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ABSTRACT

Effects of ascorbic acid on gel formation of myofibrillar protein extracted from Bigeye Scad Fish (Selar crumenophthalmus)
ve studied for its development as food ingredient. Myofibril wes gelled by the addition of various concentrations of ascorbic acid (0,
1, 0.2, 0.3 and 0.4%), and the gels were then characterized for its cooking loss, water holding capacity (WHC), and texture. Addition
ascorbic acid af the level below 0.3% gave no significant effect on the cooking loss of the gel, but at 0.4% the cooking loss of the gel
‘reased significantly. Accordingly, the WHC of the gel changed insignificantly with the . ascorbic acid addition below 0.3%, and
creased sharply in the addition of 0.4%. Gel textures were affected by the addition’ of ascorbic-acid at all levels, namely 29.9 + 1.9,
0 £0.3, 354 +04, 46.7 + 1.5, and 115.7 + 3.2 ¢/7 mm for 0, 0.1, 0.2, 0.3 and 0.4%, respectively. Sodium dodecy! sulfate -
lyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) showed that addition of ascorbic acid drove formation of disulphide bond in-the
rosin heavy chain (MHC) and other myofibrillar proteins, resulting in the developmient of a strong three dimensions structure in

«ofibril gel as shown by microscopic structure.

ywords : Ascorbic acid, Bigeye Scad Fish (Selar crumenophthalmus), el formation myofibril

PENDAHULUAN

Karena kandungan protein 17-24 % dari
itnya, ikan merupakan sumber protein hewani yang
nsial (Fardiaz, 1995). Kandungan protein yang tinggi
menyebabkan ikan menjadi bahan pangan yang
jat dianjurkan, apalagi dengan kandungan asam
ak omega-3-nya yang memberikan efek positif bagi
shatan (Shahidi, 1998). Produksi ikan di Indonesia
jat tinggi dan menunjukkan kecenderungan
lingkat setiap tahun Di Jawa Timur, produksinya
icapai 321.315, 346.748 dan 379.409 ton untuk tahun
2, 1995 dan 1997 (Anonim, 1998). Namun demikian
insi yang sangat tinggi ini belum dapat dimanfaatkan
wra-optimal, terbukti dengan banyaknya ikan inferior
" terbﬁ?ng. akibat tidak tertangani secara baik

aktu panen raya.

& » & kéa, Mata Besar (S cmm’e:rtbph!h&ltﬂus)

1asuk ikan pelagik yang berukuran maksimum '60 cm,
gan makanan berupa udang kecil, zooplankton dan
3 ikan (Anonim, 2003a). Di Indonesia ikan Mata
ar sering tidak ditangani dengan baik terutama disaat
en raya, sehingga menjadi ikan yang bermutu rendah

(ikan inferior). Pada saat panen raya, banyak nelayan
mengalami kesulitan dalam memasarkan hasil ikan ini,
bahkan kalaupun bisa terjual biasanya harganya relatif
murah dan- kadang-kadang terbuang. Untuk itu
diperiukan usaha pemanfaatan ikan mata besar secara
optimal, salah satunya adalah dengan memanfaatkannya
menjadi bahan baku produk berbasis gel, seperti sosis,
bakso dan nuget. '

- Protein otot ikan terdiri dari tiga kelompok
utama yakni sarkoplasma; miofibril dan stroma. Protein
miofibril_merupakan bagian ferbesar dan merupakan
jenis protein yang larut dalam garam. Protein ini terdiri
dari miosin, aktin, tropomiosin dan aktomiosin yang
merupakan gabungan aktin dan miosin. Protein miofibril
sangat berperan dalam pembentukan gel dan proses
koagulasi, terutama dari.aktomiosin. Gel ikan merupakan
bentukan dari pasta daging ikan mentahy (surimi) yang

‘mengalamimhasil 0./ Mutusgél ikan sangat

dipengdrahi‘oleh kandungan aktin, miGsi"yang terdapat
dalam protein miofibril ikan tersebut. Protein miofibril
sangat berperan dalam proses pembentukan gel daging
ikan (Anonim, 2003b).
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Hasil penelitian sebelumnya (Subagio, et al.,

2004) menunjukkan bahwa fraksi terbesar pada ikan

mata besar adalah myofibril (42 - 43%), diikuti oleh fraksi
protein sarkoplasma (37 - 40 %) dan stroma (16 - 21 %).
Sebagai ikan pelagik, mata besar mempunyai protein
miofibril dengan kemampuan membentuk agregat yang
lebih rendah dibandingkan ikan demersal, akibatnya
0 . protein myofibrilnya membentuk gel dengan tekstur yang
: fidak terlalu kokoh. Dengan demikian, pemanfaatan
miofibril dari ikan mata besar pada produk berbasil gel
memerlukan cara untuk mepingkatkan konsistensi
gelnya. .
Pada penelitian sebelumnya (Nishimura, et al.,
1996), dilaporkan bahwa penambahan asam: askorbat
terhadap pasta daging ikan dapat meningkatkan
kekuatan gel pada gel miofibril ikan ~mentah.
Penambahan asam askorbat dapat meningkatkan
agregasi MHC, di mana mekanismenya melibatkan
oksidasi-reduksi ion logam seperti Fe** atau Cu?*, yang
mendorong: perubahan oks:gen menjadi-singlet oxygen

o crumenophthalmus) yang reaktif. Senyawa ini akan- mendorong terbentuknya
ms of ascorbic acid (0, . radikal bebas dari MHC yang banyak mengandung
| @nd fexture. Addition gugus thiol. Selajutnya radikal bebas gugus thiol dari
gooking loss of the gel MHC ini akan bergabung dengan sesama radikal bebas
fon below 0.3%, and MHC untuk membentuk ikatan disulfida (Gambar 1).
i mamely 29.9 + 1.9, Pembentukan ikatan disulfida antar MHC ini menciptakan
fium dodecy! suffate - banyak ikatan silang antar rantai protein tersebut,
isulphide bond in-the -

mensions structure in - AsA Fe (11I)

MDA Fe (I1)

| :
ay2, banyak nelayan | "
garkan hasil ikan ini, %(AsA + DHA)
anya harganya relatif

"sehingga terbentuk agregat dan gel yang kokoh
(Nishimura, et al., 1996).

