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INTISARI

Bawang Bombay(Allium cepa L.) merupakan bagian umbi tanaman yang
sering dikonsumsi masyarakat untuk bumbu masakan dan memliki kandungan
kuersetin yang dapat menurunkan kadar gula dalam darah. Bawang Bombay segar
dimaserasi menggunakan metanol dengan perbandingan (1:8) tahap | dan
perbandingan (1:4) tahap Il dengan rendemen 13,48%. Penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui kadar kuersetin yang terkandung dalam ekstrak metanol
Bawang Bombay dengan metode High Performance
LiquidChromatography(HPLC) fase terbalik. Fase diam yang digunakan adalah
oktadesil silika (C1g) dengan fase gerak metanol : 0,1% asam fosfat (65:35) yang
dialirkan dengan kecepatan alir 1 mL/menit. Detektor HPLC diatur pada panjang
gelombang 371 nm. Larutan baku kuersetin dibuat pada rentang konsentrasi 2—10
ppm dengan koefesien korelasi (r) yang dihasilkan 0,9957. Hasil penetapan kadar
kuersetin ekstrak metanol Bawang Bombay sebesar 0,4698% ° dengan koefesien
variasi sebesar 2,3929%.

Kata kunci: Ekstrak Metanol, Bawang Bombay, Kuersetin,HPLC.
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ABSTRACT

Bombay Onion (Allium cepa L.) is part plant bulbs are often consumed the
community for seasoning and has a content of quercetin can decrease the levels of
sugar in the blood. Fresh Bombay Onion macerated using methanol by
comparison (1:8) phase | and comparison (1:4) phase Il with a yield of 13,48%.
This research was conducted to find out the levels of quercetin contained in
methanol extracts of Bombay onion by reversed phase High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The stationary phase used is oktadesil silica (C1g) with
mobile phase methanol : 0,1 % phosphoric acid (65:35), which is conducted with
a flow rate of 1 ml/min. HPLC detector set at 371 nm wavelength. The quercetin
standard solution is made on the range of concentration of 2-10 ppm with
correlation coefficient (r) produced 0,9957. The result of quercetin methanol
extract determination in Bombay onion is 0,4698% b/b with coefficient of
variation is 2,3929%

Keyword : methanol extract, Allium cepa L, quercetin, HPLC.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Diabetes Mellitus merupakan penyakit mematikan ketiga di Indonesia
setelah stroke dan jantung telah mencapai sekitar 10 juta orang. Penderita
diabetes di Indonesia dapat mencapai 30 juta orang pada tahun 2030
mendatang bila gaya hidup termasuk makan banyak dan merokok tidak
dikurangi. Indonesia menduduki urutan ke-4 negara terbesar penderita
diabetes dengan pravelansi 8,6% dari total penduduk. Penelitian dari berbagai
epidemiologis di Indonesia yang dilakukan oleh pusat-pusat diabetes, sekitar
tahun 1980-an pravelensi Diabetes Mellitus pada penduduk usia 15 tahun
keatas sebesar 1,5-2,3% dengan pravelensi di daerah rural atau pedesaan lebih
rendah dibandingkan dengan perkotaan. Survei Kesehatan Rumah Tangga
(SKRT) 2001 mendapatkan pravelensi Diabetes Mellitus pada penduduk usia
25-64 tahun sebesar 7,5%. Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2007 dan
2013 mendapatkan bahwa proporsi Diabetes Mellitus pada Riskesdas 2013
meningkat hampir dua kali lipat dibandingkan tahun 2007 dan terus
mengalami peningkatan setiap tahunnya (Kementrian Kesehatan, 2013).
Temuan tersebut membuktikan bahwa penyakit Diabetes Mellitus merupakan
masalah kesehatan masyarakat yang sangat serius dan dibutuhkan penanganan

yang tepat bagi penderita penyakit Diabetes Mellitus (Dewi dkk, 2016).



Pengobatan Diabetes Mellitus biasanya dilakukan dengan pemberian
obat oral anti diabetik, atau dengan suntikan insulin. Penderita dapat juga
mengendalikan kadar gula darahnya dengan cara tradisional menggunakan
bahan alam (Gangga dan Suryanto, 2016).

