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Article Info Abstract
History of artice: Butterfly pea flower (Clitoria ternatea L) is a plant that has many good
Received: 17-10-2023 pharmacological effects. This plant has purple flowers which are compounds from

Accepted: 02-05-2024 the anthocyanin group. This research aims to identify anthocyanin group

compounds in butterfly pea flower extract using ultra high performance liquid
chromatography — mass spectroscopy/mass spectroscopy (uHPLC-MS/MS).
Measurements using uHPLC-MS/MS can show that the anthocyanin group
compounds in sea cucumber extract are Delphinidin-3-(6"- p -coumaroyl)-
rutinoside, Cyanidin 3-(6"- p -coumaroyl)-rutinoside, Delphinidin-3-( cis - p -
coumaroyl-glucoside) and Cyanidin-3- (p -coumaroyl) glucose. Therefore, butterfly
pea flower extract has been successfully proven to contain anthocyanin group
compounds.
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Abstrak
Bunga telang (Clitoria ternatea L) merupakan tanaman yang banyak memiliki efek
Kata kunci: farmakologis yang cukup baik. Tanaman ini memiliki bunga dengan warna ungu

sionin. liorin format . : . .
aniosiam, citoria femated,— yang menarik yang diduga mengandung senyawa kelompok antosianin. Penelitian

ubplens/ms ini bertujuan mengidentifikasi senyawa kelompok antosianin dalam ekstrak bunga
telang dengan menggunakan ultra high performance liquid chromatography — mass
spectroscopy/mass spectroscopy (WHPLC-MS/MS). Pengukuran dengan uHPLC-
MS/MS dapat diketahui senyawa kelompok antosianin dalam ekstrak telang
adalah Delphinidin-3-(6"-p-coumaroyl)-rutinosida, Sianidin 3-(6"-p-coumaroyl)-
rutinosida, Delphinidin-3-(cis-p-coumaroyl-glukosida) dan Cyanidin-3-(p -
coumaroyl) glukosa. Oleh karena itu, ekstrak bunga telang telah berhasil dibuktikan
mengandung senyawa kelompok antosianin.
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PENDAHULUAN

Bunga telang atau yang disebut Clitoria ternatea I, merupakan tanaman yang tergolong
istimewa karena memiliki senyawa yang penting dalam pengobatan tradisional. Berdasarkan
kandungan senyawa fitokimianya Clitoria ternatea L. memiliki berbagai manfaat penting bagi
kesehatan manusia, karena seluruh bagiannya dari akar sampai bunga dapat dimanfaatkan bagi
kesehatan.

Beberapa efek farmakologis yang ada pada Clitoria ternatea L antara lain sebagai
antimikroba, antiparasit, anti inflamasi, antikanker, antioksidan, antidepresan, antidiabetes,
antihistamin, antimikroorganisme, antihiperlipidemik, dan regulasi kolesterol, anti asma,
antikatarak dan lainnya (Rizal, 2023). Berikut adalah taksonomy dari Clitoria ternatea L:

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Infrodivisi : Angiospermae

Kelas : Mangnoliopsida

Ordo : Fabales

Familia : Fabacea

Genus : Clitoria

Spesies : Clitoria Ternatea L

Bagian dari kembang telang yang biasanya digunakan sebagai obat adalah daun, biji, kulit,
kecambah, batang, bunga, dan akar. Kandungan fitokimia dari kembang telang yaitu tanin,
flobatanin, saponin, triterpenoid, karbohidrat, flavonoid, flavonol glikosida, protein alkaloid,
atrakuinon, antosianin, stigmasit 4-ena-3, 6 dion, minyak atsiri, dan steroid (Jeyaraj, Yau dan
Wee, 2021). Biji bunga telang mengandung asam sinamat, finotin, dan beta sitosterol. Mahkota
bunga telang mengandung flavonoid, antosianin, flavanol glikosida, kaempferol glikosida,
quersetin glikosida, dan mirisetin glikosida.