Selama perjalanan dari TPl  menuju
laboratorium, ikan dimasukkan dalam ice box untuk
mempertahankan kesegarannya. Asam askorbat dan

" bahan kimia lainnya yang digunakan adalah bahan kimia
‘ berkualitas analisis dari Merck (Jerman).

-Ekstraksi protein miofibril pada ikan mata besar

(Subagio, et al., 2004)
Protein. miofibril dari sampel ikan dns:apkan

-dengan memisahkan daging dari tulang dan kulit ikan.

Daging bersih selanjutnya dimixer dengan larutan NaCl
0,5% dalam buffer phospat 0,1. M pH 7 (suhu 4 - 6 °C)
dengan volume 3 kali berat daging selama 3 menit.
Hasilnya disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm, suhu

" 4oC selama 10 menit. Filtrat didekantasi dan endapan

dimixer kembali dan diperlakukan sama seperti langkah
di atas. Selanjutnya endapan dilewatkan pada kain
saring rangkap empat untuk memisahkan duri maupun
protein’ stroma'yang lainnya. Endapan yang melewati
kain saring selanjutnya dimixer dengan buffer yang sama
dengan pencucian pertama dan kedua, dan disentrifus

uulang. Endapan yang dihasilkan ‘adalah protein myofibril,
* dan disimpan dalam freezer (-20°C) sampai dibutuhkan

untuk dianalisis. .
MHC-SH

MHC-S e« b “%4(MHC-S-S-MHC

gbuang. Untuk itu Gambar 1. Mekanisme peranan asam askorbat dalam pembentukan ikatan disulfide pada protein (Nishimura et al.,1996)

m mata besar secara

p_m'nemanfaz::?ar;n?;a Penéht;an ini bertujuan untuk mempe|ajéri

S gel, sepertl S0Sis, pengaruh penambahan asam askorbat terhadap kualitas
o gel miofibril ikan mata besar. Hasil penelitian ini

i figa kelomqu dharapkan berguna untuk pengembangan dan

i dan stroma. Protein pemantfaatan lebih lanjut dari ikan mata besar dan ikan

ssar dan merupakan inferior lainnya sebagai sumber protein pangan.

ram. Protein ini terdiri : -

gan aktomiosin yang :

josin_ Protein miofibril METODOLOGI

pian gel dan proses

p Ge! kan merupakan

Bdhan :
menia mi)f8ng Bahan utama yang digunakan lkanyg Mata
s mcmmenophtlmlmus) dari Samudra Indonesia

ol gel m«ﬁlgat'v—m diperolell di_tempat pelelangan ikan | (TPI) Pantal

MIoSin terdapat
;“_ Prcy)tae:g mloﬁgnl Puger, Kabupaten Jember Propinsi Jawa Timur.

mbentukan gel daging
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Aplikasi asam askorbat pada gel miofibril ikan
mata besar

Miofibril hasil dari pencairan diambil sebanyak 10
gram yang dimasukkan ke dalam wadah film, dan
kemudian ditambahkan 3 m! larutan asam askorbat pada
berbagai konséntrasi (0%, 0,1%, 0.2%, 0.35 dan 0.4%).
Pencampuran bahan dengan asam askorbat dilakukan
dengan spatula dalam waktu 30 menit. Setelah bahan
tercampur homogen, wadah film dimasukkan ke dalam
waterbath dengan suhu 40°C- selama 20 menit.
Kemudian dilanjutkan pemanasan dengan suhu 90°C
selama 20.menit Anonim, 2003b). _Gel didinginkan dan
disimpan dalam lemari pendmgm (46 °C) selama satu
hari sebelum dianalisis.
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Susut masak dan daya ikat air
Susut masak gel dianalisis berdasarkan
persentase pengurangan berat setelah dipanaskan.

Sedangkan daya ikat air (WHC) dihitung berdasarkan

kadar air gel yang dianaliis menggunakan metode oven
(Sudarmadii, et al., 1984).

Tekstur gel '

Pengukuran textur gel dilakukan . dengan
Rheotex (Ogawa Seiki Co., LTD, Tokyo Japan). Gel ikan
yang telah ditiiskan diukur tekstumya berdasarkan
besamya gaya yang diperiukan untuk menekan gel
dengan jarum Rheotex standar sedalam 7 mm.
Pengukuran diulangi sebanyak 3 (hga) kali pada tempat
yang berbeda, duperoleh nifai reratanya

Perubahan berat molekul protein dengan
elektroforesis

*Analisis perubahan berat molekul (BM) protein
dilakukan dengan SDS-PAGE pada konsentrasi
akrilamid . 12%, .yang dilakukan pada Mini-Protean I
Electrophoresis System (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).
Gel diwamai dengan Coomassie blue R-250. Sampel
diambil dari bahan yang telah dilarutkan dalam larutan
urea (8 M) dalam SDS 1%. -Berat molekul protein
dihitung berdasarkan perbandingan Rf sample dengan
marker protein yang berasal dari Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Mo), yaitu kit penciri protein ber BM rendah
yang terdiri atas:: serum albumin (66,0 kD), ovalbumin
(45,0 kD), Carbanic anhidrase (29,0 kD), dan Iysonme
(14,2 kD).

Struktur mikroskopis

Gel yang telah dikeringkan dengan freezed
d:yer dicelupkan ke dalam paraffin sampai meresap
seluruhnya ke dalam bahan. Setelah kering, bahan yang
telah dilapisi oleh paraffin diiris tipis-tipis dan ditetesi
larutan coomassie blue secara berlebihan. Bahan
kemudian diamati struktur mikroskopisnya dengan
menggunakan mikroskop binokuler bermerk Jeulin
dengan model XTX dengan perbesaran 20 kali. Struktur
mikroskopis yang dihasilkan dldokumentasakan dengan
menggunakan kamera digital.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Susut_ masak gel
e “Susut masak digunakan _untuk mengetahuu

A :gsamxa ghngan berat dari gel miofibril ikan mata

T rose P C - E

© B S
em gel

pengerutan sistem gelnya, dan selanjutnya air tersebut
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hilang menguap akibat proses pemanasan atau penirisan
setelah pencairan gel.