Senyawa yang terkandung pada Bawang Bombay (Allium cepa L)
adalah flavonoid yang merupakan senyawa antioksidan untuk mengembalikan
sensitivitas reseptor insulin pada sel. Kuersetin merupakan jenis flavonoid
yang terdapat pada Bawang Bombay adalah kuersetin yang berpotensi sebagai
inhibitor transport glukosa oleh intestinal glucose transporter GLUT?2 dan
GLUTS5 yang bertanggung jawab pada absorbsi glukosa di dalam usus halus
yang dapat menurunkan kadar gula (Dewi dkk, 2016).

Berdasarkan penelitian sebelumnya hasil uji 2 ml dan 4 ml perasan
Bawang Bombay menunjukkan pengaruh yang signifikan dalam menurunkan
kadar gula darah tikus putih yang diinduksi sukrosa (Dewi dkk, 2016). Pada
penelitian lainnya berdasarkan hasil uji inhibisi a-glukosidase dari ekstrak
metanol dan fraksi-fra.ksi pada Bawang Bombay menunjukkan ekstrak
metanol Bawang Bombay memiliki aktivitas antihiperglikemi yang paling
tinggi dengan 1Cs 15.50 bpj (Gangga dan Suryanto, 2016).

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini dilakukan untuk menetapkan
kadar kuersetin ekstrak metanol Bawang Bombay (Allium cepa L.) secara

High Performance Liquid Chromatography (HPLC).



B. Rumusan Masalah

Berapa kadar kuersetin yang terkandung dalam Bawang Bombay

(Allium cepa L.) secara High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ?

C. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kadar kuersetin ekstrak
Bawang Bombay (Allium cepa L.) secara High Performance Liquid

Chromatography (HPLC).

D. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar kuersetin
yang terkandung dalam Bawang Bombay (Allium cepa L.) dengan

menggunakan metode High Performance Liquid Chromatography (HPLC).



A.

C.

BAB IlI

METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan ini termasuk dalam penelitian
deskriptif yaitu tidak adanya perlakuan manipulasi terhadap sampel.
Penelitian ini dilakukan untuk menganalisis kadar kuersetin ekstrak
metanol bawang bombay (Allium cepa L.) secara High Performance

Liquid Chromatography (HPLC).

. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Instrumen Sekolah
Tinggi llmu Kesehatan Nasional pada bulan November 2018 sampai

Januari 2019.

Instrumen Penelitian

1. Alat
Alat yang digunakan adalah seperangkat alat HPLC (Shimadzu
L20115017545 AE), kolom C,g (seri 2082396 size 250 L x 4.6 mm),
degassing ultrasonikator (Branson 1510), membran filter (Whatman)

0,2 um (PTFE), neraca analitik (Ohaus, PA214 dengan sensitifitas 0,1

20
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mg dan maksimal penimbangan 210,0 g), vacum rotary evaporator
(IKA 07 266663), spektrofotometer UV Vis (Shimadzu A120654),
mikropipet (Nesco YE171AA164028), dan alat-alat gelas (pyrex) yang
lazim digunakan dalam kimia analisis.
Bahan

Bahan yang digunakan adalah Bawang Bombay (Allium cepa
L.) yang diperoleh dari tiga swalayan di daerah Surakarta, metanol,
metanol pro analysis (SIGMA), metanol HPLC grade, asam fosfat
HPLC grade (SIGMA), baku standar kuersetin (pro analysis,

SIGMA), dan akuabides.



D. Alur Penelitian

1.

Bagan Alur Kerja

Bawang Bombay (Allium cepa L.)

|

Maserasi

v v
Filtrat Ampas
Maserasi kembali
Diuapkan dengan vacuum Filtrat ‘ ‘ Am ‘
rotary evaporator | a pas
Ekstrak kental
A4
Negatif [« Uji Kualitatif »  Positif

A

Penetapan kadar kuersetin ekstrak metanol
Bawang Bombay dengan metode HPLC

»  Kesimpulan <

Gambar 5. Alur Penelitian
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Cara Kerja

a.

