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INTISARI

Kuersetin adalah senyawa yang dapat mengaktifkan jalur extracellular
signal-related kinase (ERK %2) yang akan meningkatkan sekresi insulin dan
melindungi sel  pankreas dari kerusakan oksidatif. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk menganalisis kadar kuersetin yang terkandung dalam sari perasan buah bligo
(Benincasa hispida). Sampel sari perasan dianalisis menggunakan HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) dengan fase diam C18 (Oktadesilsilika). Fase
gerak metanol : asam fosfat 0,1% (65 : 35) dialirkan dengan kecepatan 1 mL/menit.
Detektor instrumen HPLC diatur pada panjang gelombang maksimum kuersetin yaitu
371 nm. Rentang kurva baku yang digunakan adalah 0,2 — 1,8 ppm dengan nilai
koefesien korelasi 0,9983. Hasil penelitian menunjukkan sari perasan buah bligo
mengandung kuersetin dengan kadar 0,2740 mg% dengan nilai koefesien variasi
0,1074%

Kata kunci : Perasan, Bligo, Kuersetin, HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)

Xiv



ABSTRACT

Quercetin is a compound that can activate the extracellular signal-related
kinase (ERK %2) pathway which will increase insulin secretion and protect pancreatic
B cells from oxidative damage. The purpose of this study was to analyze the levels of
quercetin contained in bligo juice extract (Benincasa hispida). The juice extract
sample was analyzed using HPLC (High Performance Liquid Chromatography) with
the stationary phase C18 (Octadesilsilica). Mobile phase of methanol: 0.1%
phosphoric acid (65: 35) flowed at a rate of 1 mL / minute. The HPLC instrument
detector is set at the maximum wavelength of quercetin which is 371 nm. The
standard curve used is 0.2 - 1.8 ppm with a correlation coefficient of 0.9983. The
results showed that the juice of bligo fruit juice contained quercetin with a level of
0.2740 mg% with coefficient of variation of 0.1074%

Keyword : Juice, Bligo, Quercetin, HPLC (High Performane Liquid
Chromatography)
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Diabetes Melitus merupakan penyakit degeneratif. Prevalensi
penyakit Diabetes Melitus terus bertambah terutama di negara
berkembang dan negara industrialisasi. Di Indonesia dari 8,4 juta pada
tahun 2000 diperkirakan menjadi 21,3 juta pada tahun 2030 (Septadina,
2015). Menurut data organisasi Persatuan Rumah Sakit Indonesia
(PERSI, 2008) Indonesia menempati urutan ke-4 jumlah penderita
diabetes melitus terbesar di dunia dan menempati urutan kedua di
wilayah Asia Tenggara setelah India dengan jumlah penderita 8.246.000
orang.

Di Indonesia banyak upaya dengan menggunakan bahan alam
untuk  pencegahan (preventif), penyembuhan (kuratif), pemulihan
kesehatan (rehabilitatif) serta peningkatan kesehatan (promotif). Salah
satu bahan alam yang berguna sebagai antidiabetes adalah buah bligo.
Flavonoid merupakan salah satu kandungan dalam buah bligo yang
memiliki efek farmakologi.. Buah bligo dengan ekstrak etanol
menghasilkan flavonoid total tertinggi dibandingkan dengan ekstrak ethyl

acetate dan aqueous yaitu 70,46 + 0,80 mg/g ekstrak. (Nadhiya and



Vijayalakshmi, 2014). Salah satu turunan flavonoid yang juga
mempunyai efek farmakologi adalah kuersetin.

Kuersetin - mampu  meningkatkan aktivitas enzim-enzim
antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD), gluthation peroxidase
dan katalase sehingga memiliki efek protektif terhadap sel B pankreas.
Kuersetin telah diteliti dapat mengaktifkan jalur extracellular signal-
related kinase (ERK %2) yang akan meningkatkan sekresi insulin dan
melindungi sel B pankreas dari kerusakan oksidatif (Youl et all, 2010).