Hasil analisis menunjukkan bahwa pada
penambahan asam askorbat dengan konsentrasi 0%,
0,1%, 0,2%, 0,3% dan 0,4%, susut masak-nya adalah
32,6 £ 2,5%, 31,9 + 3,9%, 32,2 + 5,1%, 29,6 + 1,1% dan
400 + 9,1% (Gambar 2). Ini berarti bahwa pada
penambahan asam askorbat sampai dengan 0,3% tidak
terjadi perubahan yang nyata pada susut masak gel,

- Namun setelah penambahan asam askorbat 0,4% terjadi

peningkatan susut masak yang mencolok. Pembentukan
ikatan disulfida antara MHC-MHC dalam gel miofibril ikan
mata besar menyebabkan pembentukan struktur tiga
dimensi menjadi kokoh. Namun bila pembentukan ikatan
disulfida antara-MHC-MHC sangat besar, maka_akan

diikuti dengan pengerutan matriks gel, sehingga apabila .
"pengerutan ini terjadi secara berlebihan maka banyak air

yang- terperangkap dalam gel miofibril ikan tersebut
keluar dari permukaan gel dan hilang menguap atau
tertiriskan sewaktu pencairan gel. Hal ini menyebabkan
nilai susut- masak pada gel miofibril ikan -tersebut
semakin tinggi. Gejala ini - didukung oleh adanya
perubahan WHC, tekstur dan BM protein myofibril

Cooking Loss (%)
= N W & O
©o o o & ©o ©

0 01 02 03 04
Asam Askorbat (%)

Gambar 2. Pengaruh konsentrasi asam askorbat terhadap
cooking loss dari gel myofibril ikan mata besar

Daya ikat air atau WHC -

. Penambahan asam askorbat pada gel miofibril
ikan Mata Besar dapat mempengaruhi . WHC yang
ditentukan berdasarkan. kadar- air. Hasil analisa
menunjukkan bahwa pada penambahan asam askorbat
pada konsentrasi 0%, 0,1%, 0,2%, 0,3 % dan 0,4%
menunjukkan kadar air sebesar 86,1 + 0,4%, 87,7 +
4,70%, 85,5 + 0,5%, 85,7 + 0,6%, dan 82,7 + 2,1%

sepertl pada bar 3 Dari hasnl tersebut teflihat bahwa

0,3% tidak

tefadi n y gel Namun
C

gel menurun secara nyaa engan penambahan
0,4% asam askorbat.
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ﬁ .
atau penirisan Gejala ini sesuai dengan data susut masak pula jaringan disulfide baru yang terbentuk. Akibatnya
efek pemberian asam askorbat menjadi berlebihan jika tekstur yang dihasilkan oleh gel miofibril ikan menjadi
bahwa pada ditambahkan lebih dari 0,4%. Pada konsentrasi ini, semakin mengeras.
mnsentrasi 0%, pembentukan ikatan disulfida antara MHC-MHC akibat Hal ini dapat dibuktikan dalam analisis
sak-nya adalah pengaruh asam askorbat menjadi sangat besar, struktur mikroskopis. Gambar 5 memperiihatkan bahwa
86+ 1,1% dan sehingga akan diikuti dengan pengerutan matriks gel sejalan dengan penambahan asam askorbat, maka
| bahwa pada Pengerutan ini ini akan diikuti dengan terdesaknya air. struktur matrik jaringan gel miofibril ikan semakin
gan 0,3% tidak dalam matriks untuk keluar, hingga WHC gel menjadi mengecil atau struktur dindingnya menjadi semakin
sut masak gel, furun. menebal. Semakin mengecil atau menebalnya struktyr
bat 0,4% terjadi matrik jaringan gel miofibril memperiihatkan semakin
. Pembentukan 'kuat dan kokohnya struktur matrik jaringan pada gel
el miofibril ikan miofibril ikan tersebut. Oleh karena itu, tekstur gel yang
n struktur tiga 104 b b b b g * dihasilkan juga pun semakin keras.
pentukan ikatan s
ar, maka akan =
ghingga apabila . < 140
maka banyak air s T 1204
| &kan tersebut g £ 100
 menguap atau E ;
| kan tersebut ~ 604 -
0 O 1 0 2 0 3 0 4
) oleh adanya % 40 -
[ Asam Askorbat (%) = anl:
g 20 9
Gambar 3. Pengaruh konsentrasi asam askorbat terhadap 0+ :
WHC yang diekspresikan dengan kadar air dari 0- 01 02 03 04
—a— gel miofibril ikan mata besar Asam askorbat (%)
) Gambar 4. Pengaruh konsentrasi asam askorbat terhadap
Tekstur tekstur dari gel miofibril ikan mata besar.
Parameter tekstur gel biasanya dipaparkan '
P i Toomokan sioy bakerssan g~ Porubshan berat molekul protein
s " Hasil elektroforesus _pada gel miofibril ikan
muofibel kan mata besar ini dilakukan dengan telah di d &
mesgounakan alat Rheotex yang dinyatakan dengan setelah ditambah dengan asam askorbat, );altu pada
3 04 = fome per 7 mm, sehingga semakin besar nilainya penambahan 0%, 0,1%, 0,2%, 0, 3% dan 0,4% masing-
e g daging ikar; Sfcabt semakm Yitas masing seperti yang terlihat-pada. Gambar 6. Semakin
it (%) e y besar penambahan konsentrasi asam askorbat pada
Tekstur gel miofibril ikan mata besar setelah I miofibiil ik ke tantuk band hasi i
@iaméah dengan asam askobat, yaitu pada gel miofibril ikan, maka ben and hasil visualisasi
 asorbat terhadap gmamtaban 0%, 0,1%, 0,2%, 0,3% dan 0,4% masing- elektroforesis semakin memudar. Akfivitas ~asam
fkzn mata besar - et 20.9.+ 1,9 gff7 mm, 31 + 0,3 g7 mm askorbat dalam membentuk jaringan disulfida pada gel
1 : TRy AT & i d' 91 1 7; miofibril ikan terlihat jelas pada MHC (Myosin Heavy
S = 0.4 gf7 mm, 46,7 + 1,5 gfi7 mm, dan 115.7 Chain) hasil elektroforesis. Dalam hal ini asam askorbat
2 @i mm seperti yang tedihat pada Gambar 4. Dari el »
; b dalam gel miofibril ikan berperan sebagai reduktor
. 1 gemmiar fersebut terlihat bahwa semakin tinggi dal — ifid .
| pada gel miofibr Jemmesw=si 2sam askorbat yang digunakan, maka ol pembenkitan. jeringan sulfida. - Jaringan
auhi WHC yang yang cig ’ disulfida dalam gel miofibril yang semula berantai MHC-

r. Hasil analisa
an asam askorbat
03 % dan 0,4%
| + 04%, 87,7

. Mwesmsan gel miofibril ikan semakin tinggi. Hal ini
. lmesstian oleh adanya aktivitas asam askorbat dalam
il &= tersebut. Dalam hal ini asam askorbat

