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RINGKASAN 

Ekstraksi Likopen dari Buah Tomat (Lycopersicum esculentum Mill.) dengan 

Berbagai Komposisi Pelarut, Arifulloh, 071810301092; 2013; 38 halaman; 

Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 

Jember. 

Likopen merupakan suatu hidrokarbon poliena dengan rantai asiklik 

terbuka tak jenuh, mempunyai 13 ikatan rangkap, 11 diantaranya ikatan rangkap 

terkonjugasi yang tersusun linier. Keberadaan ikatan rangkap terkonjugasi, 

menjadikan likopen sebagai antioksidan yang baik.. Disamping itu, pemanfaatan 

buah tomat pasca panen sampai saat ini masih belum teroptimalkan karena buah 

tomat merupakan buah yang mudah busuk  padahal buah tomat mengandung 

likopen paling banyak dibandingkan buah lainnya. Oleh karena itu, buah tomat 

yang tidak termanfaatkan dapat digunakan sebagai sumber likopen. 

Penelitian ini dilakukan dalam empat tahap. Tahap pertama dilakukan 

ekstraksi likopen dari buah tomat menggunakan pelarut campuran n-

heksana:aseton:metanol (1:2:1; 1:1:1; 2:1:1) dan campuran petroleum eter:aseton 

(3:1). Tahap kedua dilakukan optimasi eluen menggunakan KLT. Eluen yang 

digunakan antara lain, yaitu n-heksana, PE, n-heksana:PE (2:1), dan PE:Aseton 

(8:2). Tahap ketiga dilakukan pemisahan  ekstrak kasar likopen yang diperoleh 

menggunakan kromatografi kolom gravitasi. Tahap keempat dilakukan analisa 

secara kualitatif yaitu, hasil pemisahan diukur menggunakan spektrofotometer 

visibel pada panjang gelombang 400-700 nm .  

Hasil optimasi eluen menggunakan KLT diperoleh pelarut n-heksana:PE 

(2:1) sebagai pelarut optimum karena proses pemisahannya spotnya baik dengan 

Rf yang besar. Hasil tersebut digunakan pada proses pemisahan likopen 

selanjutnya. Hasil analisa secara kualitatif menunjukkan bahwa likopen dapat 

dipisahkan dari senyawa pengotornya dengan menggunakan kromatografi kolom 

dengan eluen n-heksana:PE (2:1). Hasil penelitian menunjukkan bahwa pelarut n-

heksana:aseton:metanol dengan komposisi 1:2:1 mampu mengekstrak likopen 

paling optimal.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Penggunaan likopen sebagai bahan pangan telah banyak menarik minat 

produsen akhir-akhir ini, baik industri pangan maupun industri farmasi. Pada 

industri makanan, likopen dimanfaatkan sebagai pewarna alami, sesuai sifat 

alaminya sebagai pemberi warna merah alami pada buah-buahan sedangkan dalam 

industri farmasi, likopen yang mana memiliki aktivitas antioksidan tinggi dapat 

dijadikan sebagai suplemen makanan baik dalam bentuk tablet maupun bubuk. 

Likopen merupakan suatu hidrokarbon poliena dengan rantai asiklik terbuka tak 

jenuh, mempunyai 13 ikatan rangkap, 11 diantaranya ikatan rangkap terkonjugasi 

yang tersusun linier. Keberadaan ikatan rangkap terkonjugasi, menjadikan likopen 

sebagai antioksidan yang baik. Kekuatan antioksidan likopen sebagai  penangkap 

singlet oksigen adalah dua kali lipat dari β-karoten (Bohm et al., 2002) dan 

sepuluh kali lipat dari α-tokoferol (Shi dan Maguer, 2000).  

Penggunaan likopen yang meluas tersebut menyebabkan kebutuhan 

likopen semakin bertambah. Namun hal ini tidak di imbangi dengan stok likopen 

yang tersedia. Disamping itu, pemanfaatan buah tomat pasca panen sampai saat 

ini masih belum teroptimalkan karena buah tomat merupakan buah yang mudah 

busuk  padahal buah tomat mengandung likopen paling banyak dibandingkan 

buah lainnya. Oleh karena itu, buah tomat yang tidak termanfaatkan dapat 

digunakan sebagai sumber likopen.  

Kandungan likopen banyak terdapat pada bagian daging buah tomat. 

Berdasarkan biosintesisnya, likopen terbentuk melalui siklus asam mevalonat 

yang terjadi di dalam sitosol dan deoksisilolusa phosfat yang yang terjadi di dalam 

kloroplas dan kromoplas (Dewick, 2001). Oleh karena itu,  diperlukan suatu 

metode yang tepat untuk mengeluarkan likopen tersebut. Ada dua metode 

ekstraksi likopen yang umum dari buah tomat yaitu metode ekstraksi kering dan 

metode ekstraksi basah. Metode kering pada ekstraksi likopen mempunyai prinsip 

bahwa mengeluarkan likopen dan zat yang terlarut dalam lemak (senyawa non 
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polar) tersebut dari sampel yang telah kering benar dengan menggunakan pelarut 

anhydrous. Keuntungan dari dari metode kering ini, pengerjaan menjadi amat 

sederhana, bersifat universal, dan mempunyai ketepatan yang baik. Kelemahannya 

membutuhkan proses yang lama dan adanya zat lain yang ikut terekstrak sebagai 

likopen. 

Metode basah yang umum digunakan pada ekstraksi likopen yaitu 

maserasi. Maserasi dilakukan dengan cara merendam sampel basah dalam cairan 

penyari. Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga 

sel yang mengandung zat aktif sehingga zat aktif akan larut. Adanya perbedaan 

konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan di luar sel, menyebabkan 

larutan yang pekat di dalam sel didesak keluar. Keuntungan maserasi adalah 

pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana, perlakuan tanpa pemanasan 

sehingga kerusakan analit oleh adanya panas dapat diminimalisir, sedangkan 

kerugiannya yakni membutuhkan pelarut yang banyak dan penyarian kurang 

sempurna. 

Pada penelitian kali ini ekstraksi likopen menggunakan metode basah, 

yaitu buah tomat dijadikan jus kemudian direndam dalam larutan metanol. 

