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Abstrak

Pendahuluan: Tanaman jeruk nipis merupakan salah satu tanaman endemik indonesia yang telah banyak
dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Diketahui bahwa kandungan metabolit sekunder yang dimiliki tanaman jeruk
nipis salah satunya adalah flavonoid. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar flavonoid pada ekstrak
kulit jeruk nipis (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle).

Metode: Ekstraksi kulit jeruk nipis (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle) menggunakan metode maserasi dengan
pelarut etil asetat. Penentuan kadar flavonoid dalam ekstrak etil asetat kulit jeruk nipis menggunakan metode
kolorimetri dengan pereaksi AICI3 dan menggunakan kuersetin sebagai standar pembanding pada panjang gelombang
maksimum 430 nm dengan waktu operasi 50 menit.

Hasil: Rata-rata kandungan total flavonoid dalam ekstrak etil asetat kulit jeruk nipis adalah 0,64% (b/b) dengan nilai
SD 0,0133 dan RSD 0,029%.

Kesimpulan: Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik kesimpulan bahwa kadar flavonoid
total dari ekstrak kulit Jeruk Limau (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle) yang diekstraksi dengan menggunakan
pelarut Etil Asetat sebesar 0,64% (b/b).

Kata Kunci: Kolorimetri AICI3, Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle, Etil Asetat, Flavonoid, Spektrofotometer
UV-Vis.
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PENDAHULUAN

Stress oksidatif merupakan kondisi dimana antioksidan yang ada di dalam tubuh tidak mampu
menetralisir peningkatan konsentrasi radikal bebas yang melebihi kondisi normal. Menurut hasil riset
kesehatan dasar oleh Badan Litbangkes (RKD) tahun 2007, stres oksidatif menjadi penyebab kematian
utama penyakit degeneratif antara lain stroke sebesar 15,4%, tuberkulosis, hipertensi sebesar 6,5-7,5%,
diabetes mellitus dan tumor masing-masing sebesar 5,7%, sehingga dapat diketahui bahwa stres oksidatif
berdampak pada terjadinya berbagai penyakit degeneratif (Werdhasari, 2014).

Salah satu senyawa yang dapat menangkal radikal bebas adalah antioksidan. Menurut Erguder et al.,
2007 sumber antioksidan yang terdapat pada makanan antara lain flavonoid, vitamin C, vitamin E, dan
karoten. Namun, pemenuhan kebutuhan antioksidan tubuh seringkali diperoleh dengan mengkonsumsi
antioksidan sintetik, salah satu contohnya adalah 4-Hexylresorcinol. Salah satu penelitian mengungkapkan
bahwa penggunaan antioksidan sintetik dapat memberikan dampak buruk bagi kesehatan (Da Silva,
Pezzini, & Soares, 2015).

Salah satu senyawa metabolit sekunder yang berperan sebagai antioksidan adalah flavonoid (Hakim et
al., 2020). Flavonoid merupakan sekelompok besar senyawa polifenol yang ada pada tanaman. Flavonoid
tersebar luas dalam berbagai bahan makanan dan dalam berbagai konsentrasi. Komponen tersebut pada
umumnya terdapat dalam keadaan terikat atau terkonjugasi dengan senyawa gula (Winarsi, 2007).

Senyawa flavonoid tersebar pada semua bagian tumbuhan seperti akar, daun, bunga buah ataupun biji.
Keberadaan senyawa flavonoid pada berbagai bagian tumbuhan dapat diekstraksi menggunakan pelarut
yang sesuai. Adapun pelarut yang dapat digunakan untuk mengekstraksi flavonoid sesuai dengan tingkat
polaritas yang berbeda adalah etanol, etil asetat, dan n-heksan (Fitriansyah, Fidrianny, & Ruslan, 2017).

Jeruk Limau merupakan salah satu tanaman endemik Indonesia. Pada penelitian sebelumnya kulit Jeruk
Limau Banjar diketahui memiliki aktivitas antioksidan tinggi dengan nilai IC50 sebesar IC50 sebesar
39,041 ppm dengan kategori sangat kuat (Nasucha, Niah, Anggraini, & Winola Exliscia, 2019).
Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti tertarik melakukan penetapan kadar flavonoid pada ekstrak
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kulit jeruk limau menggunakan pelarut etil asetat yang diekstraksi dengan metode maserasi, diuji dengan
alat spektrofotometer UV-Vis dan metode kolorimetri AICl;. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui kadar flavonoid yang terkandung dalam ekstrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau (Citrus x
aurantiifolia (Christm.) Swingle).

