5. BERBAGAI METODE DETEKSI ADULTERAN PADA JUS

BUAH DELIMA DAN JUS BERI

Adulteran dapat dideteksi dengan beberapa metode sesuai dengan jenisnya. Teknik-
teknik yang dapat dilakukan seperti analitik, fisika, kimia (kromatografi,
spektroskopi dan kombinasi), dan molekul berbasis DNA seperti polymerase chain
reaction (PCR) (Bansal et a.l, 2017). Dari beberapa kajian ada beberapa kelompok
metode yang dapat digunakan seperti spektrometer massa, kromatografi,
spektroskopi, dan berbasis DNA. Dapat dilihat pada Grafik 1. Jika instrumen yang
sering digunakan untuk analisis pemalsuan jus buah delima dan jus beri adalah
HPLC sebanyak 14 kajian. Diikuti dengan metode GC dan UV-VIS yang terdapat

4 kajian guna analisis pemalsuan jus buah delima dan jus beri.

perbandingan metode deteksi
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Gambar 2. Perbandingan jenis metode yang digunakan untuk deteksi pemalsuan
jus buah delima dan jus beri

Sebelum melakukan deteksi dengan instrumen dilakukan preparasi sampel terlebih
dahulu. Perlakuan awal pada sampel merupakan proses analitik yang penting dan
sangat dibutuhkan. Tujuannya agar sampel memiliki selektivitas dan sensitivitas
yang tinggi seperti konsentrasinya yang disamakan. Sehingga hasil yang didapatkan
dalam analisis lebih akurat (Dugheri et al., 2021). Beberapa metode pendahuluan
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yang dapat digunakan dalam analisis adulterasi jus buah delima dan jus beri seperti
pengenceran (Asadpoor et al., 2014), pemanasan (Li et al., 2020), dan derivatisasi
(Asadpoor et al., 2014). Salah satu penelitian yang ditemukan tidak menggunakan

metode pendahuluan guna mempersingkat waktu pengujian (Dalmia, 2017).

5.1. Metode Pendahuluan Adulterasi Jus Buah Delima dan Jus beri

Metode preparasi sampel merupakan salah satu langkah penting dan harus
dilakukan dengan sangat baik. Metode preparasi sampel terdiri dari beberapa
prosedur yang rumit dengan tahapan-tahapan tertentu. Proses preparasi sampel akan
berdampak terhadap hasil yang didapatkan diakhir penelitian. Apabila metode
preparasi sampel salah dilakukan, maka hasil yang didapatkan di akhir penelitian
akan kurang memuaskan dan gagal (Soares et al., 2019). Metode preparasi sampel
juga merupakan langkah pertama yang mempengaruhi hasil dalam analisis sampel.
Walaupun biasanya memerlukan waktu lebih, dan tambahan biaya (Ribeiro et al.,
2014). Metode preparasi sampel jus buah delima dan jus beri dapat dilihat di Tabel
4 dan 5.

Pada kajian dari Asadpoor et al. (2014), penggunaan instrumen HPLC diawali
dengan sampel jus buah delima yang akan diamati diencerkan dengan air untuk
mendapatkan solusi standar kerja. Kemudian sampel disaring dengan filter 0,45
pm. Dilanjutkan proses derivatisasi (mengubah senyawa kimia menjadi
turunannya) dengan autosampler spark dengan 50 ul OPA/MPA dalam metanol ke
botol sampel 100 pl. Satu menit kemudian ditambahkan 25 ul HCI 0,7M yang

berfungsi untuk memberhentikan proses reaksi.

Penelitian lainnya dari Tezcan et al. (2017), melakukan penelitian dengan metode
pendahuluannya derivatisasi sampel. Caranya dengan menyaring terlebih dahulu
untuk jus anggur. Lalu mengencerkan sampel jus anggur atau jus buah delima
menjadi 1 pl dengan 100 mM larutan borat dan disimpan di suhu 40°C dalam
keadaan gelap selama 4 jam. Larutan yang sudah jadi diencerkan kembali dengan
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air suling. Tujuannya agar mempermudah dalam membedakan asam amino yang

terkandung dalam kedua sampel.

Dalam kajian yang dilakukan oleh Li et al. (2020), menjelaskan jika sampel yang
digunakan dilakukan pemanasan dengan cara pasteurisasi sampel dalam air
mendidih selama 5 menit. Pasteurisasi merupakan salah satu perlakuan yang
membutuhkan panas. Pasteurisasi merupakan salah satu metode pendahuluan guna
menonaktifkan mikroorganisme yang sensitif panas seperti bakteri vegetatif, dan
jamur. Sehingga kontaminasi dapat dihindari dan hasil yang didapatkan menjadi
lebih dipastikan (Agcam et al., 2018). Sampel kemudian didinginkan dan diolah
dengan pektinase pada suhu 50°C selama 40 menit. Pektinase adalah enzim
heterogen yang mampu menghidrolisis zat pektin menjadi turunan yang lebih
kompleks (Sharma et al., 2013). Sebelum analisis dilakukan, masing-masing jus
blueberry, jus anggur, dan jus stroberi dicampur dengan 20, 40, 60 dan 80% jus
apel, pir, atau jus persik. Pencampuran ini untuk mendapatkan konsentrasi yang
berbeda guna menilai kemungkinan mendeteksi pemalsuan jus buah dengan

alternatif yang lebih murah (Li et al., 2020).

Adapun kajian yang melakukan pemisahan padatan dengan bantuan sentrifugasi
sehingga hasil endapan akan lebih banyak guna analisis (Yang et al., 2019).
Pendapat ini sesuai dengan penjelasan dari Tarazona-Diaz & Aguayo (2013), jika
sentrifugasi merupakan salah satu teknik alternatif untuk meningkatkan efisiensi
konsentrasi padatan dengan cara memisahkan larutan padat dalam produk cair.
Proses sentrifugasi mampu meningkatkan total konsentrasi padatan 2,5 kali dari
awal produk sebelum dilakukan pemisahan. Sehingga diharapkan mampu
menghasilkan hasil deteksi yang relevan (Petzold et al., 2015).