Ekstrak metanol yang diperoleh akan di ekstraksi kembali dengan ekstraksi cair-

cair menggunakan pelarut campuran. Penggunaan jenis pelarut yang digunakan 

dalam ekstraksi likopen dari buah tomat sangat penting karena likopen yang sifat 

kepolarannya rendah harus bisa larut secara sempurna kedalam pelarut ekstraksi 

tersebut. Oleh karena itu, kepolaran pelarut harus mendekati kepolaran likopen. 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Maulida dan Naufal (2010) 

konsentrat likopen telah berhasil diekstraksi dari buah tomat dengan metoda 

ekstraksi cair–cair menggunakan pelarut campuran n–heksana, aseton, dan etanol 

dengan kadar 5,14 mg/100 g. Sedangkan Fitri (2007) telah berhasil  mengisolasi 

likopen dari buah tomat menggunakan metode kromatografi kolom alumina dan 

eluen petroleum eter dengan kadar 30 mg/g berat bahan. 

 Berdasarkan studi literatur yang telah dilakukan penggunaan pelarut 

campuran n-heksana-aseton-metanol untuk mengekstrak likopen belum pernah 

diteliti sebelumnya, melalui perbandingan yang optimum pada pelarut campuran 
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tersebut diharapkan partisi akan menjadi lebih sempurna, likopen dan sebagian 

kecil karotenoid hidrokarbon lainnya akan terekstrak ke dalam pelarut non polar 

(n-heksana-aseton) sedangkan senyawa xanthin dan senyawa polar lainnya akan 

terekstrak ke dalam pelarut polar (metanol). 

  

1.2 Rumusan Masalah Penelitian 

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka permasalahan yang ingin 

dipelajari dalam penelitian ini, yaitu berapa perbandingan komposisi optimal 

pelarut campuran pada ekstraksi likopen dari buah tomat (Lycopersicum 

esculentum Mill.) ? 

 

1.3  Batasan Masalah 

 Batasan permasalahan dalam penelitian ini, yaitu: 

a.  Sampel buah tomat diperoleh dari pasar Tanjung, Jember. 

b. Jenis buah tomat yang digunakan adalah tomat buah varietas merah 

(Lycopersicum esculentum Mill.). 

c. Pemisahan pigmen menggunakan kromatografi kolom dengan fase diam 

silika gel 60. 

d.  Pelarut ekstraksi yang digunakan adalah pelarut  campuran n-heksana : 

aseton : metanol dengan perbandingan berturut-turut adalah 2:1:1; 1:2:1; 

1:1:1 dan petroleum eter-aseton (3:1) 

f.  Analisa kualitatif likopen menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

 

1.4  Tujuan Penelitian 

 Tujuan penelitian ini adalah menentukan perbandingan komposisi pelarut 

campuran optimal pada ekstraksi likopen dari buah  tomat (Lycopersicum 

esculentum Mill.). 
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1.5  Manfaat Penelitian 

 Kebutuhan likopen dalam bidang kimia farma dan penelitian-penelitian 

ilmiah yang berhubungan dengan aktivitas likopen sangat tinggi sementara stok 

likopen dalam bentuk kristal masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini 

diharapkan sebagai langkah awal untuk produksi kristal likopen. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Tomat (Lycopersicum esculentum Mill.) 

2.1.1  Taksonomi Tanaman Tomat 

 Sistematika tanaman tomat menurut para ahli botani adalah sebagai 

berikut: 

Divisi  : Spermatophyta 

Sub divisi : Angiosperma 

Kelas  : Dicotyledoneae 

Ordo  : Tubiflorae 

Famili  : Solanaceae 

Genus  : Lycopersicum 

Spesies : Lycopersicum esculentum Mill. 

  Varietas buah tomat yang ada di Indonesia adalah varietas Intan, Ratna, 

Berlian, Merah, Mutiara, Moneymaker, Precious F1 hybrid (TW-375), varietas 

Farmers 209 F1 hybrid (TW-369), dan varietas  Sugar Pearl F1 hybrid (TW-373). 

Penamaan tersebut merupakan penamaan resmi dikeluarkan pemerintah, 

sedangkan nama-nama lain yang sering dipakai dalam perdagangan diantaranya 

adalah tomat biasa, tomat apel, tomat kentang, dan tomat keriting 

(Setiawan,1994). 

 
Gambar 2.1 Buah Tomat (Lycopersicum esculentum Mill.) 
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2.1.2 Kandungan Kimia Buah Tomat 

 Buah tomat merupakan sayuran yang kaya akan berbagai senyawa 

antioksidan seperti likopen, α-karoten, β-karoten, lutein, vitamin C, flavonoid, dan 

vitamin E. Adapun komposisi dan kandungan nutrisi buah tomat dapat dilihat 

pada table 2.1. 

       Tabel 2.1 Komposisi bahan penyusun buah tomat. 

Bahan penyusun Kandungan zat gizi/100 g  b.d.d* 

Protein (g) 1,00 

Lemak (g) 0,30 

Karbohidrat (g) 4,20 

Kalsium (mg) 5,00 

Fosfor (mg) 57,00 

Zat besi (mg) 0,50 

Vitamin A (SI) 1500,00 

Vitamin B1 (mg) 0,06 

Vitamin C (mg) 40,00 

Air (g) 94,00 

Kal (kal) 20,00 

Bagian yang dapat dimakan 95,00 

*b.d.d = berat yang dapat dimakan 

Sumber: Departemen Kesehatan R.I. (1981) 

 

2.1.3 Manfaat Buah Tomat 

 Buah tomat dimanfaatkan terutama untuk bumbu masakan sehari-hari, 

juga bahan baku industri saus tomat, dimakan segar, diawetkan dalam kaleng, dan 

berbagai macam bahan makanan bergizi lainnya. 

Konsumsi satu buah tomat masak setiap hari selama beberapa bulan, 

sangat baik bagi orang yang sedang diet. Komsumsi tomat secara rutin tiap hari 

dapat membantu penyembuhan sakit liver, encok, tuberkulose, dan asma 

(Departemen Kesehatan R.I. (1981)). 