Pemanasan dapat memicu degradasi kuersetin sehingga perasan
dipilih sebagai cara pengujian terbaik dalam mengkonsumsi buah bligo
(Sugrani dan Waji, 2009) dan dengan air perasan buah bligo dapat
menurunkan kadar glukosa darah kelinci putih jantan sebesar 97,92%
dibanding kelompok kontrol (pemberian air suling) dan sebesar 70,03%
dibanding kelompok pembanding (suspensi glibenklamid) (Fransisca dan
Rossa, 2001).

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) adalah
teknik dalam kimia analitik yang digunakan untuk memisahkan,
mengidentifikasi dan mengukur setiap komponen dalam campuran.
Pemilihan metode HPLC karena metode ini mampu memisahkan molekul
molekul dari suatu campuran, memiliki kecepatan analisis dan kepekaan
yang tinggi, memiliki resolusi yang baik serta dapat dihindari terjadinya

dekomposisi atau kerusakan bahan yang dianalisis (Putra, 2004)



A. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut maka dapat ditentukan
rumusan masalah yaitu berapakah kadar kuersetin yang terkandung pada

perasan buah bligo (Benincasa hispida) ?

B. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar

kuersetin yang terdapat pada buah bligo (Benincasa hsipida).

C. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi
kepada masyarakat bahwa perasan buah bligo (Benincasa hispida)
mengandung kuersetin yang dapat digunakan sebagai alternatif pada

diabetes melitus.



BAB IlI

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif dengan
melakukan analisis kadar Kuersetin terhadap buah bligo (Benincasa
hispida ) secara HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

sebagai alternatif penurun Diabetes Melitus.

B. Tempat dan Waktu
Tempat yang digunakan untuk penelitian adalah Laboratorium
Kimia Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional. Penelitian ini

dilaksanakan mulai bulan November 2018 sampai Januari 20109.

C. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat
alat HPLC (Shimadzu L2011501 AE), dengan kolom C18 (Shimadzu
2082396 size 250 L x 4,6 mm ), Sentrifugator (PLC-03, 1607701),
Sonikator (Branson 1510), seperangkat alat spektrofotometer Uv-Vis
(Shimadzu A120654), neraca analitik (Ohause Corporation PA 2014

dengan sensitifitas penimbangan 0,0001 gram dan maksimal 210,0

21
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gram), Kuvet (Hellma Analytics 100.600QG), membran filter

(Whatman 0,2 um),Mikropipet (Nesco, YE171AA164028),kain kassa

steril, juicer, alat gelas (Pyrex) yang lazim digunakan dalam kimia
analisis.
2. Bahan

Bahan yang digunakan adalah sampel buah bligo (Benincasa

hispida), baku pembanding kuersetin (pro analisis sigma), asam

fosfat 85%, metanol pro HPLC (Merck, 1.06007.4000), metanol pro

analisis (Merck,1.06009.2500)

Identifikasi Variabel Penelitian
Variabel Terkendali yang terdapat pada penelitian ini adalah asal

sampel, karakteristik buah bligo, dan waktu panen.

Definisi Operasional Variabel Penelitian

Untuk asal buah bligo diambil dari 3 petani yang ada di
Bojonegoro, Jawa Timur. Masing - masing petani diambil 3 buah bligo
dan buah bligo dari masing masing petani dicampur untuk menjamin
sampel yang digunakan representatif dan karakteristik buah bligo yang
digunakan pada penelitian memiliki panjang 15-20 cm dengan warna

hijau keputih- putihan, dan dipanen saat sudah berusia 3 bulan.
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F. Alur Penelitian

1. Bagan Alur Penelitian

Buah Bligo ( Benincasa hispida)

A

Flavonoid (Kuersetin)

v v
Pembuatan larutan baku induk Pengumpulan sampel yang
dan intermediet kuersetin akan diteliti

Penentuan panjang gelombang Preparasi sampel

maksimal
v
Identifikasi Kuersetin secara
HPLC
v v
Jika hasil negatif (-) \ \ Jika hasil positif (+) \
| Pembuatan kurvabaku |
v
| Penetapan kadar kuersetin |
\ Presisi dan linieritas \
v
Kesimpulan

