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ABSTRACT

Citrus plants (Citrus hystrix DC) and limes (Citrus aurantifolia (chritsm.) Swingle), Rutaceae
family are plants with a source of polyfhenols contained in its leaves. This research aimed to
conduct a comparative study of the total phenolic content of the ethanol extract of the citrus leaves
(Citrus hystrix DC) and acid lime leaves (Citrus aurantifolia (christm.) Swingle) using a UV-Vis
spectrophotometer. The ethanol extract of the citrus leaves and acid lime leaves was obtained by
maceration method with ethanol. The qualitative analysis used FeCl3 shaping blackish green
complex. The determination of total phenolic content of ethanol extract of citrus leaves and acid
lime leaves based on Folin Ciocalteau method. Total phenolic content was expressed in GAE
(Gallic acid equivalent), the absorbance was measured at a wavelength of 750 nm. The result
showed that total phenolic content in the ethanol extract of citrus leaves and acid lime leaves was
27, 38 mg GAE/g extract with percentage of 2,738 % (w/w) and 17,98 mg GAE/g extract with the
percentage of 1,798 % (w/w).
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan Negara dengan hutan hujan tropis, dimana terdapat beragam
flora yang tumbuh di beberapa wilayah sekitar Indonesia seperti family Rutaceae. Terdiri
dari 130 genus yang terdapat didalam tujuh subfamily dari Rutaceae. Salah satunya adalah
Citrus (16 spp), Citrus (jeruk) merupakan tanaman yang banyak tumbuh di Asia bagian
selatan, Jepang, dan Indonesia (Astarini, Ferry & Yulfi, 2010).

Citrus atau jeruk sudah lama dibudidayakan di Indonesia dan Negara-negara tropis
Asia lainnya. Di Indonesia, jeruk ditanam dimana saja, baik di dataran rendah maupun
dataran tinggi. Buah jeruk merupakan salah satu jenis buah yang paling banyak digemari
oleh masyarakat Indonesia. Karena memiliki berbagai manfaat. Seperti daun jeruk yang
dapat digunakan sebagai bumbu masak dan menutupi bau amis, serta buahnya yang dapat
digunakan untuk perawatan kulit. Dalam segi manfaat dari suatu tumbuhan, bergantung
dari senyawa kimia yang dimiliki (AAK, 1994).

Berbagai spesies genus citrus yang biasa kita temukan adalah Jeruk purut (Citrus
hystrix DC) dan Jeruk nipis (Citrus aurantifolia (christm.) Swingle). Walaupun dari genus
yang sama Yyaitu Citrus L, akan tetapi kadar dari senyawa kimia dapat berbeda.

Daun jeruk purut mengandung fenolik, terpenoid (Kooltheat et al, 2016), a-
tokoferol (Ching & Mohamed, 2001), fenolik, minyak atsiri (Siriamornpun et al, 2016),
flavonoid sianidin, myricetin, peorridin, quercetin, luteolin, hesperetin, apigenin, dan
isorhamnetin (Butryee, Sungpuag & Chitchumroonchokchal, 2009). Sedangkan daun jeruk
nipis mengandung vitamin B, tripenol (Latief, 2012), flavonoid, glikosida, tannin, dan
pholobatannin (Nweke, 2015). Jeruk mengandung senyawa aktif seperti golongan senyawa
fenol diantaranya flavonoid, flavanon glikosida dan asam hidroksi sinamat, vitamin C dan
kerotenoid (Abeysinghe et al, 2007).

Dengan kandungan kimia senyawa fenol yang dimiliki daun jeruk purut dan jeruk
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nipis, sehingga dilakukan penelitian untuk mengetahui berapa kadar senyawa fenolik yang
ada pada daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus aurantifolia
(christm.) Swingle) menggunakan Spektrofotometer UV-Vis.

METODOLOGI
1. Pengambilan dan Pengolahan sampel

Sampel daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus
aurantifolia (chritsm.) Swingle) yang berasal dari kota Sidrap (Sulawesi selatan). Diambil
dan dilakukan sortasi basah kemudian disortasi kering. Selanjutnya dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan selama beberapa hari pada udara terbuka dengan tidak terkena sinar
matahari langsung. Kemudian diserbukkan dengan menggunakan blender.

2. Ekstraksi

Ditimbang masing-masing sampel kering yang telah diserbukkan, sebanyak 300
gram dan dimasukkan ke dalam wadah toples untuk dimaserasi. Kemudian ditambahkan
pelarut etanol 96 % sebanyak 1,1 L hingga simplisia terendam, dibiarkan selama 3 hari
dalam wadah tertutup dan terlindung dari cahaya matahari sambil diaduk secara periodik,
setelah itu disaring. Diremaserasi kembali selama 3 hari menggunakan pelarut etanol yang
baru sebanyak 700 mL, sambil diaduk secara periodik, dan disaring (Samin, Bialangi &
Salimi, 2011).

Residu hasil maserasi kedua dimaserasi kembali selama 3 hari menggunakan pelarut
etanol baru sebanyak 500 mL, sambil diaduk secara periodik, dan disaring. Cairan hasil
maserasi yang telah diperoleh dikumpulkan kemudian diuapkan dengan rotavapor dan
didapatkan ekstrak kental (Samin, Bialangi & Salimi, 2011).