 



7 
 

2.2  Karotenoid 

 Karotenoid merupakan kelompok pigmen alami berwarna kuning, jingga, 

merah jingga yang dapat ditemui pada tanaman dan hewan. Karotenoid disebut 

sebagai pigmen lipokromik karena larut dalam lemak. Pada tumbuhan tingkat 

tinggi karotenoid didapatkan di daun bersama dengan klorofil, mereka juga yang 

memberikan pigmen warna kuning, jingga dan merah pada bunga dan buah. 

 Karotenid dikelompokkan menjadi dua, yaitu hidrokarbon yang larut di 

dalam petroleum eter, dan xantofil ( senyawa turunan oksigen dari karoten) yang 

larut didalam etanol. Contoh senyawa golongan karotenoid disajikan pada 

Gambar 2.2. 

 
ξ-karoten 

 
β-karoten 

 
α-karoten 

HO

OH

 
zeaxanthin 

HO

OH

O

O

 
Violaxanthin 

 
Gambar 2.2 Beberapa contoh senyawa karotenoid 
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2.3 Likopen 

 Likopen adalah hidrokarbon alifatik yang mengandung tiga belas 

ikatan rangkap dengan rumus mulekul C40H56. Terdapat 11 ikatan rangkap 

terkonjugasi yang tersusun linier sehingga membuat likopen lebih panjang 

dibandingkan karotenoid lainnya. Struktur asiklik dari likopen menyebabkan 

simetri planar dan bagaimanapun likopen bukan provitamin A. Likopen lebih larut 

di dalam kloroform, benzene, dan pelarut organik lainnya daripada di dalam air. 

Kelarutan likopen di dalam minyak sekitar 0.2 g/L pada temperatur ruang (Preedy 

et al, 2008). Struktur mulekul likopen dapat dilihat pada Gambar 2.3. 

 
Gambar 2.3 Struktur Likopen 

 Likopen merupakan pigmen merah alami pada tomat, guava, dan 

semangka.  Buah tomat mentah dan olahan tomat merupakan sumber likopen 

paling banyak. Sehingga banyak penelitian likopen fokus pada buah tomat dan 

olahannya (Holden et al. 1999 dalam Preedy, et al. 2008)) 

Menurut George et al. (2004) kandungan likopen di dalam buah tomat 

bervariasi (umumnya akibat pengaruh genetik), kematangan buah saat di panen, 

juga pengaruh agronomis dan kondisi lingkungan selama penanaman. 

Peningkatan jumlah karotenoid dapat dilihat dari perubahan pigmennya. Begitu 

juga peningkatan pigmen merah terjadi karena peningkatan konsentrasi likopen.  

Menurut Di Mascio et al. (1989) dan Stahl, et al. (1992), tidak semua 

karotenoid memiliki keefektifan yang sama sebagai pelindung fotokimia. Likopen 

dikenal secara khusus relatif lebih efisien sebagai penangkap oksigen singlet 

daripada karotenoid lainnya (lebih tinggi daripada β-karoten dan α-karoten). 

Kekuatan antioksidan likopen sebagai penangkap oksigen singlet adalah dua kali 

lipat dari β-karoten (Bohm et al., 2002) dan sepuluh kali lipat α-tokoferol (Shi dan 

Maguer, 2000). 

Likopen dalam buah tomat mampu mengurangi risiko terjadinya bercak-

bercak kulit karena usia (age related macular degeneration atau ARMD), 
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ateroklerosis, dan multiplesclerosis dengan cara mencegah peroksidasi lipid 

(Mortesen et al. 2001).  

 

2.4 Metode Pemisahan Likopen dalam Buah Tomat(Lycopersicum 

esculentum Mill.) 

 

2.4.1 Ekstraksi Likopen dengan Metode Maserasi 

.  Ekstraksi adalah proses perpindahan satu atau lebih senyawa dari satu fase 

ke fase lainnya (Wilson, et all, 2000 ). Metode maserasi dilakukan dengan cara 

merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Cairan penyari akan menembus 

dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif akan larut. 

Karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan 

di luar sel, larutan yang pekat di dalam sel di desak keluar.  

 Pemilihan pelarut ekstraksi bergantung pada keadaan sampel dan 

komposisi karotenoid. Karoten larut pada pelarut nonpolar seperti heksana dan 

toluen sedangkan xanthofil larut pada pelarut polar seperti etanol dan piridin. Jika 

kisaran kepolaran karotenoid dalam sampel sangat lebar, maka cara ekstraksinya 

memerlukan lebih dari satu jenis pelarut, sehingga digunakan pelarut campuran, 

misalnya aseton-metanol (Britton, et al, 1995 dalam Susilowati, 2008)  

Maulida dan Naufal (2010) mengekstrak likopen dari buah tomat dengan 

metoda ekstraksi cair–cair menggunakan pelarut campuran n–heksana-aseton-

etanol perbandingan 2:1:1, dimana caranya adalah sampel dicampur dengan 

pelarut dan dikocok dengan shaker pada kecepatan 140 rpm selama 10 menit. 

Pada prosedur isolasi karotenoid di dalam Britton (1995) buah tomat diekstrak 

dengan aseton dan methanol (7:3). Metode ekstraksi yang digunakan pada sampel 

tersebut adalah maserasi. 

Pada ekstraksi likopen dari buah tomat digunakan pelarut n-heksana, 

aseton, methanol, dan petroleum eter. Secara fisika tingkat polaritas ini dapat 

ditunjukkan dengan lebih pasti melalui pengukuran konstanta dielektrikum suatu 

pelarut. Semakin besar konstanta dielektrikum suatu pelarut disebut semakin polar 
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(Sudarmaji, dkk, 2007). Konstanta dielektrikum pelarut ditunjukkan pada tabel 

2.2. 

Tabel 2.2 Konstanta dielektrikum dan indeks polaritas pelarut 

Pelarut Konstanta 

Dielektrikum (D) 

Indeks polaritas 

n-heksana 1,89 0,1 

Aseton 20,70 5,1 

Methanol 33,60 5,1 

Petroleum eter 1,90 - 

Sumber: diadaptasi dari Sudarmadji, dkk (2007) 

 

2.4.2 Kromatografi Kolom Gravitasi 

Kromatografi pertama kali ditemukan oleh Michel Tswett pada tahun 

1903, seorang ahli dari Botani Rusia, yang menggunakan kromatografi untuk 

memisahkan pigmen-pigmen dari daun dengan menggunakan suatu kolom yang 

berisi kapur (CaCO3) dengan larutan petroleum. Michel Tswett telah 

menggunakan kromatografi untuk pemisahan senyawa-senyawa yang berwarna, 

nama kromatografi diambil dari senyawa yang berwarna (Underwood and Day, 

2002). 