Penyiapan Larutan Baku
1) Baku Induk Kuersetin
Baku kuersetin ditimbang seksama 10,0 mg dan dilarutkan ke
dalam labu ukur 10,0 dengan metanol pro analysis sampai tanda
batas hingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm.
2) Baku Intermediet Kuersetin
Larutan baku induk kuersetin dipipet sebanyak 1,0 ml
dilarutkan dalam labu takar 10,0 ml dengan metanol pro analysis
sampai tanda batas hingga diperoleh konsentrasi 100 ppm.
Penentuan Panjang Gelombang Maksimal
Larutan baku kuersetin 6, 8, dan 10 ppm (dipipet sejumlah 0,6: 0,8
dan 1,0 mL) dari larutan baku intermediet 100 ppm kemudian masing —
masing dimasukkan dalam labu ukur 10,0 mL dan diencerkan dengan
metanol pro analysis sampai tanda. Larutan blanko disiapkan dari larutan
metanol pro analysis. Serapan larutan diukur pada panjang gelombang
250 - 500 nm pada spektrofotometri UV-Vis dan amati kurva hubungan
antara panjang gelombang dan absorbansi lalu ditentukan panjang
gelombang maksimal dari spektrogram yang diperoleh.
Pembuatan Ekstrak Bawang Bombay
Sampel Bawang Bombay segar yang diperoleh dari 3 swalayan
dikupas kulitnya, dicuci sampai bersih, dipotong akar dan daunnya,

dipotong dadu, kemudian sampel diekstraksi dengan pelarut metanol.
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Pembuatan ekstrak dengan menimbang seksama 200,0 gram simplisia
segar bawang bombay (Allium cepa L.) kemudian dimaserasi dengan
1600,0 mL metanol dalam bejana kaca dan diaduk sampai homogen.
Proses maserasi dilakukan selama 5 hari (5x24 jam) dan diaduk setiap
pagi, siang dan sore. Pada hari ke-5 dilakukan penyaringan dan
remaserasi dengan menambahkan 800,0 mL metanol ke dalam bejana
kaca yang berisi ampas maserasi lalu didiamkan selama 2 hari (2 x 24
jam) dengan perlakuan sama. Hari ke-2 remaserasi dilakukan penyaringan
hingga diperoleh filtrat yang kedua. Hasil penyaringan (filtrat) maserasi
dan remaserasi dicampur dan diuapkan dengan menggunakan vacum
rotary evaporator dengan kecepatan putar 125 rpm pada suhu 40°C
hingga diperoleh ekstrak kental.
Pengaturan Sistem HPLC

Dalam sistem HPLC ini digunakan fase gerak metanol HPLC
grade dan asam fosfat 0,1% HPLC grade (65:35% v/v) dengan fase diam
Cig (seri 2082396 size 250 L x 4.6 mm)dengan kecepatan alir 1 mL/menit,

detektor diatur pada panjang gelombang maksimal kuersetin.

Analisis Kualitatif

Identifikasi kuersetin dalam larutan sampel dilakukan mengukur
larutan baku masing-masing disaring menggunakan membran filter
(Whatman) 0,2 um lalu didegassing selama 15 menit. Masing-masing
larutan diinjeksikan 20 pL pada sistem HPLC dan amati waktu retensi.

Hasil identifikasi sampel dinyatakan positif mengandung kuersetin jika
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waktu retensi puncak pada kromatogram larutan sampel relatif sama
dengan kromatogram larutan baku.
Pembuatan Kurva Baku

Larutan baku dibuat sebanyak 5 konsentrasi yaitu 2, 4, 6, 8, dan 10
ppm (dengan pemipetan 200, 400, 600, 800 uL, dan 1 mL) dari larutan
baku intermediet 100 ppm, kemudian masing-masing larutan baku
dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 mL ditambahkan metanol pro
analysis hingga tanda batas. Larutan baku disaring menggunakan
membran filter (Whatman) 0,2 um lalu didegassing selama 15 menit.
Masing-masing larutan diinjeksikan 20 yL pada sistem HPLC. Kurva baku
diperoleh dari hubungan antara konsentrasi dan luas area kuersetin.
Analisis Kuantitatif