. M g miofibrl ikan berperan sebagai reduktor

,\W pembentukan jaringan disulfida. Jaringan

W3 z3am gel moﬁbnl yang semula berantai MHC-

SH direduksi oleh asam askorbat menjadl MHC-S. Hal
ini menyebabkan terbentuknya jaringan disulfida baru
menjadi  1/2(MHC-S-S-MHC) yang - menyebabkan
terjadinya perubahan protein pada gel miofibril ikan.
Bentuk, protein miofibrilar yang terdiri dari aktin dan
miosin menjadi jaringan baru dengan ikatan 1/2(MHC-

dan 827 + 2,1% ‘
.wézu]@n\ah
dengan 0,3% %

WHC ge!ﬂ%

mgan penambahan

‘ ‘ ilspolimerisasi miofibril
- RV [t
i ik

- ﬂ« m Dengan semakin meningkatnya '

Imx @sam askorbat, diduga semakin banyak

129°
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Struktur mikroskopis dari ge! miofibril ikan Mata Besar pada berbagai konsentrasi asam askorbat (perbesaran 20X).
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=
yran
Actin
Troponin T
Tropomyosin

0% 0,1%

Gambar 6 menunjukkan pada konsentrasi 0%,
0,1% dan 0,2%, pita-pita protein miofibril (MHC) masih
eriihat dengan jelas; sedangkan pada konsentrasi 0,3%
dan 04% pitapita protein (MHC) tersebut mulai
memudar. Pudamya pita-pita tersebut disebabkan oleh -
peningkatan nilai BM pada miofibril ikan. Semakin
bertambahnya asam askorbat pada gel tersebut maka
pembentukan jaringan 1/2(MHC-S-S-MHC) semakin
meningkat, sehingga nilai BM miofibril ikan tersebut
semakin bertambah. Dalam hal ini fungsi elektroforesis
adalah memvisualisasikan protein dengan nilai BM pada
kisaran di bawah 200 kD. Bila BM telah melebihi kisaran
nilai kemampuan gel elektroforesis, maka pita MHC-S-S-
MHC tidak dapat terdeteksi pada hasil elektroforesis.

.
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Asam Askorbat

Gambar 6. SDS-PAGE dari fraksi protein miofibril protein dari ge! miofibril ikan Mata Besar. MHC: Myosin Heavy Chain; M: Marker

" dari hasil SDS-PAGE di mana pita MHC pada

elektmforess menjadi semakin memudar seiring dengan :
effa ahan konsentrasi asam askorbat Kejadlan ini

asafn askorbat
an0 A% ¢ nhilai tekstur gel
masing-masing sebesar 29,9 FUgf/7 gim, 31 £ 0,3

 gfl7 mm, 354 + 0,4 gfi7 mm, 46,7 + 15 gf7 mm, dan

1157 + 3,2 off7 mm berturut-turut. Namun demikian,
penambahan asam askorbat yang berlebihan, yaitu
pada konsentrasi 0,4% menyebabkan pembentukan
ikatan disulfida antara MHC-MHC menjadi sangat besar,

~ sehing akan diikuti dengan pengerutan matriks gel.

katan susut masak
air @mioﬁbril.
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Puspita Sari Y, Fitriyah Agustina 2, Mukhamad Komar 2, Unus", Mukhamad Fauzi ),
dan Triana Lindriati !

) Staf Pengajar Jurusan Tekniologi Hasil Pertanian, FTP - Universitas Jember
2 Alumni Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, FTP — Universitas Jember .

Diterima 18 Januari 2005/ Disetujui 18 Juli 2005

ABSTRACT

. Anthocyanins: were extracted from jambolan skins using neutral solvents e.i water, -ethanol, isopropanol, water : ethanol (1 :
1), water : isopropanol (1 : 1), ethanol : isopropanol (1 : 1), and water :.ethanol : isopropanol (1: 1: 1) at 5 and 27°C. The stability of
the anthocyanins was as affected by pH, heat, oxidator, and light was investigated. The extrection using combination of water and
isopropaniol af 27°C showed the highest total yield, i.e. 71.54 % (db). Furthermore, the highest anthocyanin concentration and yield
were obtained in the extracts using combination of water and ethanol at 27°C i.e.10 007.03 mg/L {db) and 2. 78'% (db), respectively.
At low pH, the pigment extracts showed high stabilily; and gradually decreased and lost colour when the pH was increased. The
greatest colour intensity (red) was obtained at pHs values less than 3.5. The anthocyanins were relatively stable during heating at
temperature. of 40 dan 60°C in which more than 80% of pigment could be maintained for 4 hours of heating. Heating at high
temperatures (80 and 100 °C) decreased the colour stability of more than 80%. Presence of oxidator H20; reduced the stability up to
73.52%. The -UV and fluoresecent light exposure for 7 days also reduced the stability by 11. 47%and 10.62%, respectively.