Kromatografi adalah teknik pemisahan yang didasarkan pada perbedaan 

distribusi campuran komponen antara fase gerak dan fase diam. Fase diam dapat 

berupa pembentukan kolom dimana fase gerak dibiarkan untuk turun 

(kromatografi kolom) atau berupa pembentukan lapis tipis dimana fase gerak 

dibiarkan untuk naik berdasarkan kapilaritas (kromatografi lapis tipis/KLT) 

(Christian, 1994). 

Metode pemisahan menggunakan kromatografi kolom gravitasi, sampel 

dilarutkan dalam sebuah pelarut, kemudian dilewatkan ke dalam kolom yang 

berisi adsorben dan mengelusinya dengan pelarut yang sama atau berbeda. 

Kromatografi kolom gravitasi digunakan secara konvensional untuk tujuan 

pemisahan komponen-komponen dari sejumlah campuran dalam kuantitas 

milligram atau gram (Lehman, 2008). 
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Pemisahan komponen campuran melalui kromatografi kolom tergantung 

pada kemampuan untuk berinteraksi dengan fasa diam dengan cara melarut di 

dalamnya, teradsorpsi atau bereaksi secara kimia (penukar ion) (Anonim, 2011). 

Tingkat adsorpsi komponen tergantung pada polaritas molekul, aktivitas adsorben, 

dan polaritas fase gerak. Umumnya, senyawa dengan gugus fungsional lebih polar 

akan teradsorb lebih kuat pada permukaan fase padatan. Aktivitas adsorben 

tergantung pada komposisi kimianya, ukuran partikel, dan pori-pori partikel 

(Braithwaite and Smith, 1995). Komponen yang terpisah merupakan pita-pita 

dalam fase diam dan masing-masing pita didorong keluar kolom dengan 

penambahan fase gerak, ditampung, dipisahkan dan diidentifikasi (Mimir, 2011). 

 

Tabel 2.3Urutan kepolaran eluen, elusi senyawa dan kekuatan adsorben dalam 

kromatografi 

Urutan Polaritas 

Eluen 

Urutan Elusi Senyawa Urutan Adsorben 

n-heksana Hidrokarbon tak jenuh Selulosa 

Petroleum eter Alkena Gula 

Karbon tetraklorida Hidrokarbon Aromatik Silika gel 

Benzene Eter Florisil (magnesium  

Kloroform Aldehida, keton, ester Silikat) 

Dietil eter Alkohol Aluminium oksida  

Etil asetat Asam karboksilat (alumina) 

Aseton   

Metanol   

Air   

Sumber : Johnson et al (1991) dan Khopkar (1990) 

 

2.4 Spektrometri UV-Vis 

 Spektroskopi adalah  ilmu yang mempelajari interaksi antara materi 

dengan radiasi elektromagnetik. Spektroskopi UV-Vis menghasilkan informasi 

tentang senyawa dengan ikatan rangkap terkonjugasi. Cahaya ultraviolet dan 

cahaya tampak harus mempunyai energi yang cocok untuk menyebabkan transisi 

elektron. Cahaya ultraviolet adalah radiasi elektromagnetik dengan panjang 

gelombang berkisar antara 180-400 nm. Cahaya tampak adalah radiasi 
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elektromagnetik dengan panjang gelombang berkisar antara 400-780 nm (Bruice, 

2004). 

 

2.4.1 Hukum Lambert-Beer 

Landasan hukum dasar telah dikemukakan oleh Lambert (1760) dan Beer 

(1852). Lambert (1760) dan Beer (1852) serta Bourger menunjukkan hubungan 

antara (T), (Po), dengan (P). Analisis suatu komponen atau multikomponen secara 

spektrofotometri menggunakan landasan hukum dasar yang dikemukakan oleh 

hukum Lambert (1760) dan Beer (1852), seringkali disebut hukum Lambert-Beer. 

Hubungan antara  medium (b) dengan besarnya penyerapan energi cahaya 

dinyatakan Lambert sebagai: 

Log Io/Ii = Kb……………………………………………………..<2.1> 

Sedangkan hubungan antara komsentrasi spesies (c) dengan besarnya 

penyerapan Beer, dinyatakan sebagai: 

Log Io/Ii = Kc……………………………………………………..<2.2> 

Sehingga  gabungan dari hukum Lambert-Beer yaitu: 

Log Io/Ii = Kbc……………………………………………………<2.3> 

  A = abc……………………………………………………………<2.4> 

Istilah dikenal sebagai absorban yang dinyatakan dengan A, sedangkan c 

menyatakan konsentrasi spesies terlarut dan menyerap cahaya yang dinyatakan 

dalam mol/L atau g/L (Khopkar, 1990). 

Karena sifat linieritas antara A dan c, penentuan konsentrasi bahan/ 

sampel dapat dilakukan dengan mudah jika bekerja dengan absorbansi A. 

Jika hukum Beer diikuti maka akan terbentuk suatu grafik yang disebut 

sebagai kurva kalibrasi. 

 

 

 

 

   

Gambar 2.4 Kurva kalibrasi dalam metode spektrometri 

Konsentrasi 

A
b
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2.4.2 Spektroskopi UV-Vis Karotenoid  

Molekul organik, dalam banyak hal, absorpsi cahaya ultra ungu-sinar 

tampak (ultraviolet-visible) terjadi pada gugus kromofor yang mengandung 

elektron-elektron valensi. Proses absorpsi cahaya UV-Vis berkaitan dengan 

promosi elektron dari satu orbital molekul dengan tingkat energi elektronik 

tertentu ke orbital molekul lain dengan tingkat energi elektronik yang lebih tinggi. 

Transisi elektronik tersebut biasanya adalah σ→ σ * atau n→ σ * (bersesuaian 

dengan energi cahaya UV), dan π → π* atau n→π* (bersesuaian dengan energi 

cahaya tampak), seperti ditunjukkan pada gambar dibawah ini. 