Gambar 5.Alur Penelitian
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2. Cara Kerja
a. Penyiapan Larutan Baku
1) Pembuatan larutan baku induk kuersetin 1000 ppm
Standar kuersetin ditimbang seksama sebanyak 25,0 mg,
standar kuersetin dipindahkan ke 25,0 mL labu volumetrik lalu
dilarutkan dengan metanol hingga tanda batas sehingga diperoleh
konsentrasi 1000 ppm.
2) Pembuatan Larutan Baku Intermediet 100 ppm
Larutan baku induk kuersetin yang telah dibuat dipipet 5,0
mL, dimasukkan dalam labu ukur 50,0 mL yang kemudian
ditambahkan metanol hingga tanda batas dan diperoleh konsentrasi
100 ppm
b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin
Larutan baku intermediet 100 ppm dipipet 0,6 mL; 0,8 mL
dan 1,0 mL, kemudian dimasukkan dalam labu ukur 10,0 mL lalu
tambahkan metanol sampai tanda batas sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi 6, 8, 10 ppm. Larutan yang dibuat diukur serapan
pada A 250-500 nm dan diamati kurva hubungan antara panjang
gelombang dan absorbansi lalu ditentukan A maksimal dari spektogram

yang diperoleh.
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c. Preparasi sampel
Buah bligo yang akan dibersihkan terlebih dahulu dari
kotoran yang menempel. Setelah dibersihkan buah bligo dikupas
terlebih dahulu dikarenakan kulit bligo yang tebal dan tidak ikut
dikonsumsi pada saat mengkonsumsi buah bligo lalu buah bligo
dipotong dan ditimbang sebanyak 200 gram setelah itu dihaluskan
dengan menggunakan juicer, disaring dengan menggunakan kain kassa
steril sehingga didapatkan sarinya yang sudah terpisah dengan
ampasnya setelah didapatkan sari buah bligo maka dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit untuk
memisahkan padatan yang sangat halus. Lalu disaring dengan
menggunakan kertas saring agar larutan dapat terpisah dari endapan
yang terbentuk.
d. Pembuatan larutan sampel kerja
Larutan sari perasan buah bligo dipipet sebanyak 5,0 mL dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 mL lalu ditambahkan metanol
hingga tanda batas.
e. Pengaturan sistem HPLC
Sampel dianalisis dengan menggunakan fase terbalik. Sistem
HPLC dioperasikan dengan menggunakan fase diam kolom C18
(Oktadesilsilika) dengan fase gerak metanol : 0.1% ortho phosphoric

acid (65 : 35) yang dialirkan dengan kecepatan 1 ml/menit. Detektor
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diatur pada A maksimal kuersetin yang sudah didapat yaitu 371 nm.

G. Analisa kualitatif
Identifikasi kuersetin dilakukan dengan larutan baku kuersetin 1
ppm dan larutan sampel kerja dengan masing-masing larutan disaring
dengan menggunakan Whatman 0,2 um lalu disonikasi selama 10 menit
setelah itu masing — masing disuntikkan pada sistem HPLC dan amati
retensi timenya. Identifikasi kuersetin menggunakan metode waktu relatif
yaitu dengan membandingkan antara waktu retensi pada standar
kuersetin dengan waktu retensi pada sampel yang diuji. Kuersetin pada
sampel dinyatakan dengan puncak pada kromatogram sampel yang
memiliki waktu retensi yang relatif sama dengan waktu retensi dari
larutan baku kuersetin.

2. Pembuatan Kurva Baku kuersetin
Larutan baku intermediet kuersetin dengan konsentrasi 100
ppm dipipet sebanyak 0,02 ; 0,06 ; 0,1 ; 0,14 ; 0,18 mL. Dengan
masing-masing larutan dimasukkan dalam labu ukur 10,0 mL lalu
ditambahkan metanol hingga tanda batas, sehingga akan diperoleh
konsentrasi larutan sebesar 0,2;0,6;1,0;1,4; 1,8 ppm, lalu masing-
masing larutan disaring dengan menggunakan Whatman 0,2 pum
kemudian dilakukan sonikasi selama 10 menit. Larutan dengan

konsentrasi 0,2; 0,6; 1; 1,4; 1,8 ppm disuntikkan pada sistem HPLC
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sebanyak 20uL. Kurva baku dibuat dari hasil hubungan antara

konsentrasi dengan luas daerah di bawah kurva (AUC)

