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INTISARI

Buah buncis (Phaseolus vulgaris L) adalah salah satu jenis tanaman yang
banyak digunakan oleh masyarakat dan mudah dijumpai di berbagai tempat. Buah
buncis mengandung senyawa kuersetin yang telah terbukti memiliki khasiat dalam
menurunkan kadar glukosa dalam darah. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui kadar kuersetin dalam sari perasan buah buncis secara High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) dengan menggunakan sistem fase terbalik, fase
diam kolom C18 (Octadecyl xylane), fase gerak metanol : asam fosfat 0,1% (65 : 35)
dengan kecepatan alir 1,0 mL/menit. Detektor diatur pada panjang gelombang UV
371,0 nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa dalam sari perasan buah buncis
(Phaseolus vulgaris L) terindikasi positif mengandung kuersetin pada rentang waktu
retensi baku 6,831 — 7,222 menit. Kadar kuersetin yang diperoleh yaitu 0,0341 mg%
dalam sari perasan. Penelitian ini memenuhi uji presisi dan uji linearitas, karena pada
rentang baku kuersetin 0,2 — 1,0 ppm menghasilkan koefisien variasi 4,707% dan
koefisien korelasi sebesar 0,9976.

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

String beans (Phaseolus vulgaris L) is one of the types of plants that are
widely used and easily found in various places. String beans contain compounds
quercetin has proven efficacy in lowering glucose levels in the blood. The purpose of
this research is to determine the levels of quercetin in the juice of string beans by
reverse phase High Performance Liquid Chromatography (HPLC), the stationary
phase is Cis column (Octadecyl xylane), mobile phase is methanol : 0,1 % phosphoric
acid (65:35) with flow rate 1,0 mL/minute. The detector is set to a UV 371,0 nm. The
results showed that the juice of string beans positive indication contains quercetin at
the range retention time from 6,831 to 7,222 minutes. Levels Quercetin in the sample
that is 0,0341 mg% in the juice. This study qualifies the test of precision and linearity,
because in the range quercetin standart 0,2 — 1,0 ppm produces coefficient of
variation of the sample is 4,707% and coefficient correlation is 0,9976.

Keywords : Juice, String beans, Quercetin, High performance Liquid
Chromatography (HPLC)
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Diabetes Melitus merupakan penyakit sistemik atau sindroma
metabolik yang selalu mengalami peningkatan tiap tahunnya di berbagai
negara yang ada di dunia. Pada tahun 2015 di Asia Tenggara, terdapat +415
juta orang dewasa yang teridentifikasi mengalami penyakit tersebut. Angka
tersebut mengalami kenaikan 4 kali lipat dari tahun 1980-an dimana jumlah
kasus Diabetes Melitus hanya sebanyak 108 juta orang dewasa. Pada tahun
2040 diperkirakan jumlah kasus Diabetes Melitus akan mengalami
peningkatan menjadi 642 juta. Pada tahun 2015, Indonesia menempati posisi
ketujuh di dunia untuk prevalensi penderita Diabetes Melitus tertinggi di
dunia bersama dengan China, India, Amerika Serikat, Brazil, Rusia, dan
Meksiko dengan jumlah estimasi orang dengan Diabetes Melitus sebesar 10
juta. Bahkan penyakit Diabetes Melitus dengan komplikasi merupakan
penyebab kematian tertinggi ketiga di Indonesia (IDF Atlas, 2015).

Pengaturan diet menjadi salah satu cara yang efektif untuk mencegah
terjadinya kenaikan kadar glukosa dalam darah sehingga akan menekan
peningkatan prevalensi Diabetes Melitus. Salah satunya dengan cara
mengonsumsi makanan tinggi serat dan berindeks glikemik rendah. Bahan

makanan yang merupakan sumber serat dan berindeks glikemik rendah, salah



satunya adalah buah buncis. Buah buncis merupakan jenis tanaman yang
biasa dikonsumsi masyarakat. Buah buncis mendapat perhatian lebih sebagai
makanan Nutraceutical karena kaya akan Phytochemical yang bermanfaat
bagi kesehatan antara lain flavonoid, kuersetin, steroid, terpenoid, dan tripsin
inhibitor. Buah buncis mampu merangsang sel B-pankreas untuk mensekresi
insulin lebih banyak (insulin secretor) atau meningkatkan sensitivitas insulin
pada jaringan perifer, dan menurunkan kadar glukosa darah puasa lebih cepat
(Arinisa, 2011). Kuersetin dalam buah buncis juga berpotensi sebagai
inhibitor transport glukosa oleh Intestinal glucose transporter GLUT2
sehingga dapat menurunkan absorbsi glukosa didalam sel p-pankreas
sehingga kadar glukosa darah turun (Dewi, dkk., 2016).