METODE
Design Penelitian

Penelitian ini termasuk kedalam penelitian kuantitatif dengan desain penelitian yang digunakan adalah
eksperimental.

Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium STI1Kes Mitra Keluarga Kota Bekasi Provinsi Jawa Barat
pada bulan Maret hingga April 2021.

Populasi dan Samppel

Populasi pada penelitian ini adalah buah jeruk limau (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle) yang
diperoleh di Pasar Baru Kota Bekasi Provinsi Jawa Barat. Sampel pada penelitian ini adalah kulit buah
jeruk limau (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle) yang sudah dibersihkan dan diperas sari buahnya
yang diperoleh dari pedagang di Pasar Baru Kota Bekasi.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain alat gelas (lwaki, Pyrex, Herma), Neraca analitik (Ohaus), Rotary
Evaporator, Waterbath, Spektrofotometer UV-VIS (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis v4.006),
Mikropipet.

Bahan yang digunakan antara lain Bahan yang digunakan antara lain buah jeruk limau (Citrus x
aurantiifolia (Christm.) Swingle), etanol 96% teknis (Merck), kuersetin (Carbosynth), pereaksi AICI;10%
(Merck), Etanol p.a. (Smart-Lab), CH;COOK (Merck).

Uji Determinasi Tanaman

Uji determinasi terhadap tanaman jeruk Limau dilakukan di Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia
(LIPI), Bogor untuk memastikan tanaman yang digunakan benar-benar tanaman Jeruk Limau yang
dimaksud, serta dapat menghindari terjadinya kesalahan pengambilan dan pengumpulan sampel bahan
penelitian (Puspitasari, 2019).

Pengolahan Ekstrak
Pengolahan Simplisia Kulit Jeruk Limau

2 kilogram buah jeruk limau segar dicuci untuk menghilangkan pengotor yang menempel kemudian
ditiriskan lalu dipotong dan diambil bagian kulitnya saja. Kulit jeruk limau di keringkan dengan
menggunakan oven pada suhu 40°C (x 12 jam) hingga kadar air dalam simplisia <10%. Kemudian
simplisia dihaluskan dengan menggunakan blender hingga berbentuk serbuk, lalu diayak (Puspitasari,
2019).

Ekstraksi Kulit Jeruk Limau

Proses ekstraksi kulit jeruk limau menggunakan metode maserasi. Sebanyak 200 gram serbuk simplisia
kulit jeruk limau dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000ml kemudian ditambahkan pelarut etil asetat
sebanyak 250ml. Rendam serbuk simplisia selama 3x24 jam dan sesekali rendaman tersebut diaduk.

Kemudian ekstrak disaring dengan kertas saring dan residunya dimaserasi kembali dengan pelarut yang
sama yaitu etil asetat selama 3x24jam dan lakukan sesekali pengadukan. Filtrat hasil ekstraksi dipekatkan
dengan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 50°C lalu diuapkan dengan menggunakan waterbath
pada suhu 50°C.

Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Kulit Jeruk Limau
Pembuatan Larutan Induk Kuersetin 400ppm
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Sebanyak 10mg kuersetin dilarutkan dengan etanol p.a kedalam labu takar 25ml hingga batas tanda.
(Puspitasari et al., 2019).

Pembuatan Larutan AICI; 10% dan AICl; 1%

Larutkan 500mg AICI; dengan etanol p.a. kedalam labu takar 5ml hingga batas tanda (Puspitasari et al.,
2019).

Ambil 1ml larutan AICI; 10% kemudian larutkan dengan etanol p.a. pada labu takar 10ml hingga batas
tanda.

Pembuatan larutan CH;COOK 1M dan CH;COOK 120Mm

Larutkan 500mg kalium asetat dengan menggunakan etanol p.a. kedalam labu takar 5ml hingga batas
tanda (Puspitasari et al., 2019). Ambil 1,2ml larutan kalium asetat 1M lalu larutkan dalam labu takar 10ml
hingga batas tanda dengan etanol p.a.

Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau & Larutan Ekstrak Etil Asetat
Kulit Jeruk Limau 250ppm

Timbang sebanyak 15mg yang kemudian di masukkan kedalam labu takar 10ml larutkan dengan etanol
p.a. hingga batas tanda sehingga diperoleh konsentrasi larutan induk ekstrak etil asetat kulit jeruk limau
sebanyak 1500ppm (Stankovic, 2014).

Ambil 1.67ml dari larutan induk ekstrak kulit jeruk limau konsentrasi 1500ppm lalu dilarutkan pada
labu takar 10 ml dengan etanol p.a hingga batas tanda dan didapatkan larutan uji masing-masing ekstrak
kulit jeruk limau dengan konsentrasi 250ppm.

Pembuatan Larutan Seri Konsentrasi Kuersetin

Buat larutan konsentrasi kuersetin sebanyak 5 macam konsentrasi dengan macam konsentrasi
6,7,8,9,dan 10 ppm dari larutan induk kuersetin 400ppm. Ambil sejumlah larutan induk kuersetin yang
kemudian dilarutkan dengan etanol p.a. kedalam labu takar 10ml hingga batas tanda.

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebanyak 3ml dari larutan konsentrasi 10ppm ditambahkan AICI13 1% 500 pL dan 500 uL. CH3COOK
120mM. Dibaca pada range 400-500 nm dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis (Puspitasari
et al., 2019).

Penentuan Operating Time

Sebanyak 3ml dari larutan konsentrasi 10ppm ditambahkan AICI; 1% 500 puL dan 500 pL. CH;COOK
120mM. Dibaca pada panjang gelombang maksimum 430nm dengan menggunakan alat spektrofotometer
UV-Vis (Puspitasari et al., 2019).

Penetapan Kurva Baku kuersetin

Sebanyak 3ml dari masing-masing larutan konsentrasi 6,7,8,9, dan 10ppm ditambahkan AICI3 1% 500
uL dan 500 pL. CH3COOK 120mM kemudian dibaca pada panjang gelombang maksimum 430nm dengan
menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis pada operating time 50 menit

Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau

Sebanyak 3ml dari sampel masing-masing ekstrak etanol 96%, etil asetat, dan n-heksan ditambahkan
AICI3 1% 500 pL dan 500 pL CH3COOK 120mM. Kemudian dibaca pada panjang gelombang maksimum
430nm dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis dengan pembanding kuersetin dan pada
operating time 50 menit. Lakukan replikasi sebanyak 3 kali.

Analisis Data
Kadar flavonoid total dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier yang didapatkan dari
kurva baku kuersetin dan diolah dengan menggunakan program Microsoft Office Excel 2010.
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HASIL
Pembuatan Ekstrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau

Uji determinasi tanaman pada kulit jeruk limau dilakukan di Lembaga llmu Pengetahuan Indonesia
(LIPI), Bogor. Hasil dari uji determinasi menunjukkan bahwa tanaman jenis Citrus X aurantiifolia
(Christm.) Swingle memiliki sinonim Citrus amblycarpa (Hassk) Ochse suku Rutaceae, Jeruk Limau. Kulit
Jeruk Limau (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle) diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etil asetat. Adapun hasil bobot sampel, % kadar air, ekstrak kental, dan %rendeman ekstrak kulit
jeruk limau ditunjukkan pada tabel 1.1

Tabel 1. Bobot Sampel, % Kadar Air, Ekstrak Kental dan % Rendeman Ekstrak

Jenis pelarut Jumlah pelarut  Penimbangan Kadar air Ekstrak Kental Rendeman
P (ml) sampel (gram) %MC (gram) Ekstrak (%0)
Etil Asetat 650 200,01 7,34 2,62 1,31

Penetapan Panjang Gelombang Maksimum dan Operating Time Kuersetin

Penetapan kadar flavonoid menggunakan baku standar kuersetin dengan konsentrasi 10 ppm. Hasil
panjang gelombang maksimum yang didapatkan pada penelitian ini sebesar 430 nm. Adapun penetapan
panjang gelombang maksimum ditunjukkan pada gambar 1.
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Gambar 1. Panjang Gelombang Maksimum