Key words: Anthocyanin, jambolan skin, extraction, pigmer_vt stability

PENDAHULUAN

Buah duwet (Syzygium cumini) merupakan
salah satu buah yang berpotensi sebagai sumber
bahan pewama alami untuk produk pangan.
Kenampakan kulit buah duwet masak berwama ungu
kehitaman menunjukkan adanya kandungan antosianin.
Menurut Bridle dan Timberake (1997); Elbe dan
Schwartz (1996); Francis (1989), antosianin dapat
memberikan wama merah, violet, ungu, dan biru pada
daun, bunga, buah, dan sayur. Lebih lanjut disebutkan
dalam Anonim (2001), buah duwet mengandung
antosianin yaitu sianidin, petunidin, dan malvidin
ramno-glikosida. '

Untuk keperluan pewamaan produk pangan
maka ekstraksi antosianin pada kulit buah duwet harus
dilakukan dengan metode ekstraksi yang sesuai
sehingga dapat dihasilkan rendemen yang tinggi.
Metode  ekstraksi  antosianin  telah  banyak

dikembangkan, antara lain dengan perlakuan asam .

smenggunakan asam organik atau anorganik. - .

yang terasilasi. Pemilihan pelarut nefral didasarkan
pada peneltian Revilla et al, (1998) yang
membandingkan  beberapa  prosedur  ekstraksi
antosianin pada anggur merah dengan menggunakan
pelarut yang diasamkan dan netral. Hasil penelitiannya
menunjukkan bahwa penggunaan pelarut yang
mengandung 1 % HCI 12 N untuk ekstraksi antosianin
anggur merah menghasilkan hidrolisis - parsial dari
malvidin 3-O-asetilglukosida sehingga hal ini dapat
mengubah kandungan antosianin dalam ekstrak.
Penggunaan pelarut netral cukup efisien digunakan
untuk mengekstrak antosianin anggur merah.
: " “Untuk penggunaan- ekstrak - antosianin kulit
buah duwet dalam pada pangan, maka perlu diketahui
stabilitasnya selama pengolahan dan . penyimpanan.
Stabilitas antosianin terutama dipengaruhi oleh pH,
suhu, cahaya, oksigen, :asam askorbat;-enzim, ion
logam, gula, dan kopigmentasi. Umumnya antosianin
lebih stabil dalam kondisi asam, media bebasoksigen,
di dalam kondisi suhu- dingin dan gelap (Nollet, 1996;
Francis, 1989; Elbe dan Schwartz, 1996)

Tujuan penelitian ini  adalah  untuk

ﬁmmm i

* Pada penelitian ini dipili
O > iAW iogen iz 2
7\ qﬁf bagi keséhafén
produk pangal

aplikasi bahan pewamna alami, serta ¢) mencegah
terjadinya hidrolisis (parsial atau total) pada antosianin

menda metode . ekstraksi- yang' ‘menghasilkan
i i@a hui’ stabilitas
an| ng uli duwet.
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METODOLOGI

Bahan dan alat

Bahan utama adalah buah duwet yang dipetik
gari pohon yang tumbuh di hutan Bondowoso, Jawa
Timur. Bahan kimia yang digunakan yaitu etanol,
sopropanol, potasium klorida, sodium asetat, HCI, dan
20z (berspesifikasi pro analysis dari Merck, Jerman).
Alat yang digunakan adalah alat-alat gelas, neraca,
waing blender, pengering beku, stirer, sentrifuse,
penyaring vakum, rotary vakum evaporator, vortek,
water bath, pH-meter, lampu UV, lampu neon,
fermometer, mikropipet, dan spektrofotometer.

Ekstraksi antosianin .

Buah duwet segar diambil kulitnya dengan
cara dikupas-menggunakan pisau stainless steel . Kulit
tuzh duwet (kadar air 85.08 %) diblansing selama 2
menit untuk menginaktifkan enzim polifenol oksidase.
Kufit buah duwet dikecilkan ukurannya dengan cara
diblender kemudian dikeringkan dengan pengering
beku (freeze drier). Sampel kering (kadar air 10.47 %)
sebanyak.9 gram diekstrak menggunakan pelarut (100
mi) selama -60 ‘menit dengan cara diaduk (stirer).
Adapun perlakuan ekstraksi terdiri dari jenis pelarut dan
suhu. Pelarut yang digunakan meliputi air, etanol,
sopropanol, air : etanol (1 : 1), air : isopropanol (1 : 1),
etanol : isopropanol (1 : 1), dan air : etanol : isopropanol
{1 :1:1), sedangkan suhu ekstraksi dilakukan pada
suhu dingin (5°C) dan suhu kamar (27°C). Setelah
ekstraksi selesai, kemudian ekstrak disentrifuse untuk
memisahkan filtrat dan residu. Filtrat dituang ke dalam
erenmeyer dan residu diekstrak kembali dengan cara
¥2ng sama. Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 kali sampai
Speroleh wama filtrat bening yang menandakan
anfosianin  sudah terekstrak semua. Filtrat yang
d@ihasilkan dari 3 kali ekstraksi digabung dan disaring
gengan penyaring vakumi. Filtrat digvaporasi dengan
wakum rotary evaporator pada suhu 40°C sampai
wiume filtrat sekitar 25 mi, kemudian dikeringkan
dengan pengering beku. Ekstrak kering dianalisa total
mndemen, konsentrasi = antosianin, dan rendemen
antosianin. Ekstraksi yang menghasilkan “rendemen
antosianin tertinggi dipilih untuk pengujian kestabilan
anfosianin kulit buah duwet yang meliputi stabilitas
ferhadap pH, suhu, oksidator, dan sinar.

Analisis
Total rendemen

. Total rendemen dihitung dalam persen sebagai
Berat ekstrak kering dibagi berat kult buah duwet

metode pH-differential (Prior et al., 1998; Giusti dan
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“sebagai

Wrolstad, 2000). Ekstrak kering dilarutkan dalam
pelarut yang digunakan untuk ekstraksi dan ditera
sampai volume 25 ml. Sebanyak masing-masing 0.05
ml sampel dimasukkan ke dalam 2 buah tabung reaksi.
Tabung ' reaksi pertama ditambah larutan buffer
potasium klorida (0.025 M) pH 1 sebanyak 4.95 ml dan
tabung reaksi kedua ditambahkan larutan buffer sodium
asetat (0.4 M) pH 4.5 sebanyak 4.95 mi. Pengaturan pH
dalam pembuatan buffer potasium kiorida dan sodium
asetat menggunakan HCI pekat. Absorbansi dari kedua
periakuan pH diukur dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 520 nm dan 700 nm setelah
didiamkan selama 15 menit. Nilai absorbansi dihitung
dengan rumus : A = [(Asz0 — Azoo)pi 1 — (As20 — Azoo)pH
45]. Konsentrasi antosianin dihitung sebagai sianidin-3-
glikosida menggunakan koefisien ekstingsi molar
sebesar 29 600 L cm' dan berat molekul sebesar
448.8. Konsentrasi antosianin (mg/L) = (A x BM x FP x
1000):/ (¢ x 1), dimana A adalah absorbansi, BM adalah
berat molekul (448.8), FP adalah faktor pengenceran (5
mi/.0.05 mi), dan ¢ adalah koefisien stingsi molar (29
600 L o). : -
Rendemen antosianin
- Rendemen antosianin dihitung dalam persen
konsentrasi  antosianin  dibagi dengan
konsentrasi kulit buah duwet kering (Metriva, 1995).