 

Gambar 2.5 Transisi elektronik akibat energy elektromagnetik 

 Sistem ikatan rangkap terkonjugasi merupakan kromofor  penyerap 

cahaya yang memberikan warna menarik pada karotenoid dan menghasilkan 

spektrum sinar tampak yang berfungsi sebagai dasar untuk identifikasi dan 

kuantifikasi. Warna memungkinkan analis untuk memantau langkah-langkah yang 

berbeda dari analisis karotenoid. Kehilangan atau perubahan warna pada setiap 

saat selama analisis mengindikasikan secara langsung terhadap degradasi atau 

modifikasi struktural. Warna menjadi pemantauan visual pada pemisahan 

karotenoid denngan kromatografi kolom. Untuk alasan ini teknik klasik masih 

menjadi pilihan yang tepat untuk analisis kuantitatif karotenoid (Rodrigues-

Amaya, 2005).  

Spektrum ultraviolet dan tampak adalah salah satu cara untuk 

mengidentifikasi karotenoid. Panjang gelombang serapan maksimum (λmax) dan 

bentuk spektrum merupakan karakteristik dari kromofor. Karotenoid kebanyakan 

absorpsi maksimum pada tiga panjang gelombang, yang ditunjukkan  dengan tiga 

puncak spektrum (Gambar 2.6). Semakin banyak jumlah ikatatan rangkap 
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terkonjugasi, semakin tinggi nilai λmax. Dengan demikian, karotenoid dengan 

rantai karbon asiklik tak jenuh yaitu likopen dengan 11 ikatan rangkap 

terkonjugasi, berwarna merah dan menyerap pada panjang gelombang terpanjang 

(λmax di 444, 470, dan 502 nm) (Gambar 2.6).  

Setidaknya 7 ikatan rangkap terkonjugasi diperlukan senyawa karotenoid 

untuk memiliki warna yang mencolok. Dengan demikian, ζ- karoten berwarna 

kuning muda. memiliki strukrur asiklik, spektrumnya memiliki tiga puncak yang 

jelas (λmax pada 378, 400, dan 425 nm), tetapi berada pada panjang gelombang 

yang jauh lebih rendah daripada panjang gelombang likopen (Rodrigues-Amaya, 

2005).  

 
Gambar 2.6 Absorpsi sinar tampak dari likopen (▬), γ-karoten (----), β-
karoten (-.-.-.), dan α-karoten (……) dalam petroleum eter. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember pada 

Desember 2011 hingga Desember 2012. 

 

3.2 Bahan dan Alat 

3.2.1 Bahan Kimia 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain : pelarut 

aseton, methanol, n-heksana, petroleum eter (PE), aquades, dan kertas karbon. 

 

3.2.2 Bahan Sampel 

 Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah buah tomat 

(Lycopersicum esculentum Mill.) yang diperoleh di pasar Tanjung Jember. 

 

3.2.3 Alat 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari dua kelompok, 

yaitu: 

a. Alat-alat untuk melakukan ekstraksi dan pemisahan meliputi kertas saring 

whatman no.1, blender, corong pisah, rotarievaporator, botol kaca, corong 

Buchner, pisau, pompa vakum, botol semprot, shaker, gelas ukur,labu 

ukur, pipet tetes, pipet mohr, spatula, gelas beaker, buret. 

b. Alat untuk melakukan analisis sampel meliputi gelas chamber, plat KLT, 

kuvet, dan spektrofotometer visible (UV756CRT). 
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3.3 Diagram Penelitian 

 Penelitian ini dirancang menggunakan satu varietas sampel dengan 

beberapa warna yang tersedia. Tahapan penelitian dirancang sesuai dengan 

diagram di bawah ini: 

 

  

Ekstraksi cair-cair 

Pengambilan gambar (foto) 

Optimasi eluen dengan KLT 

Pemisahan dengan kromatografi 

kolom gravitasi 

Scanning panjang gelombang 

Analisis data 

Penyiapan buah tomat 
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3.4 Prosedur Kerja 

3.4.1 Pengambilan Sampel 

 Sampel yang digunakan adalah buah tomat (Lycopersicum esculentum 

Mill.) yang diperoleh dari pasar Tanjung Kabupaten Jember yang telah diuji 

keabsahannya di Laboratorium Botani Jurusan Biologi Fakultas MIPA Universitas 

Jember.  

 

3.4.2 Ekstraksi Likopen dari Buah Tomat (Lycopersicum esculentum Mill.) 

 Ekstraksi buah tomat dilakukan dengan metode maserasi dengan variasi 

komposisi pelarut. Sebanyak 1 kg buah tomat ditimbang, dihaluskan dengan 

blender, kemudian dimasukkan kedalam gelas beaker 500 mL dan ditambah 

dengan 150 mL methanol. Campuran diaduk selama 5 menit. Selanjutnya, 

campuran disaring, endapan dengan kuantitas yang sama dimasukkan ke dalam 

empat  erlenmeyer 1000 mL bertutup yang dilapisi dengan kertas karbon pada 

bagian luar.  Tambahkan campuran pelarut n-heksana, aseton, dan metanol dengan 

perbandingan berturut-turut 2:1:1; 1:2:1; dan 1:1:1  ,serta PE-aseton (3:1) (volume 

pelarut adalah 5 kali volume sampel basah), kemudian di shaker dengan kecepatan 

150 rpm selama 30 menit. Campuran dipindahkan ke dalam corong pisah, 

ditambah 10 mL aquades, dikocok kembali kemudian didiamkan selama 15 menit 

(sampai terbentuk dua fase). Lapisan atas (non polar) diambil dan diuapkan 

menggunakan rotavapor. Ekstrak pekat hasil rotavapor dimasukkan ke dalam 

botol kaca  dan diukur volumenya. Beberapa mL ekstrak tersebut diuji dengan 

KLT dan sisanya dilewatkan dalam kolom kromatografi. 