Penetapan operating time menggunakan waktu inkubasi selama 60 menit dan dilihat absorbansinya
setiap 5 menit. Hasil dari penetapan operating time didapatkan pada menit ke 50 hingga 60 selisih
absorbansi yang didapatkan konstan yaitu 3, sehingga pengukuran dilakukan pada operating time dimenit
ke 50.
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Gambar 2. Operating Time Kuersetin

Penetapan Kurva Baku Kuersetin
Pada penelitian ini penetapan kurva baku kuersetin dilakukan dengan seri konsentrasi 6,7,8,9 dan
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10ppm. Hasil yang didapatkan berupa persamaan linier yaitu y = 0,0338x + 0,4442 dengan nilai r2 sebesar
0,993 selain itu, terdapat nilai SD sebesar 0,0133 dan RSD sebesar 0,29%. Adapun kurva baku kuersetin
dapat dilihat pada gambar 3.
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Gambar 3. Kurva Baku Kuersetin

Penetapan Kadar Flavonoid Total pada Ekstrak Kulit Jeruk Limau

Penetapan kadar pada ekstrak etanol, etil asetat dan n-heksan kulit jeruk limau dibuat pada konsentrasi
1500ppm, dibuat larutan intermediet 500ppm dan dibaca absorbansinya dengan konsentrasi 250ppm pada
panjang gelombang 430nm, pada operating time 50menit.

Tabel 2. Penetapan Kadar Flavonoid Ekstrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau

Replikasi Absorbansi Kadazpl;lrerl]\;onmd Kad?g/oljlsl?\\l/v(;nmd
1 0,79 10,18 0,68
2 0,76 9,23 0,61
3 0,76 9,41 0,63
Rata-rata 9,61 0,64
PEMBAHASAN

Pembuatan Ekstrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau

Pembuatan ekstrak etil asetat kulit jeruk limau diawali dengan pembuatan simplisia yang dikeringkan
hingga kadar air <10%. Penetapan kadar air pada serbuk simplisia sampel dilakukan dengan menggunakan
alat moisture content dan mendapatkan kadar air simplisia pada penelitian ini 7,34% dimana kadar air
simplisia pada penelitian ini telah sesuai. Persyaratan kadar air pada simplisia kering sebelum dilakukan
proses penyarian yaitu kurang dari 10%. Serbuk yang diperoleh disimpan di tempat gelap supaya tidak
terjadi dekomposisi kandungan senyawanya (RI, 2008).

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah maserasi. Pemilihan metode maserasi
disebabkan pada proses maserasi tidak ada pemanasan, sehingga sesuai untuk mengekstraksi senyawa yang
bersifat termolabil seperti flavonoid. Adapun senyawa flavonoid termasuk golongan senyawa yang tidak
tahan panas dan mudah teroksidasi pada suhu tinggi (Aldi Rompas, Jaya Edy, & Yudistira, 2012).

Proses ekstraksi dengan metode maserasi adalah cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk
kedalam rongga sel simplisia yang mengandung zat aktif (flavonoid), lalu zat aktif akan terlarut dan karena
terdapat perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif dan diluar sel, maka larutan yang pekat terdorong
keluar. Peristiwa ini akan terjadi berulang hingga diperoleh keseimbangan konsentrasi larutan antara diluar
dan didalam sel (RI, 2000).

Setelah didapatkan ekstrak kental kulit jeruk limau, maka dilakukan penentuan % rendamen. Penentuan
rendamen berfungsi untuk mengetahui kadar metabolit sekunder yang terbawa oleh pelarut namun tidak
dapat menentukan jenis senyawa yang terbawa oleh pelarut (Ahmad, Juwita, & Ratulangi, 2015).

Penetapan Panjang Gelombang Maksimum dan Operating Time Kuersetin

Penetapan kadar flavonoid pada penelitian ini menggunakan baku standar kuersetin yang dilakukan
dengan tahapan penetapan panjang gelombang maksimum, penetapan operating time dan kurva baku
kuersetin. Kadar flavonoid akan dihitung dengan persamaan regresi liner dari kurva baku kersetin yang
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telah diukur sebelumnya. Perhitungan ini berdasarkan hukum Lambert-Beer yang berarti hubungan lurus
antara absorbansi dan kadar analit.

