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LAMPIRAN 1

SERTIFIKAT KUERSETIN

SIGMA-ALDRICH'

sigma-aldrich.com

Product Name:

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Certificate of Analysis

Quercetin - >95% (HPLC), sohd

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight'
Quality Release Date:

Q4951
SLEHE286V
SIGMA
117-39-5
C15H1007
302.24 gimol
08 SEP 2013

www _sig -h.com
Email USA: techserv@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

Test Spacification Result

Appearance (Color) Yeliow to Yellow-Green Yellow - Green

Appearance (Form) Pow der Pow der

Solubilly (Color) Red lo Very Dark Red Very Dark Red
50 mg/mL, 1 M NaOH

Water (by Karl Fischer) < 4% 4%

Purity (HPLC) > 85 % 96 %

G ]

Rodney Burbach, Manager
Analytical Services
St. Louis, Missouri US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheal may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing
slip for additional terms and conditions of sale.

Version Number: 1

Pace 1 of 1

Gambar 4.1 Sertifikat kuersetin
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LAMPIRAN 2

SURAT DETERMINASI BUAH NANAS (Ananas comosus L. Merr)

Gambar 4.2 Surat determinasi buah nanas (Ananas comosus L. Merr)
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LAMPIRAN 3

BAGAN ALUR PENELITIAN

Serbuk kulit buah nanas

- Diekstraksi (menggunakan metode
sokhletasi dan pelarut etanol 96%)

- Diuapkan (rotary evaporator)

- Dipekatkan

Ekstrak Kental

- Penapisan fitokimia u/ Flavonoid

- Fraksinasi dengan air, etil asetat, dan N-
heksan

Fraksi N-Heksan

Fraksi Etil Asetat Fraksi Air

- Dipekatkan
- Dihidrolisis dengan HCL 2N

Fraksi terhidrolisis

\

- Dipekatkan (penapisan fitokimia)

- Diuapkan sampai kering

Fraksi terhidrolisis (serbuk)

4

- Penetapan kadar kuersetin dengan KCKT

- Validasi metode

Kadar kuersetin dalam sampel

Gambar 4.3 Skema alur penelitian
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LAMPIRAN 4

KULIT BUAH NANAS (Ananas comosus L. Merr)

(A) (B)
Gambar 4.4 Kulit buah nanas
Keterangan:

A = Kulit buah nanas basah
B = Serbuk kulit nanas
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EKSTRAK ETANOL KULIT BUAH NANAS
(Ananas comosus (L.) Merr)

Gambar 4.5 Ekstrak etanol kulit nanas (Ananas comosus (L.) Merr)
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LAMPIRAN 6
PENGONDISIAN ALAT INSTRUMEN KCKT
(Kromatografi Cair Kinerja Tinggi)

Tabel 5.2

Pengondisian alat instrument KCKT
(Kromatografi Cair Kinerja Tinggi).

No. Parameter Kondisi

1. Instrumen HPLC | Waters 1525 Binary HPLC Pump

2. Kolom C18 (5um), 27°C

3. Fase gerak Metanol : Air (50:50)

4. Detektor, Panjang | UV detector, 369 nm
gelombang

5. Laju alir 1 mL/menit

6. Volume injeksi 10 uL
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LAMPIRAN 7

KROMATOGRAM KURVA BAKU STANDAR KUERSETIN

AU

T T T T T T T T T v T T
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 600 7.00 a.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00
Minutes

Gambar 5.2 Overlay kromatogram standar kuersetin pada konsentrasi
40, 80, 100, 150, 200 ppm.

Tabel 5.3

Hasil Pengukuran Standar Kuersetin

Konso Rt Area % area Height
(ppm)
40 4712 2698967 97,82 50220
80 4729 6080196 99,27 123993
100 4605 7882556 99,47 164487
150 4611 12246943 95,04 266917
200 4429 16350166 94,78 380250
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(LANJUTAN)

Luas Area

20000000 -~
y = 85709x - 719020
2 =
15000000 - R"=0.9998
10000000 -
=@==| uas area
5000000 - —— Linear (Luas area)
0 T T T T 1

0 50 100 150 200 250
Konsentrasi (ppm)

Gambar 5.3 Persamaan regresi linier standar kuersetin
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LAMPIRAN 8

KROMATOGRAM SAMPEL KULIT BUAH NANAS

0.050

0.040

- 0.030

0.020-

0.010

oamA<————~1l//'

5910
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0.00

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Gambar 5.4 Kromatogram sampel kulit buah nanas (Replikasi 1)

Tabel 5.4
Hasil Kromatogram Sampel Kulit Buah Nanas (Replikasi 1)

S R o B e s D o ) YL S pE v e IR e [ T e Ry T T Tip Y B i T e e T T I T Tt

No. Rt Area % Area Height

1 1068 284160 89,24 56493

2 5910 34251 10,76 895

10.00
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(LANJUTAN)

54

0.070-]
0.060]
0.050-]
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Minutes

Gambar 5.5 Kromatogram sampel kulit buah nanas (Replikasi 2)

Tabel 5.5

Hasil Kromatogram Sampel Kulit Buah Nanas (Replikasi 2)

10.00

No. Rt Area % Area Height
1 1044 386009 96,16 69740
2 5940 15416 3,84 629
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LAMPIRAN 8

(LANJUTAN)

0.070 &
0.060
0.050

0.040-

AU

0.030

0.020
0.010 =
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2~ w

0.000

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 700 800 9.00 10.00

Gambar 5.6 Kromatogram sampel kulit buah nanas (Replikasi 3)