 

3.4.3 Optimasi Eluen dengan KLT 

 Ekstrak kasar likopen ditotolkan  pada plat KLT silika gel 60 ukuran 3x10 

cm yang sudah di plot dengan pensil (dan tangan tidak menyentuh permukaan plat 

yang mengandung silica gel). Jarak plot sampel satu dengan yang lainnya adalah 

0,5 cm. Sampel yang sudah ditotolkan dikering anginkan. Lalu, di masukkan ke 

dalam wadah pengembang (gelas chamber) yang berisi eluen petroleum eter-
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aseton (8:2 v/v). Dibiarkan noda mengembang sampai eluen berada pada batas 

yang sudah di garisi dengan pensil. Kemudian diambil dan dikering anginkan dan 

di lihat spotnya dibawah sinar UV dan hitung Rfnya. Dilakukan hal yang sama 

untuk eluen PE, n-heksana, dan  n-heksana-PE (2:1 v/v). 

 

(a)                                         (b) 

Gambar 3.1 Prosedur analisis KLT, (a) Proses penempatan/ penotolan noda, (b) 

proses pengembangan noda 

Perhitungan Rf: 

  Rf : 
� � � � � 	� � � � 	� � � � � � � � 	� � � � 	� � � �

� � � � � 	� � � � 	� � � � � � � � 	� � � � 	� � � � � � �
 

 

3.4.4 Pemisahan Likopen dari Ekstrak Likopen 

 Ekstrak pekat likopen dilewatkan dalam kolom kromatografi yang 

didalamnya terdapat fase diam silica gel 60 dan eluen optimum yaitu campuran n-

heksana-PE perbandingan 2:1. Fraksi dengan warna pita berbeda ditampung 

dalam wadah yang berbeda.  

 

3.4.5 Analisis Kualitatif dengan Spektofotometer Visibel    

 Masing-masing fraksi dilakukan scanning panjang gelombang dari 400-

700 nm dengan blangko mengunakan petroleum eter.  
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Likopen merupakan senyawa metabolit skunder yang terdapat di dalam 

kromoplas dan sitosol dari sel-sel buah tomat. Metode ekstraksi merupakan cara yang 

cocok untuk mengeluarkan likopen dari buah tomat. Pelarut ekstraksi merupakan 

faktor penting untuk keberhasilan proses ekstraksi sehingga pada subbab ini bertujuan 

untuk optimasi beberapa variasi komposisi pelarut. Untuk melakukan optimasi 

pelarut ekstraksi dilakukan isolasi dan analisis likopen secara kualitatif. Hasil analisis 

tersebut digunakan sebagai data pendukung untuk memperoleh pelarut ekstraksi 

optimum. 

 

4.1  Ekstraksi Likopen dari Buah tomat (Lycopersicum esculentum Mill.) 

Ekstraksi likopen dari buah tomat dilakukan dengan metode maserasi karena 

senyawa karotenoid tidak stabil pada suhu tinggi. Proses ekstraksi dilakukan dengan 

menggunakan variasi pelarut yaitu campuran n-heksana:aseton:methanol (2:1:1; 

1:2:1; 1:1:1) dan PE:aseton (3:1). Waktu yang digunakan untuk maserasi adalah 

selama 30 menit dan pengocokan dengan shaker pada kecepatan 150 rpm. Setelah itu 

dilakukan penyaringan, sehingga diperoleh filtrat yang berwarna jingga. Warna 

jingga memberikan gambaran bahwa pada filtrat tersebut mengandung senyawa 

karotenoid. 

 Filtrat yang diperoleh diekstrak cair-cair menggunakan corong pisah. 

Penambahan aquades menyebabkan terbentuknya dua fase, yaitu fase air 

(aseton:methanol:air) dan fase n-heksana. Fase n-heksana yang mengandung senyawa 

karotenoid diambil untuk dilakukan tahap evaporasi dengan rotary evaporator 

vacuum, sehingga dihasilkan ekstrak pekat berwarna merah. Ekstrak pekat ini 

dijadikan sebagai ekstrak kasar likopen.  
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4.2 Hasil Optimasi Eluen menggunakan Kromatografi Lapis Tipis 

Optimasi eluen menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan fase 

diam silica gel 60 dilakukan sebelum ekstrak kasar likopen dilewatkan ke dalam 

kolom kromatografi gravitasi yang berisi silica gel 60 sebagai fase diam. KLT 

bertujuan untuk menentukan pelarut yang paling baik  terhadap pemisahan likopen 

pada kromatografi kolom. Penelitian ini menggunakan beberapa eluen diantaranya 

PE:Aseton (8:2), PE, n-heksana, dan n-heksana:PE (2:1). Kromatogram yang 

dihasilkan tertera pada Gambar 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    (a)                (b)               (c)      (d) 

Gambar 4.1 Hasil KLT ekstrak kasar likopen dengan beberapa jenis eluen (a) 
PE:Aseton(8:2), (b) PE, (c) n-Heksana, (d) n-Heksana:PE(2:1) : pelarut ekstraksi (1) n-
heksana-aseton-metanol (2:1:1), (2) n-heksana-aseton-metanol (1:2:1), (3) n-heksana-aseton-
metanol (1:1:1), (4) PE-metanol (3:1) 

 
Karotenoid merupakan pigmen warna kuning-merah pada buah dan sayuran. 

Semakin banyak ikatan rangkap terkonjugasi yang dimiliki oleh senyawa karotenoid 

maka semakin mengarah pada warna merah. Likopen memiliki ikatan rangkap 

terkonjugasi yang lebih banyak dibandingkan senyawa karotenoid lainnya, yaitu 

sebanyak 11 ikatan rangkap terkonjugasi  sehingga likopen berwarna jingga. 

Secara teoritis semakin banyak spot yang diperoleh pada KLT maka 

pemisahannya semakin baik.  Sesuai Gambar 4.1, KLT dengan  menggunakan eluen 

PE:aseton (8:2)  dan eluen PE diperoleh 2 spot berwarna kuning. Spot pertama 

1 2 3 4 

1 2 3 4 

1 2 3 4 1 3 4 2 
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dengan Rf yang lebih kecil dimungkinkan mengandung karotenoid hidroksi 

(xanthofil) sedangkan spot kedua dimungkinkan mengandung campuran likopen dan 

karotenoid hidrokarbon lainnya seperti β-karoten. KLT dengan menggunakan eluen 

n-heksana dan n-heksana:PE (2:1) diperoleh 3 spot dengan 2 berwarna kuning dan 

satu berwarna jingga. Pita pertama dimungkinkan mengandung senyawa xanthofil, 

pita kedua  dimungkinkan mengandung senyawa likopen sedangkan pita ketiga 

dimungkinkan mengandung senyawa karoten seperti β-karoten dan α-karoten. 