Perlakuan pendahuluan yang terakhir adalah pengenceran saja. Kajian dari
Solakyildirm (2019), hasil supernatan digunakan untuk proses pengenceran yang
dilakukan sebanyak 15 kali dengan larutan 0,1% asam format di dalam air.

Penggunaan asam format sangat memungkinkan untuk memisahkan senyawa
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sampel seperti punicalagin yang terdapat dalam jus buah delima secara cepat.
Sehingga proses yang diperlukan untuk analisis dengan instrumen dapat
dipersingkat (Russo et al., 2018; Gosset-Erard et al., 2021).

5.2. Pengujian Adulteran dalam Jus Buah delima dengan Spektrometer Massa

Ada pula kajian dari Dalmia (2017), yang melakukan penelitian adulterasi jus buah
delima dengan instrumen ambeient ionization mass spectrometer dengan DSA.
Direct Sample Analysis (DSA) merupakan teknik ambeient ionization yang
menggunakan tembakan ion sama seperti atmospheric pressure chemical
ionization. Prinsipnya dengan menembakan molekul gas nitrogen yang dipanaskan
ke analit (kandungan zat yang akan diukur) padat, cair maupun gas pada wadah
sampel kapiler kaca. Analisis Sampel langsung merupakan metode yang cepat dan
sederhana. Berdasarkan kajian dari Nguyen & Moini (2016), DSA telah diterapkan
dalam penyelidikan pemalsuan dalam jus buah delima.

Penggunaan instrumen ambeient ionization mass spectrometer merupakan salah
satu analisis cepat tanpa preparasi sampel. Akhir-akhir ini ambeient ionization mass
spectrometry banyak dilakukan karena memungkinkan analisis sampel dalam
kondisi alami dan tidak membutuhkan teknik kromatografi (Ma & Ouyang, 2016).
Penelitian dari Meng et al (2020), mengatakan jika kombinasi ionisasi ambeien
dengan spektrometri massa mempunyai potensi dalam menganalisis adulteran pada

produk makanan yang mempunyai tingkat sensitivitas yang tinggi.

Dalam kajian Dalmia (2017), pengujian adulterasi jus buah delima dengan jus apel
dibutuhkan konsentrasi minimal adulteran jus apel diatas 5%. Kedua jus ini
memiliki karakteristik asam organik yang sama yakni asam malat namun
konsentrasinya berbeda. Pada jus buah delima mengandung asam malat 0,052-
0,065¢/L. Jus apel mengandung asam malat yang lebih banyak sekitar 0,452g/L.
Kajian dari Dalmia (2017) menunjukkan jika penggunaan spektrometer massa
efektif untuk analisis asam tartarat pada pemalsuan jus buah delima dengan jus
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anggur seiring meningkatnya konsentrasi jus anggur antara 1-20% dikarenakan jus
buah delima sendiri tidak mengandung asam tartarat.

5.3.Pengujian Adulteran dalam Jus Buah delima dengan Spektrometer Massa

Pada produk jus anggur yang di adulterasi dengan jus apel dapat diamati dengan
menggunakan electrospray ionisation Fourier transform ion cyclotron resonance
mass spectrometry (ESI (-) FT-ICR mass spectrometry). FT-ICR MS yang
dikombinasikan dengan ESI telah terbukti untuk mengontrol kualitas buah-buahan
bahkan jus buah (Costa et al.,2015). Metode ini telah banyak digunakan untuk
analisis adulteran gula jagung maupun gula tebu (Oliveira et al., 2016). Teknik FT-
ICR MS dengan model kalibrasi univariat efektif untuk identifikasi pemalsuan jus
anggur dengan jus apel dengan hasil LoD 3%wt dalam jus anggur. Semakin
meningkat adulteran yang ditambahkan, maka ada peningkatan intensitas sinyal
disakarida di wilayah m/z 400-600 (Oliveira, et al., 2019)
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Tabel 4. Deteksi Adulterasi Jus Buah Delima dengan Menggunakan Metode Spektrometer massa

No. Produk Adulteran Konsentrasi Seyawa Metode Metode Nilai Nilai Minimum Referensi
Adulteran yang Pendahuluan Deteksi LoD/LoQ  Konsentrasi
dideteksi Deteksi
1. Jus Jus Konsentrasi Asam Tanpa Ambeient ND >1% Dalmia, (2017)
Bua_h Anggur tidak organik perlakuan ionization mass
Delima spectrometer
diketahui (asam dengan DSA
tartarat)
2. Jus Jus Apel 1,5, 10, 20, Asam Tanpa AxXION TOF ND >5% Dalmia, (2017)
Buah ; mass
Delima 30, 50 dan organik  perlakuan spectrometer
100% (asam dengan DSA

malat)




Tabel 5.Deteksi Adulterasi Jus Beri dengan Menggunakan Metode Spektrometer massa
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Produk  Adultera Konsentrasi Seyawa yang Metode Metode Nilai Nilai Referensi
No n Aadulteran dideteksi Pendahuluan Deteksi LoD/LoQ Minimum
Konsentrasi
Deteksi
1. Jus Jus Apel 0, 1, 3,5, 10, 15, Glukosa, Pengaturan ESI () FT- LoD:3wt% 3% Oliveira,
Anggur 20, 25, 30, 35, 40, disakarida, konsentrasi ICR mass LoQ: 7 wt% et al.
45, 50, 55, 60, 65, monosakarida, adulteran spectrometry (2019)

70, 75, dan 100% trisakarida
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5.4.Pengujian Adulteran dalam Jus Buah delima dengan Kromatografi

Dari tabel di bawah ini dapat dilihat jika adulteran yang paling banyak ditemui pada
produk jus buah delima adalah jus anggur dan diikuti dengan jus apel. Senyawa
yang dideteksi pada adulteran jus anggur dalam jus buah delima adalah asam
organik, gula pereduksi, mineral, tingkat keasaman, dan asam amino (prolin). Pada
Tabel 6. dapat dilihat jika deteksi menggunakan kromatografi lebih sering
digunakan untuk mendeteksi adulteran jus anggur. Metode kromatografi untuk
deteksi pemalsuan jus buah delima dapat menggunakan beberapa instrumen seperti
High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Gas Chromatography (GC),
Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), dan Micellar electrokinetic
chromatography - Laser-induced fluorescence (MEKC-LIF).