Stabiiitas terhadap pH

Untuk menguji stabilitas terhadap pH (0.5-5)
digunakan larutan buffer potasium klorida (0.025 M)
dan buffer sodium asetat (0.4 M). Pengaturan pH
mengiunakan HCI pekat. Ekstrak pekat antosianin kulit
buah duwet sebanyak 15 pl ditambahkan ke dalam
tabung reaksi yang telah diisi larutan buffer dari pH OS5
sampai pH 5 sebanyak masing-masing 5 ml dan
didiamkan  selama 15 .menit. Perubahan nilai
absorbansi akibat perakuan pH -diukur dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm
yang merupakan panjang gelombang maksimum (Ana)
pigmen antosianin kulit buah duwet.

Stabilitas terhadap suhu

‘Ekstrak pekat antosianin kulit buah duwet
sebanyak 250 pl ditambahkan kedalam erlenmeyer
yang berisi 40 ml larutan buffer potasium kiorida (0.025
M) pH 1 kemudian diaduk dengan stirer hingga
homogen. Campuran larutan dimasukkan ke dalam
botol gelap dan diinkubasi pada suhu 40, 60, 80, dan
100°C selama 4 jam dan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm
setiap interval waktu 30 menit.

Stabilitas terhadap oksidator

Ekstrak (pekat antosianifi kulit buah duwet
sebanyak 200 il daf"0.25 ml H207' T % berturut-turut
ditambahkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 30 ml
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larutan buffer potasium klorida (0.025 M) pH 1,
kemudian diaduk dengan stirer hingga homogen.

Campuran larutan dimasukkan ke dalam botol gelap
dan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 520 nm pada setiap waktu
kontak 0, 3, 6, 9, dan 12 jam.

Stabilitas terhadap sinar

Ekstrak pekat antosianin kulit buah duwet
sebanyak 200 pl ditambahkan dalam erlenmeyer yang
berisi 30 mi larutan buffer potasium klorida (0.025 M)
pH 1. Campuran larutan dimasukkan .dalam botol
bening dan disinari dengan sinar UV dan lampu neon

(11 watt) dalam kotak gelap selama 7 hari. Pengukuran

absorbansi  dilakukan setiap hari  dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nm.

Penentuan stabilitas pigmen antosianin

-~ Stabilitas pigmen antosianin dinyatakan

~sgbagai- % etensi wama yang dihitung ‘menggunakan
‘tumus : B/A x 100 %, dimana A adalah nilai absorbansi

sebelum periakuan dan B adalah nilai absorbansi
setelah periakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi antosianin

Total rendemen
Total rendemen menunjukkan kandungan dari
semua zat-zat yang terkandung dalam kulit buah duwet
yang mampu terekstrak oleh pelarut seperti lemak,
protein, karbohidrat, serat, abu, vitamin, fenol, tanin,
dan zat-zat lainnya termasuk juga antosianin. !
Hasil penelitian diperoleh nilai total rendemen
tertinggi sebesar 71.54 % pada ekstraksi dengan
menggunakan pelarut kombinasi air dan isopropanol

" pada suhu ruang, sedangkan total rendemen terendah

diperoleh pada ekstraksi dengan menggunakan pelarut
isopropanol pada suhu dingin sebesar 40.25 %. Pada

ekstraksi menggunakan pelarut air, air : etanol, air :

isopropanol, dan air : etanol : isopropanol menunjukkan
nilai total rendémen yang hampir sama pada kisaran
nilai 69~ 71 % (Gambar 1).

Konsentrasi antosianin

~ " Konsentrasi“-antosianin dalam kit buah
duwet pada berbagai jenis pelarut dan suhu ekstraksi
dapat dilihat pada Gambar 2. -

80

Total Rendemen (%)

AE

AEl

Pelarut

| M Suhu Ruang O Suhu Dingin

R réngaﬁ: - - ¢ _
A A A = air, E = etanol, | = isopropanol, AE = air:etanol, Al = air:isop!
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Gambar 2. Pengaruh jenis pelarut dan kondisi suhu selama ekstraksi terhadap konsentrasi antosianin

Hasil . penelman menunjukkan _bahwa
wonsentrasi antosianin teftmggl terdapat pada ekstraksi
dengan menggunakan pelarut kombinasi air dan etanol
pada suhu ruang yaitu sebesar 10 007.03 mg/L, diikuti
gengan pelarut kombinasi air : isopropanol, air : etanol :
sopropanol, dan air, Penelitian Saati et al., (2002) juga
mendapatkan hasil yang sama, dimana ekstraksi
anfosianin pada bunga pacar air-(Impatien balsamina
Linn) dengan menggunakan pelarut etanol (95 %) yang
ditambah aquades dan HCI 1 N (5 : 4 : 1) menunjukkan
kadar antosianin tertinggi ( 5.35 mg/100 mi), diikuti

sopropanol dan air yang diasamkan dengan HCl 1 N
5.08 mg/100. ml) Kadar antosianin terendah pada
Bunga pacar air didapatkan pada diekstraksi dengan
menggunakan pelamt ah aquades dan HCl 1 N (4 27
me/100 mi). :

_Hasil penehhan juga menunjukkan bahwa
shsiraksi” “menggunakan pelarut air dan-pelarut ‘yang
dikombinasikan dengan air ‘menunjukkan konsentrasi
anfosianin yang -lebih tinggi dibandingkan ekstraksi
gengan pelarut etanol, isopropanol, ‘dan komibinasi

tombinasi dengan pelarut air dapat meningkatkan
polaritas. Sifat kepolaran pelarut berpengaruh pada
tonsentrasi antosianin yang terekstrak. Semakin polar
seeiarut maka konsentrasi antosianin semakin finggi dan

3 fmya. Menurut Bridle dan Timberlake &(1997),

uﬂosanm merupakan pewarna alami yang berasal dan

flavonoid yang llarut dalam air (water soluble)”Di
“gzlam tumbufian, “antosiamin selalu ferdapat sebagai
giikosida (Robinson, 1991). Sebagai glikosida,
anfosianin larut dalam air, tetapi setelah mengalami

dengan ekstraksi menggunakan pelanst campuran

#tanolisopropanol. Hal ini dikarenakan dengan adanya -
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hidrolisis maka bentuk non glikosidanya (antosianidin)
kurang larut dalam air (Wijaya et al., 2001). Pada
ekstraksi menggunakan pelarut isopropanol diperoleh
konsentrasi antesianin terendah, karena isopropanol
termasuk dalam pelarut agak non polar sehingga
isopropanol kurang mampu melarutkan antosianin.