Tabel 5.6

Hasil Kromatogram Sampel Kulit Buah Nanas (Replikasi 3)

No. Rt Area % Area Height
1 1042 377286 94,14 70719
2 5960 23484 5,86 771
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(LANJUTAN)

AU

0.070

0.060

0.050]

0.040]

0.0304

0.0207

s 0

- -

000 100 2,00 3.00 4.00 Mf.&o,, 600 700 800 900 1000
Gambar 5.7 Kromatogram sampel kulit buah nanas (Replikasi 4)
Tabel 5.7
Hasil Kromatogram Sampel Kulit Buah Nanas (Replikasi 4)

No. Rt Area % Area Height
1 1045 387156 93,18 70822
2 5973 28342 6,82 802
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LAMPIRAN 8
(LANJUTAN)
oom| $ i
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Gambar 5.8 Kromatogram sampel kulit buah nanas (Replikasi 5)
Tabel 5.8
Hasil Kromatogram Sampel Kulit Buah Nanas (Replikasi 5)
No. Rt Area % Area Height
1 1040 371263 93,52 71432
2 5947 25719 6,48 834
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LAMPIRAN 9

KADAR KUERSETIN DALAM SAMPEL KULIT BUAH NANAS

Tabel 5.9

Hasil Penetapan Kadar kuersetin

Sampel AUC Kadar kuersetin ppm (ug/mL)

1. 34251 9,154
2. 15416 8,926
3. 23484 9.024
4. 28342 9,083
5. 25719 9,051

Jumlah kadar 45,238

Kadar rata-rata 9,048

Perhitungan kadar dilakukan dengan cara memasukkan luas area sampel
(AUC) hasil kromatogram () kedalam persamaan regresi linier Y=85709x—
719020. Luas area yang dipilih yaitu luas area yang memiliki waktu retensi yang
mendekati dengan waktu retensi pada larutan standar kuersetin. Kemudian
dikalikan dengan kemurnian standar kuersetin dan faktor pengencerannya.
Sebagai contoh, berikut cara perhitungan kadar kuersetin:

1) Sampel 1

Persamaan Regresi y = bx + a

Perhitungan sampel x = yTa



LAMPIRAN 9

(LANJUTAN)
AUC = 34251
34251 = 85709x - 719020

85709
x = 8,7887 ppm = 8,7887 ng/mL

Jumlah yang sebenarnya= x.D. F

= 8,7887 X . x1
0,96

= 9,154 ppm (png/mL)

Keterangan:
D = kemurnian standar kuersetin (96%)
F = faktor pengenceran

X = konsentrasi sampel
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LAMPIRAN 10

BATAS DETEKSI DAN BATAS KUANTITASI

Tabel 5.10
Hasil Uji Batas Deteksi dan Uji Batas Kuantitasi

No. C (ppm) yi § yi-§ (yi - §)°
1 40 2698967 | 2709340 | -10373 107599129
2 80 6080196 | 6137700 | -57504 | 3306710016
3 100 7882556 | 7851880 | 30676 941016976
4 150 12246943 | 12137330 | 109613 | 12015009769
5, 200 16350166 | 16422780 | -72614 | 5272792996
o2
Z (yi-9) 21643128886
Y/« 84937,485
Batas Deteksi 2,973
Batas Kuantitasi 9,910

Rumus perhitungan nilai § :
¥ = bx-a

Rumus perhitungan persamaan standar:

Iz i—9)2
SY/X: (ZL—ZY)

Rumus perhitungan nilai batas deteksi:

3x Sy/x

LOD = :
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LAMPIRAN 10

(LANJUTAN)

Rumus perhitungan nilai batas kuantitasi:

y
LOQ = 10 x S¥/x
b
Keterangan:
a = Intersep
b = Koefisien regresi (slope)
X = Konsentrasi (kadar)
yi = Nilai AUC pada panjang gelombang 369 nm
N4 = Nilai AUC yang diperoleh dari rumus regresi linier
sV /x = Simpangan baku sekitar residual
n = Jumlah data yang digunakan

LOD = Limit deteksi
LOQ = Limit kuantitasi
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LAMPIRAN 11

UJIl PRESISI

Tabel 5.11

Hasil Uji Presisi

62

No. | Sampel X (ug/mL) XZ (ug/mL)
1. 1 9,154 83,795716
2. 2 8,926 79,673476
g 3 9.024 81,432576
4. 4 9,083 82,500889
5. 5 9,051 81,920601

Jumlah 45,238 245,8947343
Rata-rata 9,0476
SD 0,083
% RSD 0,92

menggunakan rumus:

Keterangan:

SD
% RSD

dalam Residual Standar Deviasi (% RSD) dengan

nX xz-(Zx)2

n (n-1)

% RSD=

rata-rata

= Standar Deviasi
= Residual Standar Deviasi

x 100 %
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UJI AKURASI

Tabel 5.12
Hasil Uji Akurasi

63

) Kuersetin
Konsentrasi
Kadar seharusnya Kadar rata-rata
(%) _ % recovery
(ppm) hasil pengukuran
80% 7,928 9,387 118
100% 9,910 13,038 131
120% 11,892 14,082 118

Perhitungan Akurasi:

Konsentrasi 80% ==—x 9,910 =7,928 ppm

Konsentrasi 100% =--x 9,910 =9,910ppm

Konsentrasi 120% ==——x 9,910 = 11,892 ppm

Contoh pada Konsentrasi 80%:

86687+88334+81598
= 85539

Konsentrasi 80% =

Y—a _85539+719020
b 85709

X = = 9,387

%recoveryZ% x 100 % =118%