Laporan hasil berbagai penelitian Clitoria ternatea L. memiliki pengaruh farmakologis
sebagai antimikroba, antiparasit, anti inflamasi, antikanker, antioksidan, antidepresan,
antidiabetes, antihistamin, immonomodulator, dan potensi berperan dalam susunan syaraf
(Zahara, 2022).

Identifikasi senyawa antosianin pada bunga telang dilakukan secara UPLC ditambah
dengan instrumen spektrometer UV dan Massa. Kromatogram MS/MS elektrospray ion positif
dan negatif serta spektrum senyawa antosianin ditentukan. Dengan menganalisis kromatogram
dan spektrum untuk setiap ion, lima antosianin diidentifikasi dalam ekstrak bunga telang. Karena
penelitian yang terbatas mengenai bioaktivitas fraksi kaya antosianin dari bunga Clitoria ternatea
L, penelitian ini bertujuan untuk menentukan metode kromatografi kolom yang efisien untuk
mendapatkan fraksi kaya antosianin dari bunga ini dan mengkarakterisasi komposisinya,
antioksidan, antibakteri, dan aktivitas sitotoksik. Antosianin hadir dalam tanaman sebagai
glikosida di mana antosianidin terikat pada gugus gula, dengan glukosa, galaktosa, thamnosa,
xilosa, atau arabinosa terikat pada aglikon. Enam jenis utama antosianidin yang paling banyak
terdapat pada tumbuhan yaitu sianidin, delphinidin, petunidin, peonidin, pelargonidin, dan
malvidin (Gamage, 2021)
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Antosianin merupakan pigmen penting yang larut dalam air termasuk dalam keluarga
flavonoid. Ada lebih dari 600 antosianin berbeda telah dikarakterisasi. Secara struktural,
antosianin merupakan turunan polihidroksi dan polietoksi terglikosilasi dari garam flavylium dan
juga memiliki bentuk aglikon yang disebut antosianidin (Widowati, 2023).

Senyawa kelompok Cyanidin, delphinidin, pelargonidin, peonidin, malvidin, dan
petunidin adalah antosianin yang paling umum ada pada tanaman yang berpigmen. Struktur yang
berbeda bergantung pada jumlah, posisi gugus hidroksil dan metoksil pada cincin flavilium.
Antosianidin sering terikat pada gula dan memberikan stabilitas serta kelarutan dalam air. Di
antara gula, yang paling umum yaitu glukosa, galaktosa, arabinosa, rhamnosa dan xilosa, yang
biasanya hadir dalam bentuk 3-monoglikosida dan 3,5-diglikosida (Gupta, 2015).

Aktivitas antioksidan yang dilakukan oleh Jelantik dan Cahyaningsih (2022) dengan
ekstrak etanol kemudian diukur dengan uji pendahuluan fitokimia didapatkan kandungan
flavonoid, saponin, terpenoid, tanin dengan menunjukkan hasil positif, sedangkan alkaloid dan
antrakuinon menunjukkan hasil negatif, dan didapatkan hasil IC50 antioksidan yang kuat. Hal
tersebut juga dilakukan oleh Cahyaningsih, Sandhi dan Santoso (2019) bahwa senyawa yang
terkandung pada Clitoria ternatea L merupakan senyawa yang diduga termasuk dalam kelompok
antosianin (Andriani dan Murtisiwi, 2018).

Berdasarkan hal tersebut di atas, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa
spesifik dari jenis antosianin yang telah dilaporkan oleh peneliti sebelumnya.

METODE PENELITIAN
Alat dan bahan

Bunga Clitoria ternatea L, Etanol 96%, Metanol grade HPLC (Merck), H20 ultrapure
(Milli-QQ) Rotary evaporator (Buchi), Ultra High Performance Liquid Chromatography — Mass
spectroscopy/ Mass spectroscopy (uHPLC-MS/MS) Triple Sigle Quadropole (TSQ) Quantum
Access MAX (Thermo Ficher Scientific).