Analisis senyawa volatil efektif dengan menggunakan instrumen gas
chromatography (Nuncio-Jauregui et al., 2014; Ghasemi et al., 2019). Untuk
mendeteksi marker kelompok asam organik, metode yang efektif digunakan adalah
HPLC. Metode GC-MS dan HPLC untuk analisis adulterasi jus buah delima masih
kurang efektif jika dibandingkan dengan MEKC-LIF. Dibuktikan dengan nilai
minimum konsentrasi adulteran yang dapat dianalisis dengan HPLC dan GC-MS
sebesar 5-10%. Metode MEKC-LIF lebih efektif daripada HPLC dengan marker
yang dianalisis adalah asam amino (prolin dan arginin) karena MEKC-LIF
menghasilkan nilai LoD yang rendah (LoD Arginin: 1,09 nM dan LoD prolin: 0,848
nM). Sedangkan metode HPLC masih memerlukan analisis statistik lebih lanjut
seperti PCA. Karena hasil dari HPLC hanya menunjukan asam organik pada setiap
sampel. Sehingga analisis PCA mampu membedakan sampel berdasarkan kluster-
Kluster asam organik pada sampel. Metode UPLC-MS merupakan metode yang
paling efektif digunakan untuk analisis pemalsuan jus buah delima dengan marker
yang diamati adalh senyawa flavonoid yaitu punicalagin. Jika dibandingkan dengan
MEKC-LIF, nilai LoD UPLC lebih rendah yaitu 0,4 pg/ml. Disimpulkan jika

tingkat efektivitas metode yang digunakan tergantung dari marker yang diamati.
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A. Efektivitas Analisis Adulterasi Jus Buah Delima dengan Liquid
Chromatography

Terdapat dua kajian yang menjelaskan analisis adulterasi jus buah delima
menggunakan instrumen HPLC atau High Performance Liquid Chromatography
untuk mendeteksi senyawa asam organik (Nuncio-Jauregui, 2014) dan asam amino
(Asadpoor et al., 2014). Metode HPLC efisien dan mudah dilakukan dengan
absorbansi 520 nm untuk mendeteksi adulterasi jus buah delima pada jenis marker
antioksidan (Tastan et al., 2018).

Berdasarkan pendapat dari Wistaf et al. (2021), jika HPLC mampu mengukur profil
asam amino keseluruhan untuk bebrbagai macam jenis buah. Kinerja HPLC dalam
uji otentikasi jus buah berdasarkan asam aminonnya didukung dengan meetode
analisis multivariat seperti Principal component Analysis (PCA) dan Partial Least
Square (PLS). Namun PCA lebih dianjurkan dikarenakan kluster asam amino antar
jus buah dapat dibedakan lebih baik. HPLC menjadi salah satu contoh alat yang
penting untuk penelitian asam amino serta dapat digunakan sebagai analisis rutin
adulterasi jus buah dengan menggunakan jenis kolom tertentu seperti reversed-
phase ODS column (Asadpoor et al., 2014). Pada kajian dari Asadpoor et al. (2014),
penggunaan metode HPLC, diawali dengan pengenceran dan dilanjutkan proses
derivatisasi (mengubah senyawa kimia menjadi turunannya) dengan autosampler
spark dengan 50 pul OPA/MPA dalam metanol ke botol sampel 100 pl. kajian ini
didukung dengan kajian dari Dolowy & Pyka (2014), jika metode HPLC dapat
dilakukan dengan 2 cara yaitu secara langsung dan tidak langsung. Metode tidak
langsung mampu memberikan hasil yang lebih akurat. Caranya dengan derivatisasi,
derivatisasi menggunakan reagen o-phthaldialdehyde (OPA) sangat efisien untuk

analisis asam amino tersubstitusi seperti asam glutamat.

Penggunaan metode HPLC untuk analisis marker asam amino kurang efektif
dikarenakan perlu dilakukan analisis kandungan asam amino murni pada jus buah

delima. Selanjutnya hasil asam amino murni dibandingkan dengan kandungan asam
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amino pada sampel yang telah dipalsukan. Didapatkan hasil jika jus buah delima
murni memiliki asam amino glutamat sebesar 19 mg/L. asam glutamat akan
mengalami peningkatan apabila ditambahkan adulteran seperti jus anggur.
Kemudian hasil dari jus delima murni dan jus delima yang telah diadulterasi

dibandingkan berdasarkan kadar asam glutamatnya.

Seperti kajian dari Nuncio-Jauregui et al. (2014) dilakukan penelitian adulterasi jus
buah delima dengan instrumen HPLC. Metode kromatografi cair memungkinkan
digunakan untuk menganalisis asam organik seperti asam malat, tartarat, sitrat, dan
askorbat dalam jus buah. Metode HPLC mampu digunakan dalam waktu yang cepat
dalam menganalisis asam organik pada jus buah sekitar 10 menit dan hanya
memerlukan metode pendahuluan yakni pengenceran (Scherer et al., 2012).
Pendapat ini sangat sesuai dengan pengujian dari Nuncio-Jauregui et al. (2014),
yang melakukan pengujian adulterasi jus buah delima berdasarkan markernya yaitu

asam organik seperti asam malat dan asam tartarat.