Analisis kuantitatif dilakukan dengan cara ekstrak metanol Bawang
Bombay ditimbang sebanyak 5,0 mg kemudian dilarutkan dalam labu ukur
10,0 mL dengan larutan metanol pro analysis hingga tanda batas sebagai
larutan sampel induk. Larutan sampel induk dipipet 1,0 mL ditambahkan
dengan metanol pro analysis dalam labu ukur 10,0 mL hingga tanda batas
sebagai larutan sampel kerja. Larutan sampel kerja kemudian disaring
dengan membran filter (Whatman) 0,2 um lalu didegassing selama 15
menit. Injeksikan 20 pL larutan pada sistem HPLC. Analisis kuantitatif
didasarkan bahwa pada prinsip AUC berkorelasi dengan konsentrasi yang
menghasilkan puncak, sehingga dapat dihitung dengan menggunakan

persamaan regresi linier, y = Bx + A (Sanghavi, 2014)
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Penentuan Presisi

Presisi dari kadar yang diperoleh pada masing-masing
replikasidiperoleh dengan mengukur luas area puncak kromatogram dan
hasilnya dinyatakan dengan %KV (Koefisien Variasi).
Penentuan Linieritas

Linieritas ditentukan dengan kurva baku yang dibuat dengan
mengukur luas area puncak kromatogram larutan baku dengan konsentrasi
sesuai rentang kadar pada kurva baku menggunakan sistem HPLC yang
telah ditentukan sebelumnya. Dibuat kurva baku dengan membandingkan
luas area puncak kromatogram (sumbu y) terhadap konsentrasi larutan
baku kuersetin (sumbu x) kemudian dihitung persamaan garis regresi dan
koefisien korelasinya.
Analisis Data Penelitian

Kadar kuersetin dihitung menggunakan persamaan regresi linier
yang merupakan korelasi antara konsentrasi dengan nilai AUC yang
diperoleh dari masing-masing larutan. Nilai AUC dari puncak
kromatogram larutan sampel dimasukkan ke dalam persamaan regresi
linier sebagai Y, dan nilai x dapat dihitung sebagai kadar kuersetin.
Kemudian akan dilakukan analisis, meliputi :
1. Analisis Kualitatif

Metode yang digunakan adalah metode waktu relatif. Dengan

menggunakan persamaan :

. tRi
Rig=—
U tRst
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Keterangan :

Rist = Metode waktu relatif
tR; = Metode retensi zat uji
tRst = Waktu retensi standart

Waktu relatif adalah nilai yang menyatakan hasil perbandingan
antara waktu retensi sampel dengan waktu retensi baku. Waktu relatif

dikatakan baik jika nilai mendekati 1.

. Analisis Kuantitatif

Analisis kuantitatif dengan menggunakan persamaan regresi
linier, Y =bx + a
Keterangan :
Y = Menyatakan luas kurva dibawah permukaan kromatogram
b = Koefisien regresi
a = Tetapan regresi linier dan juga disebut dengan intersep

Persamaan regresi linier tersebut diperoleh dari hubungan
antara konsentrasi dengan luas area di bawah permukaan
kromatogram. Dengan memasukkan nilai luas area dibawah
permukaan zat uji sebagai (y) kedalam persamaan tersebut maka
konsentrasi kuersetin dapat dihitung sebagai (x).
Penentuan Presisi

Penentuan presisi dilakukan dengan menghitung Standar
Deviasi (SD) atau Relative Standart Deviation (RSD) atau koefisien

variasi (% KV). Perhitungan % KV dengan menggunakan persamaan:
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% KV = 5D X 100 %

Rata-ratakadarsampel

4. Penentuan Linearitas
Linearitas diukur dengan menggunakan nilai (r) yaitu koefisien
korelasi yang menyatakan hubungan antara konsentrasi dengan luas
area dibawah permukaan kromatogram. Penentuan linearitas dikatakan
baik jika nilai (r) yang dihasilkan mendekati 1 (Gandjar dan Rohman,

2010).



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan kadar kuersetin
ekstrak metanol Bawang Bombay sebesar 0,4698% °/, dengan KV sebesar

2,3929%

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap kandungan
kuersetin dengan sampel yang lainnya dan menggunakan elusi gradien

dalam sistem HPLC untuk menganalisis kandungan kuersetin.
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