Cara Kerja

Sebanyak satu kilogram simplisia Clitoria ternatea L dikeringanginkan pada suhu kamar
sehingga kadar air pada serbuk menjadi minimal. Serbuk kering diekstraksi dengan menggunakan
etanol dengan campuran HCI 0,3% dengan metode maserasi selama 1 hari, kemudian filtrat
dikeringkan dengan menggunakan rotary evaporator. Hasilnya didapatkan ekstrak pekat dengan
massa 216 gram.

Sebanyak 10 mg ekstrak tersebut dilarutkan dalam 10 metanol dengan campuran asam
formiat 0,1 % untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 1000 mg/L. Larutan tersebut
difiltrasi ulang dengan syiringe filter 0.22 um sehingga didapatkan larutan siap diukur
menggunakan uHPLC-MS/MS.

Sebanyak 2 pL larutan dimasukan kedalam uHPLC MS/MS dengan menggunakan eluen
pembawa kombinasi A (H20 + HCOOH 0,1%) dan B (CH3CN HCOOH 0,1%) dengan
komposisi pada 0-1 menit (95:5) kemudian diubahkan secara bertahap hingga pada menit ke-15
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(5:95) dan ditahan hingga menit ke 17. Komposisi pelarut dikembalikan pada keadaan awal dari
menit ke-17 hingga menit ke 20 (95 : 5).

Pengukuran massa dilakukan dengan Quadrupole pertama (Q1) dan Quadrupole ketiga
(Q3) diatur parameter spray voltage 3500 V, vaporizer temperature 3250C, sheath gas pressure
30 psi, aux gas pressure 5 psi, capillary temperature 2700C. Pada Collision Cell (Q2) diatur energi
tumbukan sebesar 30 V dan tekanan gas argon 1,5 psi. Sehingga didapatkan spektrum massa
parent peak dari Q1 dan spektrum massa fragmentasi yang dihasilkan dari Q3.

HASIL

Pengukuran dengan menggunakan uHPLC-MS/MS pada ckstrak bunga telang
dihasilkan kromatogram uHPLC sebanyak empat senyawa diduga antosianin seperti yang
ditampilkan pada Tabel 1. Sinyal MS1 merupakan hasil pengukuran molekul tanpa mengalami
proses fragmentasi. Pengukuran dilakukan pada mode positif sehingga sinyal yang muncul
ditafsirkan sebagai [M+H]+, Sementara MS2 merupakan sinyal fragmen molekul yang telah
lakukan collision dengan energi 30 Volt.

Tabel 1. Senyawa antosianim pada ekstrak telang

:Z[aelligli Ml Massa Fragmentasi (MS?) Dugaan senyawa
2 (MS!) molekul & & Y
(menit)
531 757 756 464, 301 Delphinidin-3-(6"-p -

coumaroyl)-rutinoside
Sianidin 3-(6"- p -

553 611 610 302 P
coumaroyl)-rutinosida

563 741 740 449, 433, 328 Delphinidin-3-( cis - p -
coumaroyl-glukosida)

587 595 594 433,395, 328 Cyanidin-3-(p -

coumaroyl)glukosa
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Gambar 1. Kromatogram uHPLC yang menunjukan kelompok antosianin
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Gambar 2. Spektrum massa puncak 5.31 menit (atas) spektrum MS 1 (bawah) spektrum
MS2
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Gambar 3. Spektrum massa puncak 5.53 menit (atas) spektrum MS 1 (bawah)

spektrum MS2
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Gambar 4. Spektrum massa puncak 5.63 menit (atas) spektrum MS 1 (bawah)
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PEMBAHASAN

Ekstraksi kelompok senyawa antosianin dalam bunga telang dilakukan dengan
menggunakan pelarut etanol dengan campuran HCI 0,1 %. Penggunaan HCI dalam proses
ekstraksi ini diharapkan dapat membantu solvasi pelarut terhadap antosianin sehingga proses
ekstraksi akan semakin maksimal. Antosianin merupakan kelompok flavonoid yang bermuatan
positif pada atom oksigen. Oleh karena itu suasana diharapkan akan membantu ekstraksi lebih
selektif terhadap antosianin.