Hasil penelitian Mubarok (2002) membuktikan bahwa ekstrak etanol
buah buncis dapat menurunkan kadar glukosa darah dengan kontrol positif
Glibenklamid 5 mg pada tikus galur swiss webster yang diinduksi alloxan, tetapi
belum dapat menurunkan kadar glukosa darah hingga mencapai normal. Hasil
penelitian Fitriani, N. E, dkk (2014) membuktikan bahwa kombinasi
Glibenklamid dengan kuersetin dapat menurunkan kadar glukosa dalam darah,
karena terdapat perbedaan yang bermakna kadar glukosa darah pada tikus
Diabetes Melitus tipe 2 sebelum dan sesudah perlakuan. Hasil penelitian Putra
(2013) membuktikan bahwa ekstrak etanol buncis 300 mg/KgBB memiliki
potensi menurunkan kadar glukosa darah lebih besar dari kontrol negatif dan

kontrol positif (Metformin) pada mencit yang diinduksi aloksan.



High Performance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan teknik
pemisahan yang dapat diterima secara luas untuk analisis maupun pemurnian
senyawa tertentu dalam suatu sampel. High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) memiliki kemajuan dalam teknologi kolom, sistem
pompa tekanan tinggi, serta detektor yang sensitif dan selektif sehingga HPLC
menjadi suatu sistem pemisahan dengan kecepatan dan efektivitas yang tinggi
sehingga cocok untuk analisis kuantitatif (Gandjar dan Rohman, 2007).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian ini dilakukan
untuk mengetahui kadar kuersetin dalam sari perasan buah buncis (Phaseolus

vulgaris L.) secara High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

. Rumusan Masalah
Berapakah kadar kuersetin pada sari perasan buah buncis (Phaseolus

vulgaris L) ?

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar kuersetin yang

terkandung dalam sari perasan buah buncis (Phaseolus vulgaris L).

D. Manfaat Penelitian

Memberikan informasi kadar kuersetin dalam sari perasan buah

buncis yang memiliki khasiat untuk menurunkan kadar glukosa dalam darah.



BAB 111
METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Jenis desain penelitian yang dilakukan termasuk dalam penelitian
deskriptif. Kadar kuersetin dalam sari perasan buah buncis dipaparkan

sebagai hasil penelitian.

B. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Instrumen Sekolah
Tinggi lImu Kesehatan Nasional pada bulan Oktober 2018 sampai Januari

2019.

C. Instrumen Penelitian
1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : seperangkat
alat HPLC (Shimadzu, reservoir tray L20305033043 SL, SPD-20A
20135019788 AE, Pomp L20115017545 AE), Kolom Cis (VP-ODS 25 L x
4,6, 2082936), Kuvet (Hellma Analytics, 100.600-QG, Light path 10 mm),
Degassing ultrasonikator (Branson, 1510), Membran fillter Whatman
dengan ukuran pori 0,2 um, Neraca analitik (OHAUS, PA214), Sentrifugasi

(Oregon LC-04S), Millipore, Spektrofotometer UV-VIS
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(Shimadzu UV mini-1280, A12065402452 CD), Juicer (maspion),
Mikropipet (Nesco 10 — 50 ul, YE171AA0164028), selain itu digunakan

pula alat-alat penunjang yang lazim digunakan dalam analisis HPLC.

2. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain : Buah
buncis (Phaseolus vulgaris L), metanol HPLC grade (Merck), asam
fosfat 0,1% pro analysis (Merck), metanol pro analysis (Merck), baku

standar kuersetin Pro analysis (Sigma), dan akuabides (Widatra).

D. ldentifikasi VVariabel Penelitian
1. Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah cara
penyimpanan, karakteristik buah buncis, tempat asal bisa mempengaruhi
kadar kuersetin dalam buah buncis, dan kemurnian pelarut namun bisa

dikendalikan oleh peneliti.