Tingkat efektivitas pengukuran adulteran jus anggur dalam jus buah delima
menggunakan metode HPLC minimal memiliki konsentrasi 10%. Sedangkan untuk
adulterasi jus persik minimal memiliki konsentrasi adulteran sebesar 5%. Hal ini
disebabkan karena perbedaan karakteristik asam organik antara jus buah delima
dengan jus persik realtif lebih besar daripada perbedaan dengan jus anggur.
Berdasarkan pendapat dari He et al. (2021), jenis bahan pemalsu yang berbeda akan
memiliki rentang konsentrasi minimal yang berbeda pula. Semakin kecil nilai
minimal konsentrasi deteksi berarti instrumen yang digunakan lebih efektif. Hanya
saja tetap perlu proses validasi yang lebih jelas. Dari penelitian Nuncio-Jauregui
(2014), dapat dilihat jika instrumen HPLC lebih efektif menganalisis adulteran jus

buah persik daripada jus anggur.

Ada pula penggunaan instrument kromatografi cair yang lain yakni ultra-
performance liquid chromatography (UPLC). UPLC yang digabungkan dengan

mass spectrometry cocok untuk mendeteksi senyawa metabolit dari setiap metode
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ekstraksi. Penggunaan instrument UPLC-MS dapat digunakan untuk analisis asam
organik (Salem et al, 2020). UPLC-MS dapat digunakan pula untuk membedakan
jenis buah dalam campuran buah. Hanya saja membutuhkan analisis lebih lanjut
seperti PCA atau OPLSDA yang menggunakan instrumen tambahan (Jandri¢ et al,
2014). Pendapat ini sesuai dengan hasil kajian dari Solakyildirm (2019), yang
melakukan penelitian pemalsuan jus buah delima dengan jus cranberi menggunakan
instrumen UPLC-MS. Penelitiannya diawali dengan proses ekstraksi yang dibantu
larutan asam format 0,1%. Didapatkan hasil jika nilai LoD sebesar 0,4 uM dan LoQ
sebesar 1,2 uM. Nilai LoD yang didapatkan dapat menjadi acuan sensitivitas
metode yang digunakan. Berdasarkan penelitian dari Wang et al (2015),
menjelaskan jika nilai optimum LOD untuk suatu metode yang digunakan antara
kisaran 0,01mg/L — 2mg/L. Pendapat ini menunjukan jika penggunaan UPLC-MS
untuk mendeteksi pemalsuan jus buah delima dengan jus cranberi berdasarkan
marker punicalagin optimal untuk digunakan. Hal ini terbukti karena nilai LoD dari
penelitian Solakyildirm (2019), masih dibatas optimal 0,4 uM. UPLC merupakan
metode yang paling efektif karena punicalagin adalah senyawa flavonoid khas yang

hanya terdapat pada jus buah delima, sehingga dengan mudah untuk dibedakan.

B. Efektivitas Analisis Adulterasi Jus Buah Delima dengan Gas
Chromatography

Selain Liquid Chromatography, penggunaan instrumen Gas Chromatography juga
dapat digunakan untuk analisis pemalsuan jus buah delima. Gas Chromatography
merupakan instrumen yang dapat digunakan untuk analisis komposisi makanan dan
sangat cocok untuk senyawa volatil maupun semi volatil (Wang et al., 2013).
Hanya saja kurang mampu digunakan untuk penentuan kuantitatif secara langsung.
Hal ini dikarenakan hasil yang didapatkan bisa tidak mencerminkan konsentrasi
sampel yang sesungguhnya. Penyebabnya adalah keterbatasan dari selektivitas dan
resolusi dari kromatografi itu sendiri (Majchrzak et al., 2018). Berdasarkan kajian
dari Ghasemi et al. (2019), instrumen GC-FID digunakan untuk meneliti marker

berdasarkan senyawa volatilnya. Selanjutnya dilakukan pengujian berdasarkan
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hubungan antara senyawa volatil dengan sifat fisikokimia seperti tingkat keasaman,
indeks formalin, reducing sugar, dan total gula. Hal ini sesuai dengan pendapat dari
Ruiz et al. (2018), yang mengatakan apabila GC-FID mampu digunakan untuk
analisis kandungan gula dalam sampel bahkan pemanis komersial seperti high

fructose corn syrup.

Adapula kajian dari Nuncio-Jauregui et al. (2014), yang melakukan pengujian
senyawa Vvolatil dengan kromatografi gas kombinasi dengan spektrometer massa.
Jus buah delima memiliki komponen senyawa volatil yang sama seperti jus anggur
dan jus persik, namun jumlahnya yang berbeda. Jus Buah Delima yang
ditambahkan dengan jus anggur akan meningkatkan konsentrasi senyawa volatil
seperti acetic acid, isoamyl alcohol, isoamyl butyrate, 1-hexanol, dan linalool.
Sedangkan jus buah delima yang diadulterasi dengan jus oersik akan meningkatkan
senyawa Vvolatile seperti butyl acetate, isobutyl butyrate, benzyl acetate, dan
isoamyl butyrate. Pada penelitian jus buah delima yang diadulterasi dengan jus
persik lebih berefektif karena perbedaan jumlah kandungan senyawa volatil antara
jus buah delima dengan jus persik lebih besar daripada perbedaan kandungan jus
buah delima dengan jus anggur. Akhir-akhir ini metode GC-MS telah divalidasi
sebagai metode analisis senyawa volatil yang relevan. Metode GC-FID masih perlu

divalidasi untuk analisis senyawa volatil (Aparicio-Ruiz et al., 2018).