Untuk mengetahui pengaruh suhu selama
ekstraksi  terhadap konsentrasi antosianin maka
dilakukan ekstraksi pada suhu dingin (5°C) dan ruang
(27°C).  Perbedaan  suhu  ekstraksi  dapat
mengakibatkan perbedaan kecepatan kelarutan
komponen dalam kulit buah duwet dan kemudahan
antosianin teroksidasi. Pada Gambar 1 dan 2 terlihat
bahwa ekstraksi pada suhu ruang menghasilkan total
rendemen dan - konsentrasi antosianin lebih tinggi
dlbam!mgkan dengan ekstraksi pada suhu dingin. Hal
ini disebabkan pada suhu dingin kecepatan terlarutnya
komponen-komponen dalam kulit buah duwet termasuk
antosianin tidak -secepat pada suhu kamar. Menurut
Geankoplis (1983), semakin tinggi suhu ekstraksi maka
kecepatan perpindahan massa dari solut ke solven
akan semakin tinggi karena suhu mempengaruhi nilai
koefisien transfer massa dari suatu komponen.

Rendemen antosianin

- Nilai rendemen antosianin kulit buah duwet
sangat kecil bila dibandingkan dengan total rendemen. -
Pada Gambar 3 dapat dilihat bahwa rendemen
antosiamintertinggrsebésar @78 % pada eksliaks
menggunakan pelarut kombinasi ar dan etanol pada
suhu ruang, sedangkan reridemen antosianin terendah
ditunjukkan pada ekstraksi . dengan menggunakan
pelarut isopropanol pada suhu dingin sebesar 0.02 %.
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Nilai rendemen antosianin hasil penelitian ini
sangat jauh berbeda dengan rendemen antosianin
pada bunga pacar air dan kulit buah rambutan. Kisaran
rata-rata rendemen antosianin pada bunga pacar air
diperoleh sebesar 17.07 — 25.43 % (Saati, 2002) dan
rendemen antosianin pada kulit buah rambutan berkisar
antara 6.41 - 13.67 % (Wijaya et al., 2001).

Stabilitas warna antosianin

Stabilitas terhadap pH

Stabilitas wama antosianin kulit buah duwet
terhadap pengaruh pH dapat diihat pada Gambar 4.
Pada Gambar 4 terlihat bahwa intensitas wama yang
ditunjukkan - oleh ‘nilai absorbansi sangat dipengaruhi
oleh nilai pH, semakin tinggi nilai pH maka intensitas
wama merah semakin menurun. Nilai absorbansi

mengalami penurunan secara tajam sampai pH 3.5,

kemudian nilai absorbansi cenderung stabil sampai pH
5. Pada pH 3.5 - § terfihat nilai absorbansi sangat kecil
yang menunjukkan wama merah antosianin semakin
menghilang. Perubshan wama. akibat pengaruh pH
terjadi karena adanya degradasi wama dari antosianin
yang disebabkan oleh kation flaviium yang berwama
merah menjadi basa karbinol dan akhimya menjadi
kalkon yang tidak berwama. Pada pH rendah sebagian
besar antosianin terdapat dalam bentuk kation flavilium

Jurnal.Teknol. dan Industri Pangan, Vol. XVI No. 2 Th. 2005

yang . berwama merah, sedangkan senyawa basa
karbinol dan kalkon yang tidak berwama relatif kecil
jumlahnya. Semakin meningkatnya pH akan semakin
banyak terbentuk senyawa basa karbinol dan kalkon
yang menyebabkan tidak berwama. Menurut Nollet
(1996) dan Elbe dan Schwartz (1996), dalam medium
cair, antosianin mengalami -perubahan  struktur
(reversible) tergantung dari pH. Empat struktur
antosianin yang terdapat dalam kondisi kesetimbangan

adalah basa quinodal (biru), kation flavilium (merah),*
karbinol (tidak berwama), dan kalkon (tidak berwama)..

Pada media sangat asam (pH dibawah 2), kation
flaviium yang berwama merah mendominasi,
sedangkan pada kondisi tingkat keasaman yang lemah,
netral, dan basa maka karbinol dan basa quinodal
mendominasi kation flavilium sehingga wama menjadi
memudar (tidak berwama) dan wama berubah dari
merah ke biru. Shi dan Francis (1992) juga
mengemukakan bahwa wama antosianin sangat
sensitif kestabilannya terhadap beberapa faktor salah

" satunya dipengaruhi oleh kondisi pH. Di dalam larutan

dengan pH rendah antara 14 (asam) pigmen
antosianin ‘akan -berwara ‘merah atau semakin
mendekati satu maka pigmen semakin stabil,
sedangkan pada pH yang tinggi lebih dari 4 maka akan
mulai terjadi perubahan wama sehingga antosianin
menjadi tidak berwama. '
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Gambar 3. Pengaruh jgnis pelarut dan koqdisi suhu selama ekstraksi terhadap rendgmé,n; antqsggnin
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Hasil yang sama juga ditunjukkan dari
peneliian yang dilakukan Francis (1977) dalam Elbe
gan Schwarz (1996) pada antosianin cranbery,
@mana perubahan nilai pH dapat menyebabkan
mbd\an wama. Pada sekitar pH 1, antosianin
. =anberry menunjukkan intensitas wama paling bagus
. sedangkan pada pH 4.5, antosianin cranberry