 
Tabel 4.1 Hasil optimasi eluen KLT untuk ekstrak kasar likopen dari buah tomat 

Eluen Rf1 Rf2 Rf3 

Petroleum eter- Aseton (8:2) 0,340  0,96 - 

Petroleum eter 0   0,688 - 

n-Heksana-Petroleum eter (2:1) 0 0,626 0,791 

n-Heksana 0 0,215 0,538 

Rf = 0 menunjukkan bahwa totolan sampel tak bergerak ke atas, tetap pada posisi 
semula. 
 

Eluen campuran n-heksana:PE dengan perbandingan 2:1 memiliki Rf yang 

lebih besar daripada eluen n-heksana. Sehingga apabila eluen n-heksana:PE (2:1) 

digunakan pada kromatografi kolom maka spot-spot ekstrak kasar likopen yang 

dipisahkan akan keluar lebih cepat. Berdasarkan data tabel 4.1, campuran n-

heksana:PE (2:1) merupakan eluen yang paling cocok digunakan sebagai eluen pada 

pemisahan senyawa dalam ekstrak likopen buah tomat. 

 

4.3 Pemisahan Likopen dari dari Ekstrak Kasar Likopen dengan 

Kromatografi Kolom Gravitasi 

Hasil penelitian Nurdin (1996) menunjukkan bahwa pigmen pada buah tomat 

mengandung 6 komponen karoten dan 5 komponen xantofil. Likopen memiliki 11 

ikatan rangkap terkonjugasi sehingga berinteraksi dengan silica gel lebih kuat 

dibandingkan β-karoten dan karoten lainnya yang memiliki tidak lebih dari 10 ikatan 
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rangkap terkonjugasi.  Namun interaksi likopen tersebut lebih lemah dibandingkan 

xanthofil yang memiliki gugus hidroksi sehingga fraksi β-karoten akan keluar kolom 

lebih dahulu diikuti fraksi likopen. Sedangkan fraksi xanthofil tetap di dalam kolom 

sehingga mengeluarkannya dengan penambahan pelarut yang lebih polar (metanol) ke 

dalam eluen.  

Pemisahan fraksi-fraksi dari kromatografi kolom gravitasi didasarkan pada 

warna tiap fraksi yang terpisah di dalam kolom. Warna yang berbeda ditampung pada 

wadah yang berbeda. Dari hasil kromatografi kolom diperoleh 4-5 fraksi pada tiap 

variasi pelarut ekstraksi. Warna masing-masing fraksi yang diperoleh diperlihatkan 

pada tabel 4.2. 

Tabel 4.2 Fraksi dan warna visualisasinya 

Fraksi ke- Warna Cairan 

1 Kuning 

2 Merah 

3 Jingga 

4 jingga 

5 Kuning kehijauan 

 

4.4 Analisa Kualitatif Likopen 

Fraksi-fraksi yang diperoleh dari pemisahan dengan kromatografi kolom 

kemudian dianalisa kualitatif. Analisis kualitatif merupakan proses identifikasi 

keberadaan suatu senyawa dalam suatu sampel atau analit. Analisa kualitatif likopen 

pada penelitian ini dilakukan dengan cara membandingkan spektrum likopen standar 

dengan spektrum likopen hasil pengukuran. Spektrum likopen standar tidak 

menggunakan spektrum dari hasil pengukuran larutan standar likopen melainkan 

diperoleh dari literatur. Sehingga analisis kuantitatif tidak dapat dilakukan pada 

penelitian ini.  

Secara umum serapan maksimum karotenoid berada pada tiga panjang 

gelombang yang dimunculkan dalam bentuk tiga puncak spektrum. Senyawa dengan 
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jumlah ikatan rangkap terkonjugasi yang lebih banyak memiliki nilai panjang 

gelombang maksimum (λmax) lebih tinggi. Likopen dengan 11 ikatan rangkap 

terkonjugasi menyerap pada panjang gelombang yang paling tinggi dibandingkan 

karotenoid lainnya. Spektrum UV-tampak likopen khas pada daerah 400-550 nm, 

dengan 3 puncak utama di sekitar  444, 470, dan 502 nm (Rodrigues-Amaya,2005). 

 
Gambar 4.2 Absorpsi sinar tampak spektrum likopen standar dalam petroleum eter  
 

Setiap fraksi yang diperoleh pada penelitian ini di analisis menggunakan 

spektrofotometer visibel dengan melakukan scanning panjang gelombang. Pola 

spektrum yang diperoleh menggambarkan serapan suatu molekul dimana setiap 

molekul memiliki serapan maksimum pada panjang gelombang tertentu dengan pola 

tertentu pula. Dari lima fraksi yang di scanning diperoleh 3 pola spektrum yang 

berbeda pada setiap variasi pelarut ekstraksi (gambar 4.3).  

502 

444 

470 
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Gambar 4.4 Absorpsi sinar tampak fraksi 1(….),fraksi 3 (---), dan fraksi 5 (▬).dalam 

petroleum eter:  
 

Sesuai gambar 4.3 fraksi 2 memiliki kemiripan dengan gambar 4.2 baik pola 

spektrum maupun nilai λmax. Kesamaan pola dan puncak λmax antara spektrum-

spektrum yang dibandingkan (spektrum likopen hasil pengukuran dan spektrum 

likopen standar) menunjukkan kesesuaian senyawa tersebut. Berdasarkan pola dan 

puncak spektrum dari sampel tersebut dapat disimpulkan bahwa sampel dengan pola 

spektrum seperti diatas mengandung senyawa likopen.  Fakta menunjukkan bahwa 

hanya beberapa fraksi hasil penelitian yang memiliki pola spektrum seperti pada 

Gambar 4.3 dengan puncak-puncak serapan yang mendekati (Lampiran B). Rata-rata 

fraksi-fraksi tersebut larutannya berwarna merah (2). Sedangkan fraksi yang 

larutannya berwarna hijau-kuning (1 dan 3) tidak menunjukkan pola spektrum seperti 

di atas.  