C. Efektivitas Analisis Adulterasi Jus Buah Delima dengan MEKC

Micellar electrokinetic chromatography - Laser-induced fluorescence (MEKC-
LIF) adalah salah satu metode yang telah dikembangkan guna analisis senyawa
asam amino dalam produk pangan (Rocco et al., 2013). Analisis asam amino dalam
jus buah delima menggunakan MEKC-LIF dibutuhkan bantuan surfaktan sodium
dodecylbenzene sulphonate (SDBS). Penggunaan SDBS mampu meningkatkan
fluoresensi asam amino dari turunan FITC, sehingga hasil yang didapatkan lebih
signifikan (Giuffrida et al., 2014). Pendapat ini sesuai dengan penelitian dari
Tezcan et al (2013), yang melakukan penelitian analisis pemalsuan jus buah delima
dengan jus apel menggunakan metode MEKC-LIF yang dibantu dengan SDBS.
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Berdasarkan penelitiannya didapatkan hasil nilai LoD untuk asparagin sebesar
0,848-3,99 nM. Penelitian Tezcan et al. (2017), dilakukan deteksi pemalsuan jus
buah delima dengan jus anggur dengan marker yang digunakan adalah arginin dan
prolin. Penggunaan instrumen MEKC-LIF mampu menghasilkan LoD optimal.
Artinya mampu menghasilkan nilai sensitivitas yang tinggi untuk analisis
pemalsuan pada produk pangan dengan markernya adalah asam amino (Dong et al.,
2012). Metode ini memiliki beberapa keuntungan seperti mampu menurunkan nilai
limit of detection dari senyawa yang dideteksi menggunakan spektrofotometri
seperti deteksi spectrometer masa ataupun UV-Vis (Dong et al., 2012 dan Salido et
al., 2020).



Tabel 6. Deteksi Adulterasi Jus Buah Delima dengan Menggunakan Metode Kromatografi
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No Produk Adultera  Konsentrasi Seyawa yang Perlakuan yang dilakukan ~ Metode Nilai Nilai Referensi
n Adulteran dideteksi Deteksi LoD/Lo  Minimum
Q Konsentra
si Deteksi
1. Jus Buah Jus 10, 25, dan Asam organik TA HPLC (kolom ND 10% Nuncio-
Delima  Anggur  50% (asam malat dan supelguard) Jauregui, et
asam tartarat) & al. (2014).
gula (sukrosa)
2. Jus Buah Jus TA Asam amino (asam Sampel diencerkan dan HPLC ND Asadpoor et
Delima  Anggur glutamat) derivatisasi  dengan  0- (reversed- al. (2014)
phthaldialdehyde (OPA)/3- phase  ODS
mercaptopropionic acid column)
(MPA)
3. Jus Buah Jus 10, 25, dan acetic acid, isoamyl TA GC/MS ND 10% Nuncio-
Delima  Anggur  50% alcohol,  isoamyl Jauregui, et
butyrate, 1-hexanol, al. (2014).
linalool
4. Jus Buah Jus TA Senyawa  volatil - Pencampuran jus, GC ND ND Ghasemi, et
Delima  Anggur (Tingkat keasaman, konsentrat, gula dan air al. (2019)
indeks  formalin, sesuai proporsi masing-
dan gula pereduksi) masing
- Standarisasi brix dan
keasaman
- Pencampuran  sampel
dengan adulterant
5. Jus Buah Jus TA Asam amino (prolin Derivatisasi dan sampel MEKC-LIF LoD ND Tezcan et
Delima  Anggur dan arginin) diencerkan menjadi 1 mL Arginin: al. (2017)
dengan 100 mL larutan 1,09 nM
borat dan disimpan dalam LoD

prolin:
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ruangan gelap suhu 40°C 0,848
selama 4 jam nM
6. Jus Buah JusApel TA Asam amino - Pengenceran antara 50- MEKC-LIF LoD ND Tezcan, et
Delima (asparagine) 200x lipat dengan air 0,848- al. (2013)
suling dan disuntikan ke 3,99 nM
kolom kapiler.
7. Jus Buah JusCeri TA Senyawa  volatil - Pencampuran jus, GC ND ND Ghasemi, et
Delima (Tingkat keasaman, konsentrat, gula dan air al. (2019)
indeks  formalin, sesuai proporsi masing-
dan gula pereduksi) masing
- Standarisasi brix dan
keasaman
- Pencampuran  sampel
dengan adulteran
8. Jus Buah Jus 5, 10% Asam organik TA HPLC (kolom ND 5% Nuncio-
Delima  Persik (asam malat dan supelguard) Jauregui, et
asam sitrat) & gula al. (2014).
(sukrosa):
9. Jus Buah Jus 5, 10% butyl acetate, TA GC/MS ND 5% Nuncio-
Delima  Persik isobutyl  butyrate, Jauregui, et
benzyl acetate, al. (2014).
isoamyl butyrate
10. Jus Buah Jus TA Punicalagin - sampel disentrifugasi UPLC-MS LoD: 0,4 ND Solakyildir
Delima  Cranberr 10000 rpm slama 4 mnt, pg/ml m (2019)
y padatan diencerkan 15x LoQ: 1,2
dengan 0,1% asam pg/ml
format dalam air
Keterangan: HPLC : High Performance Liquid Chromatography

GC-MS : Gas Chromatography - Mass Spectrometry
UPLC-MS: Ultra Performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry

MEKC-LIF: Chiral micellar electrokinetic chromatography-laser induced fluorescence

ND : Not detected
TA : tidak ada dalam pustaka
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5.5.Pengujian Adulteran dalam Jus Beri dengan Kromatografi

Beberapa kajian telah menganalisis adulterasi jus beri dengan metode kromatografi
terutama dengan kromatografi cair. HPLC dapat digunakan juga sebagai analisis
asam organik dengan kombinasi PDA. Marker seperti senyawa fenolik yaitu
Phlorizin mampu diidentifikasi dengan metode high performance liquid
chromatography coupled with photodiode array detection (HPLC-PDA). Hal ini
juga dibuktikan dari kajian Spinelli et al. (2016), apabila metode HPLC yang
dikombinasikan dengan PDA mampu menghasilkan LoD untuk Phlorizin sebesar
0,62 mg/L. Hasil ini didukung dengan kajian yang lainnya yang mengatakan jika
penggunaan metode HPLC -PDA dengan kolom RP-C18 efektif untuk
membuktikan keaslian produk berdasarkan asam fenoliknya (Fanali et al., 2016).
Dapat pula digunakan untuk analisis gula seperti sukrosa dan sorbitol yang
menggunakan metode HPLC dengan kombinasi refractive index (RI). Analisis
HPLC-RI cukup efektif untuk analisis sorbitol, dibuktikan dengan nilai LoD
sebesar 6,44mg/L (Spinelli et al., 2016). Jika dibandingkan antara marker asam
fenolik, dan sorbitol, penggunaan HPLC lebih efektif untuk analisis asam fenolik

berdasarkan nilai LoDnya.