E. Definisi Operasional Variabel Penelitian
Faktor yang bisa mempengaruhi kadar kuersetin dalam sari perasan buah
buncis, yaitu cara penyimpanan buah buncis disimpan di kulkas agar buah buncis
tidak cepat membusuk, buah buncis yang digunakan untuk penelitian ini berasal
dari 3 petani di Tawangmangu. Karakteristik buah buncis yang digunakan

berwarna hijau tua, dengan panjang £12 — 13 cm. Kemurnian pelarut



dapat dikendalikan dengan menggunakan pelarut yang memiliki grade pro

analysis.

F. Alur Penelitian

1. Kerangka Penelitian

Buah Buncis (Phaseolus vulgaris L)

\J

r Kandungan senyawa kuersetin T

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

v v

Penentuan panjang gelombang

! . Preparasi sampel
maksimal kuersetin P P

Identifikasi kuersetin dengan metode
HPLC -

v

Analisis Kualitatif

\ 4

Jika hasil negatif (-) Jika hasil positif (+)

v

Pembuatan kurva baku kuersetin

v

Analisis Kuantitatif

v

Presisi dan Linearitas

A/

Kesimpulan -

Gambar 7. Alur Penelitian
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2. Cara Kerja Penelitian
a. Penyiapan Larutan Baku
1) Larutan Baku Induk
Sebanyak 10,0 mg baku standar kuersetin dilarutkan ke
dalam labu ukur 10,0 ml hingga tanda dengan metanol pro

analysis supaya diperoleh larutan induk 1000 ppm.

2) Larutan Baku Intermediet
Larutan baku induk dipipet sebanyak 1,0 ml dilarutkan
dalam labu ukur 10,0 ml hingga tanda dengan metanol pro

analysis supaya diperoleh larutan baku intermediet 100 ppm.

b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Siapkan larutan baku kerja kuersetin 6, 8, dan 10 ppm dengan
cara dipipet sejumlah 0,6; 0,8; dan 1,0 ml dari larutan baku
intermediet kemudian masing-masing dimasukkan dalam labu ukur
10,0 ml dan diencerkan dengan metanol pro analysis sampai tanda.
Kemudian siapkan larutan blanko dari larutan metanol pro analysis.
Larutan yang dibuat diukur dengan serapan pada A 250 — 500 nm
pada spektrofotometri UV-VIS, amati kurva hubungan antara
panjang gelombang dan absorbansi lalu tentukan panjang gelombang
maksimal kuersetin dengan Spektrofotometri UV-VIS (Sanghavi,

2014).
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c. Pembuatan Kurva Baku

Larutan baku kerja yang terdiri dari 5 seri konsentrasi 0,2; 0,4;
0,6; 0,8; dan 1,0 ppm dibuat dari larutan baku intermediet yang
dipipet 200, 400, 600, 800, dan 1000 pL dengan mikropipet,
diencerkan dalam labu ukur 10,0 ml dengan metanol pro analysis
hingga tanda. Larutan baku kuersetin masing-masing disaring
dengan menggunakan membran filllter Whatman 0,2 um lalu
didegassing selama 15 menit. Masing-masing larutan diinjeksikan 20
uL dalam sistem HPLC. Pada kromatogram diperoleh Area Under
Curve (AUC) baku kuersetin untuk masing-masing konsentrasi. Luas
area ini kemudian diplotkan terhadap konsentrasi kuersetin untuk

memperoleh regresi linear dengan persamaan y = bx + a.

d. Pengaturan sistem HPLC
Sistem HPLC dioperasikan dengan menggunakan fase diam
kolom Cis (Octadecyl xylane), fase gerak Metanol HPLC grade —
Asam Fosfat 0,1% (65 : 35) dengan elusi isokratik, dan kecepatan
alir sebesar 1,0 mL/menit. Detektor diatur pada panjang gelombang

UV 371,0 nm. (Sanghavi, 2014).
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e. Analisis Kualitatif

f.