Pemisahan pelarut menggunakan bantuan rotary evaporator bertujuan untuk dapat
menguapkan pelarut secara cepat pada suhu lebih rendah. Instrumen rotary evaporator bekerja
pada tekanan lebih rendah sehingga menurunkan titik didih pelarut etanol. Pada suhu operasi
50°C penguapan etanol dalam filtrat secara maksimal telah menghasilkan ekstrak kasar yang kaya
antosianin. Pengukuran menggunakan uHPLC MS/MS bertujuan untuk mengindentifikasi
senyawa kelompok antosianin berdasarkan massa molekul dan fragmentasi setelah diberikan
energi pada collision cell.

Kromatogram uHPLC dari ekstrak telang menunjukan ada empat puncak senyawa
antosianin, yaitu pada waktu retensi 0.48; 5.31; 5.53 dan 5.63 menit seperti yang ditunjukan pada
Gambar 1. Pada puncak sinyal 5.31 menit terukur senyawa dengan m/z 757 (M+H)+ yang
mengindikasikan molekul dengan massa 756. Fragmentasi terbentuk pada 303 yang menunjukan
molekul induk Delphinidin. Sementara gugus sisanya adalah coumaroyl dan rutinosida yang
ditunjukan pada fragmentasi 464. Hal ini mengindikasikan bahwa senyawa tersebut adalah
Delphinidin-3-(6"- p -coumaroyl)-rutinosida. Spektrum dengan sinyal pada waktu retensi 5.31
menit ditunjukan pada Gambar 2.

Pada puncak sinyal 5.53 menit terukur senyawa dengan m/z 611 (M+H)+ yang
mengindikasikan molekul dengan massa 610. Fragmentasi molekul terdeteksi pada 302. Hal ini
mengindikasikan bahwa senyawa tersebut adalah Sianidin 3-(6"- p-coumaroyl)-rutinosida.
Spektrum massa senyawa pada waktu retensi 5.53 ini ditunjukan oleh Gambar 3. Pada puncak
sinyal 5.63 menit terukur senyawa dengan m/z 741 (M+H)+ yang mengindikasikan molekul
dengan massa 470. Fragmentasi terbentuk pada 449, 433 dan 328 yang menunjukan terdapat
gugus Coumaroyl dan glukosa. Hal ini mengindikasikan bahwa senyawa tersebut adalah
Delphinidin-3-( cis - p -coumaroyl-glukosida). Kemungkinan senyawa ini bercampur dengan
Delphinidin-3-(trans- p -coumaroyl-glukosida). Pada puncak sinyal 5.87 menit terukur senyawa
dengan m/z 595 (M+H)+ yang mengindikasikan molekul dengan massa 594. Fragmentasi
terbentuk pada 433, 395 dan 328. Fragmen 328 menunjukan gugus Cyanidin, sementara gugus
433 menandakan hilangnya gugus glukosa. Keterangan kersebut mengindikasikan bahwa
senyawa tersebut adalah Cyanidin-3-( p -coumaroyl) glukosa.

KESIMPULAN

Jenis senyawa antosianin dalam bunga telang telah didentifikasi menggunakan metode
uHPLC-MS/MS pada ckstrak etanol dengan HCI 0,1 % terbukti dapat menarik senyawa
kelompok antosianin dalam bunga telang. Senyawa antosianin yang terindentifikasi pada antara
waktu retensi antara lima hingga tujuh menit. Senyawa antosianin yang teridentifikasi
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Delphinidin-3-(6"- p -coumaroyl)-rutinosida, Sianidin 3-(6"- p -coumaroyl)-rutinosida,
Delphinidin-3-( cis - p -coumaroyl-glukosida) dan Cyanidin-3-( p -coumaroyl)glukosa.

SARAN
Untuk penelitian berikutnya disarankan memisahkan senyawa antosianin tersebut dan

menguji aktivitas biologisnya.
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