Berdasarkan kajian dari Li et al. (2020), hasil dari kandungan gula dan asam
organik pada setiap sampel dilakukan analisis lanjutan dengan linear discriminant
analysis (LDA). Metode linear discriminant analysis (LDA) berguna untuk
mengelompokkan data pengamatan menjadi beberapa kelas (Ngailo, 2020). Metode
LDA untuk melihat hasil lanjutan dari penggunaan HPLC kurang efektif untuk
mendeteksi pemalsuan pada jus beri berdasarkan kombinasi antara komposisi gula
dan asam organik. Hal ini dibuktikan pada Tabel 7., yang menyatakan jika
konsentrasi adulteran minimal yang dibutuhkan yakni berkisar antara 20-40%
tergantung dari jenis sampel dan adulteran yang digunakan. Jus apel mengandung
asam kuinat sebesar 792,4 mg/L. Jus pir mengandung asam kuinat sebesar 727,8
mg/L. Jus persik mempunyai asam kuinat sebesar 189,30 mg/L. Ketiga Jus tersebut
tidak memiliki kandungan asam tartarat yang dapat terdeteksi. Sedangkan pada jus

anggur tidak mengandung asam kuinat dan mengandung asam tartarat sebesar
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6716,1 mg/L (Lietal., 2020). Apabila dikombinasikan maka perbedaan kandungan
asam organik antara jus anggur dengan jus persik yang paling besar. Sehingga
membutuhkan konsentrasi minimal deteksi yang paling rendah (20%) apabila
dibandingkan dengan mendeteksi pemalsuan jus anggur yang diadulterasi jus apel
maupun jus pir. Jus blueberry dan storberi memiliki karakteristik asam organik
yang sama yaitu adanya asam sitrat namun konsentrasinya berbeda. Pada jus
blueberry dan stroberi mengandung asam sitrat sekitar 6430 mg/L. Jus apel, jus pir,
dan jus persik mengandung asam sitrat dengan konsentrasi berturut-turut sebesar
147,6mg/L; 1050,6 mg/L; dan 1165,2 mg/L. Perbedaan kandungan asam organik
yang cukup jauh dapat digunakan sebagai tanda adanya penambahan jus buah

lainnya pada produk jus beri.



Tabel 7. Deteksi Adulterasi Jus Beri dengan Menggunakan Metode Kromatografi
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Produk Adultera Konsentrasi Seyawa Perlakuan yang Metode Nilai Nilai Referensi
No n Adulteran yang dilakukan Deteksi LoD/LoQ Minimum
(%) dideteksi (mg/L) Konsentrasi
Deteksi
1. Jus Jus Apel 5, 10, 15, Phlorizin Sampel jus diencerkan HPLC LoD ND Spinelli, et
Anggur 20, 25, dan dan sorbitol sebanyak 2x Phlorizin: al. (2016)
30 0,62  dan
Sorbitol:
6,44
LoQ
Phlorizin:
0,64 dan
Sorbitol:
7,09
2. Jus Jus Apel 20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >40% Li, et al.
Anggur sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam pektinase
kuinat dan - Supernatan
asam disimpan di suhu -
tartarat) 80C
3. Jus Jus 20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HREC ND >20% Li, et al.
Anggur Peach sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam pektinase
kuinat dan Supernatan disimpan di
asam suhu -80C

tartarat)
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Jus Jus Pear  20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >40% Liet  al.
Anggur sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam pektinase
kuinat dan - Supernatan
asam disimpan di suhu -
tartarat) 80C
Jus Jus Apel 20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >20% Li, et al.
Blueber sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
ry asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam sitrat) pektinase
- Supernatan
disimpan di suhu -
80C
Jus Jus 20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >20% Li, et al.
Blueber Peach sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
ry asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam sitrat) pektinase
- Supernatan
disimpan di suhu -
80C
Jus Jus Pear  20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPEC ND >20% Li, , et al.
Blueber sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
ry asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan

(asam sitrat)

peckinase
Supernatan
disimpan di suhu -
80C
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8. Jus Jus Apel 20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >20% Li, et al.
stroberi sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam sitrat) pektinase
- Supernatan
disimpan di suhu -
80C
9. Jus Jus 20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >20% Li, et al.
stroberi  Peach sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam sitrat) pektinase
- Supernatan
disimpan di suhu -
80C
10. Jus Jus Pear  20,40,60,80 Sukrosa, - Sampel HPLC ND >20% Li, et al.
stroberi sorbitol, dan dipasteurisasi  air (2020)
asam panas 5 menit
organik - Ditambahkan
(asam sitrat) pektinase
- Supernatan
disimpan di suhu -
80C
Keterangan: HPLC : High Performance Liquid Chromatography

UPLC-TOF-MS : Ultra HighPressure Liquid Chromatography-Time Offlight Mass Spectrometry
ND: not detected
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5.6. Pengujian Adulteran dalam Jus Buah delima dengan Spektroskopi

Terdapat beberapa metode spektroskopi yang dapat digunakan untuk analisis
pemalsuan jus buah. Hanya saja tingkat efektivitasnya berbeda-beda berdasarkan
jenis adulteran, dan marker yang akan diuji. Beberapa contoh metode spektroskopi
yang dapat digunakan untuk analisis pemalsuan jus buah delima seperti UV-Vis,
Atomic Absorption Spectroscopy (AAS) dengan bermacam-macam marker yang
dapat digunakan.