- mendekati tidak berwama (sedxkg: biru). Penélitian dari
ﬁvya et al, (2001) juga menyebutkan bahwa
. imensitas wama dari ekstrak pigmen kulit buzh
sambutan sangat dipengaruhi ofeh nilai pH. Pada pH 3
#n 4 masih menarmakkan peak maksimum,
sedangkan pada pH 5 tidak terdapat _peak
| meksmumnya yang menunjukkan hllangnya wama
‘ m—t mbsuamn

“:s terhadap suhu

Untuk melihat stabilitas wama antosianin kulit
mar duwet terhadap pengaruh suhu maka dilakukan
mmznasan ekstrak antosianin pada suhu 40, 60, 80,
i %00=C selama 4 jam. Hasil penelitian menunjukkan
Mawz secara keseluruhan ~ antosianin - mengalami

Mmmszkan dengan semakin memngkatnya suhu dan

uﬁa‘\nya waktu pemanasan. Hal ini ditunjukkan
» adanya penurunan nilai, retensi wama (%)
m hu 40 dan 60°C (suhu
). penurtinan nildi retensi wama tidak terialu
dibandingkan -pada-pemanasan suhu 80 dan
L fsubu bnggu) Pada perlakuan pemanasan suhu
L mengalami penurunan nilai retensi wama yang

Wi, gl hingga dibawsh 20 % padainterval wakty -

ershare

% menit.
Has D ne 3
LN ahwa’*
Mz ¥ =am secara fe apat menurunka
= antosianin dan katul beras ketan httam

Gambar 4. Stabiltas warna antosianin kulit buah duwet terhada pengarih pH

Wijaya et al.,. (2001) juga melaporkan -terjadinya
penurunan mlac peak absorbansi dengan makin
meningkatnya ‘suhu  yang digunakan. Hal ini
menunjukkan stabilitas yang semakin menurun dengan
semakin meningkatnya suhu pemanasan.

Antosianin’ sangat sensitif terhadap proses
termal yang dapat. menyebabkan kehilangan wama
merah dan terjadinya peningkatan wama coklat sebagai
hasil dari degradasi- dan polimerisasi pigmen.
Mekanisme pasti dari degradasi termal pada antosianin
belum sepenuhnya dapat dijelaskan, tetapi
kemungkinan ‘degradasi wama dari antosianin
disebabkan oleh berubahnya kation flavilium yang
berwama merah menjadi basa karbinol dan akhimya
menjadi kalkon yang tidak berwama dan berakhir pada
produk degradasi berwama coklat. Menurut Elbe dan
Schwarlz (1996), panas mengubah kesetimbangan
terhadap kalkon yang tidak berwama. Brouillard (1982)
juga mengemukakan bahwa temperatur tinggi
mengubah kation flavilium ke formasi kalkon. Setelah
cincin terbuka, degradasi berlanjut ke produk berwama
‘coklat. Penelitian dari Hrazdina (1971) dalam Francis
(1989) menyebutkari bahwa kaumarin'  merupakan
produk degradasi dari pugmen antosianin anggur. Lebih
lanjut dijelaskan oleh Elbe dan Schwartz. (1996),
kaumarin adalgh. pmd;qk _degradasi “umum. - untuk
antosianin dlmana mekanismenya - ~adalah kation
flavilium pertama - kali ditransformasikan ke basa
quinodal. kemudian ke beberapa struklur - infermediel
dan akhimya ke derivatif kaumarin.
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Gambar 7. Stabilitas wama antosianin kulit “buah duwet terhadap penymaran
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Penurunan warna pada perlakuan penyinaran diduga
iizh terjadi degradasi antosianin dimana energi yang
gihasikan dari penyinaran dapat menyebabkan
Eenadinya reaksi fotokimia yang ‘merusak struktur
anmiosianin. Dijelaskan oleh Markakis (1982) bahwa
aniosianin -~ memiliki keoenderungan yang kuat
mengabsorbsi sinar tampak dan energi radiasi sinar
menyebabkan reaksi fotokimia pada spektrum tampak
yang dapat merusak struktur antosianin sehingga
mengakibatkan perubahan warnakehilangan wama
merah. Hanum (2000) juga menyatakan bahwa
menurunnya stabilitas atau pemucatan wamna karena
smar matahari dan sinar UV mungkin disebabkan oleh
dekomposisi antosianin dari bentuk aglikon ‘menjadi
kalkon (tidak berwama) dan akhimya membentuk alfa

. diketon yang berwama coklat.

KESIMPULAN

* Ekstraksi menggunakan pelatut kombinasi air

Ten sopmpanol pada suhu ruang menghasllkan total
mndemen tertinggi sebesar 71.54 % (bk). Konsentrasi
gan rendemen antosianin ftertinggi diperoleh pada
sksiraksi. menggunakan - pelarut kombinasi air dan
@=nol pada suhu ruang berturutturut sebesar 10
703 mg/L (bk) dan 2.78 % (bk).

Stabilitas antosianin sangat dipengaruhi oleh
pH. suhu, oksidator, dan sinar. Pada kondisi tingkat
#=asaman  tinggi, antosianin  kulit buah duwet
menunjukkan stabilitas yang tinggi dan sebaliknya pada
fingkat keasaman rendah stabilitas ‘menjadi menurun.
Pada pemanasan suhu medium (40 dan 60°C)
aniosianin masih mampu mempertahankan stabilitas
wama di atas 80 %, sedangkan pada suhu tinggi (80
#an 100°C) stabilitas wama menurun tajam hingga
gibawah 20 % selama 4 jam pemanasan. Senyawa
mktsidator juga mampu menurunkan stabilitas wamna

mebesar 73.51 % selama-12 jam, sedangkan sinar

wmrpu menurunkan stabilitas wama sebesar 9.97 %
ik sinar lampu neon dan 14.45 % untuk sinar UV

s=lama penyinaran 7 hari.
Kondisi ekstraksi terbaik yang menghasilkan
m=ndemen antosianin tertinggi ( 2.78%) yartu ekstraksi

sengan menggunakan pelarut kombinasi air dan etanol
gz suhu riang. Pada‘kondisi pH asam (< 3.5), suhu

medium (<40°C), tanpa adanya sinar ataupun senyawa

mksidator merupakan kondisi terbaik untuk dapat -
mempertahankan stabilitas antosianin kulit buah duwet.
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