 

4.5  Hasil Optimasi Komposisi Pelarut Ekstraksi 

 Penetapan kadar likopen pada penelitian ini tidak dapat dilakukan. Hal ini 

disebabkan karena tidak terdapat kurva kalibrasi yang diperoleh dari pengukuran 

larutan standar likopen. Sehingga optimasi komposisi pelarut tidak dapat dilakukan 
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menggunakan kadar likopen yang diperoleh. Akan tetapi berdasarkan hukum 

Lambert-Beer, dimana peningkatan absorpsi cahaya oleh materi sebanding dengan 

konsentrasi materi tersebut, seperti pada persamaan 2.1. 

A = abc…………………………………………………………………<2.4> 

Dengan menggunakan absorbansi fraksi likopen hasil pengukuran tersebut, optimasi 

komposisi pelarut dapat dilakukan. 

 Fraksi likopen yang diperoleh dari masing-masing variasi komposisi pelarut 

pada penelitian ini sebagian besar terdapat pada fraksi kedua hasil pemisahan 

menggunakan kromatografi kolom gravitasi. Fraksi tersebut diperlihatkan pada 

gambar 4.5.  

 

Gambar 4.5 Absorbasi likopen pada berbagai variasi komposisi pelarut 

Sesuai gambar 4.5, secara kualitatif komposisi pelarut dengan kepolaran 

tertinggi (n-hex-aseton-MeOH dengan perbandingan 1:2:1) mampu mengekstrak 

likopen dengan jumlah lebih banyak. Hal ini ditunjukkan oleh nilai absorbansi yang 

paling besar dan volume terbanyak.  Selain itu, dari gambar tersebut menunjukkan 

bahwa keberadaan metanol dan aseton memiliki peran penting terhadap perolehan 

ekstrak likopen. Kenaikan kuantitas metanol dan aseton menyebabkan likopen yang 

terekstrak semakin banyak. Pada kuantitas aseton yang lebih banyak daripada  
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kuantitas metanol diperoleh likopen lebih banyak. Berdasarkan nilai konstanta 

dielektrikum dan indeks polaritas pelarut pada tabel 2.2 di dalam tinjauan pustaka, 

secara kualitatif urutan kepolaran pada variasi di atas dari polar ke nonpolar tertera 

pada tabel 4.3. 

  
Tabel 4.3 Urutan kepolaran pelarut ekstraksi likopen dari buah tomat 

Variasi pelarut Urutan kepolaran 

n-hex-aseton-meOH (1:2:1 v/v) Polar 

n-hex-aseton-meOH (1:1:1 v/v)   

n-hex-aseton-meOH (2:1:1)  

PE-aseton (3:1 v/v) Nonpolar 

Sumber: diadaptasi dari Johnson et al (1991), Khopkar (1990) dan Sudarmadji, dkk 
(2007) 

 
Aseton secara teoritis dapat larut sempurna di dalam metanol maupun n-

heksana sehingga pada perbandingan 1:2:1, aseton yang menjadi jembatan dalam 

menentukan kepolaran pelarut campuran tersebut mampu mengoptimalkan ekstraksi 

likopen dari pelarut polar (air-metanol) ke dalam pelarut nonpolar (n-heksana). 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Komposisi campuran pelarut yang optimum pada ekstraksi likopen dari 

buah tomat (Lycopersicum esculentum Mill.) adalah campuran pelarut n-

heksana:aseton:methanol dengan perbandingan 1:2:1. 

 

1. 5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian ekstraksi likopen dari buah tomat dengan cara 

dikeringkan dengan pengepresan dingin. 
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Lampiran A. Data Absorban Likopen pada Variasi Komposisi Pelarut 

Variasi Komposisi 

Pelarut 

Fraksi 

Ke- 

Volume 

Fraksi (mL) 

Absorban pada  

470 nm 

Faktor 

Pengenceran 

PE:Aseton (3:1) U1F2 20 0.143 125 

 U2F2 20 0.143 125 

 U3F2 20 0.147 125 

n-heksana:aseton:MeOH  U1F2 20 0.35 125 

(1:1:1) U2F2 20 0.362 125 

 U3F2 20 0.370 125 

n-heksana:aseton:MeOH U1F2 20 0.425 125 

(2:1:1) U2F2 20 0.432 125 

 U3F2 20 0.410 125 

n-heksana:aseton:MeOH U1F2 20 0.815 125 

(1:2:1) U2F2 20 0.805 125 

 U3F2 20 0.815 125 

Keterangan: 

  UnFm adalah fraksi likopen  

Dimana: Un = ulangan ke-n 

    Fm = fraksi ke-m 
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Lampiran B. Spektrum Absorpsi Fraksi Likopen dari Sampel Buah Tomat 

B.1 Spektrum Absorpsi pada beberapa jenis pelarut 

D.1.1  Pelarut Campuran n-Heksana-aseton-metanol (1:1:1) 

a.  Fraksi ke-2 Ulangan 1 

b. Fraksi ke-2 Ulangan 2

 

444 

470 

502 

444 

470 

502 
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c. Fraksi ke-2 Ulangan 3

 

B.1.2  Pelarut Campuran n-Heksana-aseton-metanol (1:2:1) 

a.  Fraksi ke-2 Ulangan 1

 

 

 

502 

470 

444 

503 

471 

444 
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b. Fraksi ke-2 Ulangan 2 

 

c. Fraksi ke-2 Ulangan 3 

 

  

502 

470 

444 

502 

470 

444 
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B.1.3  Pelarut Campuran n-Heksana-aseton-metanol (2:1:1) 

a. Fraksi ke-2 Ulangan 1 

 

b. Fraksi ke-2 Ulangan 2 

 

 

502 

470 

444 

502 

470 

444 

470 

444 



36 
 

c. Fraksi ke-2 Ulangan 3 

 

B.1.4  Pelarut PE:Metanol (3:1) 

a. Fraksi ke-2 Ulangan 1 

 

502 

470 

444 

501 

470 

444 
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b. Fraksi ke-2 Ulangan 2 

 

 

 

c. Fraksi ke-2 Ulangan 3 

 

  

502 

470 

444 

500 

469 

444 
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Lampiran C. Uji Keabsahan Buah Tomat 

 