A. Efektivitas Analisis Adulterasi Jus Buah Delima dengan UV-Vis

UV-Vis masuk dalam metode spektroskopi yang mampu mendeteksi pemalsuan jus
buah delima dengan tambahan jus lainnya yang kualitasnya lebih rendah.
Prinsipnya dengan penyerapan cahaya atau radiasi yang hasilnya ditunjukan dengan
Panjang gelombang intensitas penyerapan. Semakin besar jumlah analit dalam
sampel yang dapat diserap maka jumlah cahaya yang diserap akan meningkat
(Akash & Rehman, 2020). Penggunaan UV-Vis sangat sesuai digunakan untuk
adulteran yang berbasis tanaman. Terkadang akan menghasilkan panjang
gelombang yang sama antara adulteran dengan sampel yang akan diuji karena

memiliki karakteristik senyawa yang sama (Kumari & Tripathy, 2021).

Beberapa kajian telah melakukan analisis pemalsuan jus buah delima dengan
instrumen UV-Vis. Pada kajian dari Nuncio-Jauregui et al. (2014), UV-Vis
digunakan untuk analisis kandungan prolin pada sampel jus buah delima. Prolin
sendiri tidak mampu menyerap spektrum UV-Vis (200-800nm), maka untuk
meningkatkan sensitifitas prolin butuh dikomplekskan dengan ditambah kromofor
yang sesuai seperti etilen (Dagdeviren et al., 2018). Kajian ini didukung dengan
penelitian dari Nuncio-Jauregui et al. (2014), yang awalnya dilakukan
pencampuran 1 ml sampel jus, 1 ml asam format (98%), dan 2 ml larutan ninhydrin
dalam etilen glikol monometil eter. Didapatkan hasil jika jumlah prolin pada jus
buah delima sekitar 251 mg/L, jumlah prolin pada jus anggur sebesar 1032mg/L,

dan jumlah prolin pada jus persik sebesar 182mg/L. Jus buah delima yang
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ditambahkan jus anggur akan ditandai dengan adanya peningkatan prolin.
Sedangkan penambahan jus persik akan ditandai dengan penurunan prolin. Dapat
dilihat pada Tabel 8, jika penggunaan UV-Vis dalam deteksi pemalsuan jus buah
delima dengan jus anggur dan jus persik cukup efektif. Hal ini dibuktikan dengan
konsentrasi minimum yang dibutuhkan adulteran jus anggur dan jus persik dalam

jus buah delima berturut-turut sebesar 10% dan 5%.

Pada kajian Boggia et al. (2012), digunakan instrumen UV-Vis untuk mendeteksi
pemalsuan jus buah delima yang ditambahkan jus anggur, jus apel dan campuran
jus anggur dan jus apel. UV-Vis digunakan untuk mengetahui spektrum panjang
gelombang yang digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan jus buah delima
murni, dan sampel adulteran. Antioksidan yang terdapat pada jus buah delima
meliputi antosianin, ellagic acid, ellagitannins, vitamin C, vitamin E, dan
metabolism dari tannin yaitu urolithins. Buah delima sendiri memiliki aktivitas
antioksidan 20% lebih tinggi dari jus dan minuman kaya polifenol lainnya seperti
apel, acaiberry, ceri hitam, blueberry, dan anggur (Fahmy et al., 2020). Pada
pendapat dari Derakhshan et al. (2018), jika aktivitas antioksidan pada jus buah
delima sekitar 10,37-67,46%. Jus anggur juga mengandung aktivitas antioksidan
yang tinggi sekitar 22-60% (Macheix et al., 2018). Jus apel mengandung aktivitas
antioksidan paling besar 54% (Durazzo et al., 2019). Hasil %Reduction of DPPH
dari jus buah delima sekitar 13,4-41,2% dan akan mengalami penurunan apabila
ditambahkan jus apel. Sedangkan tingkat efektivitas untuk analisis aktivitas
antioksidan terhadap adulteran jus anggur cukup rendah atau sulit untuk diamati.
Hal ini dikarenakan hasil %Reduction of DPPH jus anggur adalah 8,2-49,9%. Hasil
ini didukung dari kajian Granato et al. (2015), jika aktivitas antioksidan pada jus
anggur dan jus delima sama-sama tinggi dan memiliki karakteristik antioksidan
yang hampir mirip. Namun aktivitas antioksidan pada jus buah delima lebih tinggi
jika dibandingkan jus anggur. Maka diperlukan analisis statistik tambahan agar

hasil yang didapatkan spesifik.
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B. Efektivitas Analisis Adulterasi Jus Buah Delima dengan AAS

Terdapat satu kajian yang menggunakan instrumen Atomic Absorption
Spectroscopy (AAS) (Nuncio-Jauregui, et al. 2014) untuk mendeteksi pemalsuan
jus buah delima dengan jus anggur maupun jus persik. Metode AAS efektif
digunakan untuk analisis unsur seperti mineral dengan cara penyerapan radiasi.
Teknik AAS telah digunakan untuk analisis beberapa logam seperti magnesium
pada produk pangan (Akash & Rehman, 2019). Penggunaan AAS untuk mendeteksi
pemalsuan jus buah delima dengan jus persik dan jus anggur memerlukan
konsentrasi minimal berturut-turut sebesar 5 dan 10% untuk menganalisis marker
magnesium dan potassium. Kandungan mineral potassium pada jus buah delima,
jus anggur, dan jus persik ditemukan berturut-turut sebesar 2492, 806, dan 1002
mg/L. Jus buah delima terdapat mineral magnesium sebesar 27,3 mg/L, jus anggur
sebesar 96,9 mg/L, jus persik sebesar 95,9 mg/L (Nuncio-Jauregui, et al. 2014).
Artinya penambahan jus buah delima dengan jus anggur maupun jus persik akan

mengalami penurunan potassium dan peningkatan magnesium.

