin
dilakukan dengan melakukan modifikasi pada
alat KCKT tipe standar dengan melepaskan salu-
ran setelah detektor agar larutan fase gerak
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yang sudah lewat dari detektor dapat langsung
ditampung ke dalam vial. Cara ini mengadopsi
prinsip kerja dari KCKT-preparatif. [solasi dengan
cara ini sangat mungkin dilakukan apabila kom-
ponen yang dideteksi memiliki resolusi yang baik
antara satupuncak dengan puncak lainnya. Oleh
karena itu pencarian kondisi fase gerak yang op-
timum merupakan hal yang wajib dilakukan se-
belum melakukan isolasi suatu senyawa dengan
cara ini.

Puncak kromatogram merupakan suatu
gangguan sinyal yang terjadi pada baseline yang
diakibatkan oleh adanya serapan oleh suatu se-
nyawa terhadap sinar UV-Vis yang mengenai se-
nyawa tersebut, hal ini merupakan aplikasi dari
prinsip elektrokimia pada KCKT. Hal ini menjadi
perhatian dalam pemotongan puncak dari kro-
matogram yang didapat pada saat pengumpulan
larutan fase gerak ketika proses isolasi dilaku-
kan. Serapan dari suatu senyawa terhadap sinar
UV-Vis ditunjukan dengan terjadinya gangguan
sinyal terhadap baseline dan ketika serapan itu
sudah tidak ada lagi maka sinyal akan kembali
lagi ke baseline.

Dari data kromatoram yang didapat, senyawa
antosianin utama yang terkandung dalam ektrak
buah Ficus padana Burm.f dapat dipisahkan de-
ngan baik menggunakan komposisi fase gerak
berdasarkan metoda yang dikutip dari literatur
(8). Pola gradient dari komposisi fase gerak yang
digunakan terhadap pemisahan antosianin dari
ektrak buah Ficus padana Burm.f memberikan ha-
sil yang cukup bagus yang ditunjukan pada Gam-
bar 1 dengan didapatkannya nilai resolusi antara
puncak B dengan puncak A yang bernilai besar
dari 5 (lima), dan resolusi puncak C dengan pun-
cak B dengan nilai besar dari 6 (enam). Berdasar-
kan data ini pemisahan puncak B sangat mungkin
untuk dilakukan karena pemisahan puncak B ti-
dak akan terganggu oleh puncak-puncak lainnya.
Nilai resolusi yang besar sangat menguntungkan
dalam penerapan teknik isolasi dengan menggu-
nakan KCKT tipe standar ini, karena akan memu-
dahkan dalam melakukan isolasi antosianin yang
diinginkan dengan menampung larutan fase ge-

rak yang keluar setelah lewat dari detektor.

Perhitungan waktu dalam melakukan pemo-
tongan puncak dari senyawa yang akan diisolasi
merupakan kondisi yang sangat diperhatikan
karena hal ini akan mempengaruhi kemurnian
dari senyawa yang diisolasi. Berdasarkan pene-
litian yang dilakukan penulis, waktu yang baik
dalam melakukan pemotongan puncak yang
berkaitan dengan proses pengumpulan larutan
yang mengandung senyawa yang akan diisolasi
adalah ketika kemiringan puncak kromatogram
sudah sangat terlihat jelas dan diakhiri ketika
puncak kromatogram sudah didapat. Ketika ke-
miringan puncak kromatogram sudah terlihat
dengan jelas dapat diperkirakan bahwa senyawa
yang diisolasi sudah melewati detektor dan sudah
dapat ditampung. Tetapi ketika kemiringan pun-
cak baru muncul, pada kondisi ini diperkirakan
bahwa senyawa yang diisolasi masih berada di-
detektor dan apabila langsung ditampung dikha-
watirkan larutan belum mengandung senyawa
yang kita inginkan dan apabila ada pengotor yang
berada sangat dekat dengan senyawa yang diiso-
lasi akan terambil ketika proses pengumpulan
dilakukan.

Puncak B merupakan hasil serapan terhadap
sinar Visibel (516 nm) dari senyawa antosianin
utama yang terkandung di dalam ekstrak buah
Ficus padana Burm.f. Waktu pemotongan puncak
B yang sejalan dengan pengumpulan larutan fase
gerak setelah keluar dari detektor yang diperki-
rakan mengandung isolat senyawa B dapat di-
lakukan mulai setelah menit 19,200 dan diakhiri
pada menit 19,723. Karena pada waktu inilah
senyawa B terdeteksi oleh detektor dan mengalir
keluar dari detektor tersebut. Pada waktu 19,723
ke 20,167 merupakan keadaan pengkondisian
sinyal kembali ke kondisi baseline, pada waktu ini
senyawa B sudah tidak ada lagi, dan apabila fase
gerak tetap ditampung kemungkinan senyawa
lain/pengotor yang ada sesudah senyawa B terse-
but akan ikut terambil juga.

Pada Gambar 1 diperlihatkan kromatogram
dari ekstrak buah Ficus padana Burm.f yang
mengandung campuran antosianin dengan data
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Gambar 1. Kromatogram antosianin dari ekstrak buah Ficus padana Burm.f
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Gambar 2. Kromatogram isolat antosianin hasil isolasi dengan KCKT tipe standar

Tabel 1. Data beberapa puncak hasil pengamatan KCKT dari ekstrak buah Ficus padana Burm.f

Name Ret Time Peak Start Peak End Area % Area Resolution
A 17.840 17.533 18.133 209099 7.8528 -
B 19.723 19.200 20.167 2224394 83.5386 5.746
C 21.110 20.833 21.367 50498 1.8965 4.343
D 22.889 22.667 23.067 93771 3.5216 6.504
E 23.206 23.067 23.433 84953 3.1905 1.297

waktu dalam satuan menit (Tabel 1), yang dapat
dijadikan sebagai pedoman pada waktu peng-
umpulan larutan fase gerak yang mengandung
isolat setelah keluar dari detektor. Sedangkan
Gambar 2 merupakan kromatogram dari isolat
yang sudah dipisahkan dari Gambar 1. Gambar 2

memperlihatkan suatu puncak tunggal dari kro-
matogram yang didapatkan dari hasil tampungan
larutan fase gerak yang keluar dari detektor yang
ditampung berdasarkan pemotongan kromato-
gram yang dilakukan pada Gambar 1. Munculnya
puncak tunggal memperlihatkan bahwa isolasi
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telah dilakukan dengan baik, tidak didapatkan
komponen lain yang ikut terambil pada saat pe-
ngumpulan fase gerak yang dilakukan.

KESIMPULAN

I[solasi dari senyawa antosianin utama yang
terdapat dalam ekstrak buah Ficus padana Burm.f
dapat dilakukan secara sederhana dan cepat de-
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