Panjang gelombang maksimum kuersetin yang diperoleh pada penelitian ini sebesar 430 nm
(nanometer) dengan konsentrasi 10 ppm(parts per milion). Hasil dari penetapan panjang gelombang
maksimum ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Nofita dkk (2020) dimana panjang gelombang
maksimum yang didapatkan sebesar 430 nm untuk pengukuran panjang gelombang maksimum kuersetin.

Pada pengukuran senyawa flavonoid total, larutan sampel ditambahkan AICI; yang dapat membentuk
kompleks, sehingga terjadi pergeseran panjang gelombang ke arah visible (tampak) yang ditandai dengan
larutan menghasilkan warna yang lebih kuning. penambahan kalium asetat yang bertujuan untuk
mempertahankan panjang gelombang pada daerah visible (tampak) (Chang C., 2002).

Pada penelitian ini kuersetin sebagai baku pembanding yang merupakan salah satu flavonoid golongan
flavonol yang memiliki gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus hidroksil pada atom C-3 dan C-5 yang
berdekatan, dapat direaksikan dengan reagen AICls. Senyawa kompleks berwarna hijau terjadi karena reaksi
reduksi oksidasi antara flavonoid dan AICI; dimana flavonoid sebagai reduktor dan AICI; sebagai
oksidator. Penambahan kalium asetat berfungsi untuk mendeteksi adanya gugus 7-hidroksil (Azizah, 2014).

Operating time pada penelitian yang dilakukan Puspitasari et al.(2019) untuk penetapan kadar
flavonoid diperoleh dimenit ke-30 pada panjang gelombang 436.2nm. Pada proses penentuan operating
time Puspitasari dkk (2019) menggunakan AICl; 10% dan CH;COOK 1M. Berdasarkan hal tersebut
penentuan operating time tidak hanya waktu saja yang berbeda namun dapat dipengaruhi oleh konsentrasi
reagen serta konsentrasi kuersetin yang terkandung dalam larutan uji. Penentuan operating time bertujuan
untuk menyempurnakan reaksi kimia yang terjadi di dalam larutan (Khumaira Sari, 2017).

Penetapan Kurva Baku Kuersetin

Hasil yang diperoleh dari kurva baku menyatakan semakin tinggi konsentrasi maka semakin tinggi pula
nilai absorbansinya Berdasarkan hasil dari penetapan kurva baku kuersetin kami mendapatkan persamaan
linear yang didapatkan adalah y = 0,0338x + 0,4442 dengan nilai R2 = 0,993 dan nilai r sebesar 0.9964.
Persamaan kurva baku ini dapat digunakan untuk menentukan kadar flavonoid berdasarkan hasil absorbansi
dari tiap sampel. Hal ini menunjukkan hubungan lurus antara absorbansi dengan kadar analit.

Pengujian ini menggunakan larutan etanol p.a sebagai blanko dimana fungsi dari blanko sendiri
merupakan sebagai kontrol yang berfungsi untuk pemblank atau mengkali nol-kan senyawa lain yang tidak
diperlukan dalam analisis ini (Basset, 1994).

Penetapan Kadar Flavonoid Total Ektrak Etil Asetat Kulit Jeruk Limau

Pada penetapan kadar flavonoid ekstrak etil asetat kulit jeruk limau diawali dengan pembacaan
absorbansi sebanyak 3 kali replikasi. Hasil absorbansi pada tiap replikasi dihitung dengan persaman linear
sebagai y dan x merupakan kadar dari flavonoid (ppm). Selanjutnya dihitung kadar flavonoid total dan
didapatkan dalam satuan mg Q%/ g ekstrak dan kemudian diubah dalam bentuk % b/b dan diperoleh rata-
rata kadar flavonoid total pada ekstrak etil asetat kulit jeruk limau sebesar 0,64% (b/b).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik kesimpulan bahwa kadar flavonoid
total dari ekstrak kulit Jeruk Limau (Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swingle) yang diekstraksi dengan
menggunakan pelarut Etil Asetat sebesar 0,64% (b/b).
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