Tingkat efektivitas metode AAS dipengaruhi juga terhadap tingkat kereaktifan
larutan terhadap mineral yang akan dianalisis (Handayani et al., 2018). Penggunaan
larutan HNO3 cukup efektif untuk mendeteksi mineral kalium dan magnesium pada
sampel jus buah. Dipengaruhi pula dengan konsentrasi mineral yang terkandung
dalam sampel (Nuncio-Jauregui, et al., 2014). Metode AAS mempunyai presisi
yang cukup tinggi karena mampu mengidentifikasi + 68 elemen mineral. Terutama
pada produk pangan telah dilakukan lama untuk mendeteksi mineral dan jejak
adulterasi (Akash & Rehman, 2019).



Tabel 8. Deteksi Adulterasi Jus Buah Delima dengan Menggunakan Metode Spektroskopi
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No. Produk Adulteran Konsentrasi  Senyawa Perlakuan yang Metode Nilai Nilai Minimum  Referensi
Adulteran yang dilakukan Deteksi LoD/LoQ Konsentrasi
(%) dideteksi Deteksi
1. Jus Jus TA Aktivitas - Pengenceran rasio UV-Vis ND Boggia et
Buah  Anggur antioksidan 1:10 atau 1:100 Spektrometri al.
Delima Sampel (2012)
disentrifugasi 5000
rpm 15 menit
2. Jus Jus 10, 25, dan Jumlah Pencampuran 1 ml UV-Vis ND Nuncio-
Buah  Anggur 50 prolin sampel + 1 ml asam Spectrometer Jauregui,
Delima format + 2 ml et al.
larutan ninhidrin (2014).
Dipanaskan dalam
waterbath
3. Jus Jus 10,25, dan Mineral (K Sampel digested 2 AAS ND Nuncio-
Buah  Anggur 50 & Mg) jam suhu dibawah Jauregui,
Delima 130°C et al.
(2014).
4.  Jus Jus Apel TA Aktivitas Pengenceran rasio UV-Vis ND Boggia,
Buah antioksidan 1:10 atau 1:100 Spektrometry et al.
Delima sampel (2012)
disentrifugasi 5000
rpm 15 menit
5. Jus Jus Persik 5, 10 Jumlah Pencampuran 1 ml UV-Vis ND Nuncio-
Buah prolin sampel + 1 ml asam Jauregui,
Delima format + 2 ml et al.
larutan ninhydrin (2014).

Dipanaskan dalam
water bath
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6. Jus Jus Persik 5,10 Mineral (K Sampel digested 2 AAS ND 5% Nuncio-
Buah & Mg) jam suhu dibawah Jauregui,
Delima 130°C et al.

(2014).

Keterangan: K: Kalium

Mg: Magnesium
AAS: Atomic Absorption Spectroscopy
ND: Not Detected
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5.7. Pengujian Adulteran dalam Jus Beri dengan Berbasis DNA

Jus beri merupakan salah satu jus dipasaran dengan harga yang relatif mahal.
Teknik berbasis DNA seperti Tagman-RT-PCR mampu untuk membedakan jus beri
yang dipalsukan dengan cara mengukur persentase dari Ct Value gen NADH.
Dengan metode Tagman-RT-PCR, konsentrasi minimal yang dibutuhkan untuk
deteksi pemalsuan pada produk jus raspberi hitam dan raspberi kuning adalah 0,1%.
Diikuti dengan produk jus raspberi merah dan jus bluberi yang membutuhkan
konsentrasi minimal yakni 1%. Jus cranberi membutuhkan konsentrasi minimal
yang paling besar ketika menggunakan metode Tagman-RT-PCR vyaitu 5%.
Hasilnya dapat dilihat apabila penggunaan Tagman-RT-PCR untuk mendeteksi
pemalsuan pada jus raspberi hitam dan raspberi kuning paling efektif dibuktikan
dengan konsentrasi minimal adulteran yang dibutuhkan sekitar 0,1% agar dapat
terdeteksi (Yang et al., 2019). Metode ini hanya menunjukkan gambaran untuk
mendeteksi adanya tambahan jus buah lain pada jus beri berdasarkan Ct Value gen
NADH. Metode real time PCR mampu bekerja dengan baik karena memiliki
sensitifitas yang tinggi, praktis, membutuhkan waktu yang singkat untuk analisis
berdasarkan DNA (Kesmen et al., 2012).



Tabel 9. Deteksi Adulterasi Jus Beri dengan Menggunakan Metode Berbasis DNA
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Produk  Adulteran Konsentrasi ~ Seyawa Metode Keterangan Metode Nilai Nilai Referensi
No Adulteran yang Pendahuluan Deteksi LoD/LoQ  Minimum
(%) dideteksi Konsentrasi
Deteksi
1. Jus rasberi Jus 0,1; 1; 5; Ct wvalue Pengaturan Sampel jus Tagman - 0,1% Yang, et
hitam anggur 10; 50; 100 gen padatan disentrifugasi RT-PCR al.
NADH 15000 rpm selama (2019)
30 menit
2. Jus Jus 0,1; 1; 5; Ct wvalue Pengaturan Sampel jus Tagman - 5% Yang, et
cranberi anggur 10; 50; 100 gen padatan disentrifugasi RT-PCR al.
NADH 15000 rpm (2019)
selama 30 menit
3. Jus rasberi Jus 0,1; 1; 5 Ct value Pengaturan Sampel jus Tagman - 0,1% Yang, et
kuning semangka 10; 50; 100 gen padatan disentrifugasi RT-PCR al.
NADH 15000 rpm (2019)
selama 30 menit
4.  Jus rasberi Jus 0,1; 1; 5 Ct value Pengaturan Sampel jus Tagman - 1% Yang, et
merah anggur 10; 50; 100 gen padatan disentrifugasi RT-PCR al.
NADH 15000 rpm (2019)
selama 30 menit
5. Jus Jus 0,1; 1; 5; Ct wvalue Pengaturan Sampel jus Tagman - 1% Yang, et
blueberry  Anggur 10; 50; 100 gen padatan disentrifugasi RT-PCR al.
NADH 15000 rpm (2019)
Keterangan: NADH: Nikotinamida Adenosin Dinukleotida Hidrogen

Tagman RT-PCR : Tagman Real Time Polymerase Chain Reaction