Analisis kualitatif kuersetin dilakukan dengan menggunakan
larutan baku kerja 0,2 ppm dan larutan sampel replikasi A, B, dan C.
Larutan baku Kkerja dan tiap replikasi larutan sampel disaring
menggunakan membran fillter Whatman 0,2 um, lalu didegassing
selama 15 menit. Masing-masing larutan diinjeksikan 20 pL. dalam
sistem HPLC. Analisis kualitatif dilakukan dengan membandingkan
waktu retensi (tr) sampel dengan waktu retensi (tr) senyawa baku
kuersetin. Analisis kualitatif dikatakan baik jika waktu retensi sampel

konsisten atau relatif sama dengan waktu retensi baku kuersetin.

Penyiapan Larutan Sampel
1) Penyiapan Sampel Buah Buncis
Buah buncis (Phaseolus vulgaris L) disortasi dahulu
yang sesuai dengan karakteristik buah buncis yang digunakan
untuk penelitian, kemudian dicuci sampai bersih. Buah buncis
yang telah dicuci ditimbang sebesar 500,0 gram untuk tiap
replikasi sampel, kemudian disari untuk diperoleh sari perasan
buah buncis untuk tiap replikasi sampel. Sari perasan buah
buncis dari masing-masing replikasi sampel kemudian disaring
dengan menggunakan kertas saring untuk memisahkan filtrat
dan ampas. Filtrat sari perasan buah buncis kemudian

disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm.
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g. Analisis Kuantitatif

Sari perasan buah buncis yang sudah disentrifugasi dipipet
sebanyak 8,0 mL, kemudian diencerkan dalam labu ukur 10,0 mL
dengan metanol pro analysis hingga tanda untuk tiap sampel. Kemudian
tiap sampel disaring dengan menggunakan membran fillter Whatman
0,2 pum, lalu didegassing selama 15 menit. Masing-masing replikasi
larutan sampel diinjeksikan 20 pL dalam sistem HPLC sebanyak 3 kali
pengulangan untuk tiap replikasi sampel. Analisis kuantitatif
diasumsikan bahwa AUC berkorelasi dengan konsentrasi yang
menghasilkan puncak, sehingga dapat dihitung dengan menggunakan

persamaan regresi linear y = bx + a (Sanghavi, 2014).

h. Uji Presisi dan Uji Linearitas
1) Uji Presisi
Uji presisi dilakukan dengan menggunakan data kadar
dari larutan sampel replikasi A, B, dan C sari perasan buah
buncis yang sudah diperoleh, kemudian dihitung %KV-nya. Uji
dinyatakan presisi jika menghasilan %KV sebesar 20% atau

kurang (APVMA, 2004).
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2) Uji Linearitas

Uji linearitas diperoleh dengan kurva kalibrasi
pengukuran AUC kromatogram larutan baku kuersetin pada
konsentrasi 0,2 - 1,0 ppm menggunakan sistem HPLC yang
telah ditentukan sebelumnya. Setelah itu dibuat kurva kalibrasi
dengan membandingkan AUC kromatogram (sumbu Y)
terhadap konsentrasi larutan baku kuersetin (sumbu Xx),
kemudian dihitung persamaan garis regresi dan koefisien
korelasinya. Uji linearitas dikatakan baik atau hubungan linear
jika koefisien korelasi r pada analisis regeresi linear y = bx + a

yaitu r = +1 atau -1 bergantung pada arah garis (Harmita, 2004).

G. Analisis Data

Kadar kuersetin dihitung menggunakan persamaan regresi linear yang
merupakan korelasi antara konsentrasi dengan nilai AUC (Area Under Curve)
yang diperoleh dari larutan sampel replikasi A, B, dan C. Nilai AUC pada
kromatogram sampel dimasukkan ke dalam persamaan regresi linear sebagai
y dan nilai x dapat dihitung sebagai kadar kuersetin. Uji dinyatakan baik jika

memenuhi syarat uji presisi dan uji linearitas.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diperoleh
kesimpulan, sebagai berikut :
I. Kadar kuersetin yang diperoleh yaitu 0,0341 mg% dalam sari perasan,
serta penelitian ini dikatakan baik karena memenuhi uji presisi dan
linearitas, karena koefisien variasi yang diperoleh sebesar 4,707% dan

koefisien korelasi sebesar 0,9976.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap kandungan kuersetin
dalarn tumbuhan lainnya dan mungkin bisa menggunakan elusi gradien dalam

sistem HPLC untuk menganalisis kandungan kuersetin.
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