H. Analisa Kuantitatif
Analisa kuantitatif dilakukan dengan cara larutan sampel kerja
yang sudah dibuat disaring lalu disonikasi selama 10 menit dengan
menggunakan sonikator untuk menghilangkan gelembung pada larutan
sampel setelah itu larutan sampel kerja diinjeksikan ke sistem HPLC.
Analisa kuantitatif diasumsikan bahwa AUC (luas area di bawah kurva)
dan Height (tinggi puncak) berkorelasi dengan konsentrasi zat yang
menghasilkan puncak, sehingga dapat dihitung dengan menggunakan
persamaan regresi linier, y = Bx + A.
1. Penentuan presisi, dan linearitas
a) Presisi
Presisi ditentukan dengan hasil analisis kadar sampel sari
perasan buah bligo. Pengukuran analisis kadar dilakukan sebanyak
sembilan kali kemudian ditentukan dengan %KV (koefisien
variasi).
b) Linearitas
Linearitas ditentukan dengan kurva kalibrasi yang dibuat
dengan mengukur AUC pada puncak kromatogram larutan baku

dengan konsentrasi 0,2 ; 0,6 ; 1,0 ; 1,4 ; 1,8 ppm menggunakan
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sistem HPLC yang telah ditentukan sebelumnya. Di buat kurva
kalibrasi dengan menghubungkan luas area puncak kromatogram
(sumbu y) terhadap konsentrasi larutan baku kuersetin (sumbu x),
kemudian dihitung persamaan garis regresi dan koefisien

korelasinya.

J. Analisis Data Penelitian
1. Analisis Kualitatif
Metode untuk analisis HPLC kualitatif adalah metode waktu
relatif. Analisis kualitatif kuersetin dari sampel sari perasan buah bligo
dihitung menggunakan rumus:

Rist = tRi

tRst
Keterangan : Rig = metode waktu relatif
tR; = waktu retensi zat uji
tRy = waktu retensi standar
Analisis tersebut dikatakan baik apabila waktu retensi zat uji
kuersetin  konsisten atau relatif sama dengan waktu retensi standar
kuersetin.
2. Analisis Kuantitatif
Analisa kuantitatif dari sampel sari perasan buah bligo dihitung

menggunakan persamaan regresi linier, y = Bx + A
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Keterangan y = luas kurva di bawah permukaan kromatogram
B = koefisien regresi (slope atau kemiringan)
A = tetapan regresi (intersep)

Persamaan regresi linier tersebut diperoleh dari hubungan
antara konsentrasi dengan luas area di bawah permukaan atau dengan
tinggi puncak kromatogram. Nilai luas area di bawah permukaan zat uji
dimasukkan sebagai (y) ke dalam persamaan tersebut dan konsentrasi
kuersetin dapat dihitung sebagai (x)

. Uji Presisi

Uji presisi dilakukan dengan menghitung koefisien variasi

(KV). Perhitungan dinyatakan dengan rumus:

% KV = SD X100 %

Rata-rata kadar sampel

Persyaratan nilai %KYV dari keberulangan penyuntikan adalah <2%.
. Uji linearitas

Linearitas diukur menggunakan nilai (r) yaitu koefisien
korelasi. Koefesien korelasi yang menyatakan hubungan antara
kosentrasi luas area dibawah permukaan kromatogram atau dengan
tinggi puncak. Uji tersebut dikatakan baik jika nilai (r) yang dihasilkan
mendekati 1 yang menyatakan hubungan antara konsentrasi dengan luas

area di bawah permukaan kromatogram atau dengan tinggi puncak.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil analisis yang telah dilakukan bahwa sari
perasan buah bligo mengandung kuersetin dengan kadar 0,2739 mg%.
dengan hasil nilai KV dan koefesien korelasi yang memenuhi syarat
dengan nilai KV sebesar 1,0764% dan nilai koefesien korelasi sebesar

0,9983.

B. Saran

1. Dapat dilakukan analisis pada buah bligo dengan jenis bentuk sediaan
lain seperti rebusan atau dalam bentuk minuman kemasan.
2. Dapat dilakukan analisis kadar kuersetin menggunakan metode

HPLC dengan tipe elusi gradien
3. Dapat dilakukan optimasi sistem HPLC agar tidak terjadi tailing pada

peak yang dihasilkan.
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