3. Uji Kualitatif

Penentuan senyawa kimia dilakukan menggunakan pereaksi warna, dimana ekstrak
etanol daun jeruk purut dan daun jeruk nipis masing-masing ditambah pereaksi FeCl3.
Positif mengandung fenol jika berwarna hijau, hingga biru atau hitam yang kuat (Alfian &
Susanti, 2013).

4. Uji Kuantitatif
a. Pembuatan pereaksi Na2CO3 7%

Ditimbang sebanyak 3,5 gram Na2CO3 kemudian dilarutkan dengan

aquabidestillata hingga 50 mL (Ahmad A R et al, 2015).
b. Pembuatan larutan induk asam galat

Sebanyak 10 mg asam galat dilarutan dalam 10 mL etanol, untuk menghasilkan
larutan asam galat dengan konsentrasi 1000 pg/mL. Dari larutan stock dipipet sebanyak
250 pL diencerkan dengan etanol p.a hingga volume 25 mL dihasilkan konsentrasi 10
pug/mL. Dari larutan tersebut dipipet 1,5 2, 2,5 3, 3,5, 4 mL dan dicukupkan dengan etanol
p.a hingga 5 mL, sehingga dihasilkan konsentrasi 3, 4, 5, 6, 7 dan 8 pg/mL (Ahmad A R
et al, 2015).

c. Tahap penentuan kadar senyawa fenolik (Alfian & Susanti, 2013)
1) Penentuan Operating Time
Sebanyak 1 mL larutan asam galat konsentrasi 5 pg/mL ditambah 0,4 mL
reagen Folin Ciocalteau (1:10), kemudian dikocok dan didiamkan selama 4 menit.
Ke dalam larutan tersebut ditambah 4,0 mL larutan Na2CO3 7 %, dikocok homogen,
dan diukur absorbansinya dalam rentang waktu 40-120 menit pada panjang
gelombang 400-800 nm.
2) Penentuan Panjang Gelombang Absorbansi Maksimum
Sebanyak 1 mL larutan asam galat konsentrasi 5 pg/mL ditambah 0,4 mL
reagen Folin Ciocalteau (1:10), kemudian dikocok dan didiamkan selama 4 menit.
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Ke dalam larutan tersebut ditambah 4,0 mL larutan Na2CO3 7 %, dikocok homogen,
dan didiamkan pada suhu kamar pada range operating time (90 menit), kemudian
absorbansinya diukur pada panjang gelombang 400-800.
3) Pembuatan kurva baku asam galat dengan reagen Folin-Ciocalteau
Sebanyak 1 mL larutan asam galat konsentrasi 3, 4, 5, 6, 7 dan 8 pg/mL
masing-masing dimasukkan dalam tabung, kemudian ditambah 0,4 mL reagen Folin
Ciocalteau (1:10) dan dikocok. Setelah didiamkan selama 4 menit, masing-masing
larutan ditambah 4,0 mL larutan Na2CO3 7 % dikocok homogen, dan didiamkan
pada range operating time (90 menit) pada suhu kamar. Semua larutan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 750 nm, kemudian dibuat kurva
kalibrasi hubungan antara konsentrasi asam galat (ug/mL) dengan absorbansi.
d. Penetapan kadar fenolik total
Sebanyak 10,0 mg ekstrak etanol daun jeruk purut dan daun jeruk nipis dilarutkan
sampai volume 10,0 mL dengan etanol p.a sehingga konsentrasinya 1000 pg/mL. Larutan
ekstrak yang diperoleh dipipet 2 mL dicukupkan dengan 10 mL etanol p.a untuk
menghasilkan konsentasi sampel 200 pg/mL. Kemudian dipipet 1 mL dan ditambah 0,4
mL reagen Folin-Ciocalteau dan dikocok. Didiamkan selama 4 menit, ditambah 4,0 mL
larutan Na2CO3 7 % dan didiamkan lagi pada range operating time (90 menit) pada suhu
kamar. Absorbansi larutan ekstrak diukur dengan spekrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum 750 nm. Dilakukan 3 kali pengulangan (Ahmad A R et al, 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Senyawa fenol merupakan senyawa aromatik dengan satu atau beberapa gugus
hidroksil yang terikat secara langsung pada cincin benzene. senyawa ini mudah
mengalami oksidasi (Effendi, 2003). Fenol telah diketahui memiliki berbagai efek biologis
seperti aktivitas antioksidan melalui mekanismenya sebagai pereduksi, penangkap radikal
bebas, penghelat logam serta pendonor elektron (Ukieyanna, 2012).

Tanaman jeruk purut dengan nama latin Citrus hystrix DC dan jeruk nipis dengan
nama latin Citrus aurantifolia (christm.) Swingle merupakan tanaman dengan sumber
polifenol yang terdapat dalam daunnya (Dalimartha, 2006). Tanaman ini dapat berkhasiat
sebagai stimulant, mengatasi kelelahan, kepala pusing, obat jerawat dan insektisida
(Hariana, 2013).

Adanya senyawa fenolik pada sampel daun jeruk purut dan jeruk nipis, sehingga
tujuan dari penelitian ini yaitu untuk melakukan studi komparasi kadar fenolik total
ekstrak etanol daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan dau jeruk nipis (Citrus aurantifolia
(christm.) Swingle) dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Untuk mendapatkan senyawa kimia yang diinginkan digunakan metode ekstraksi
yang merupakan metode penyarian zat berkhasiat atau zat aktif dari bagian tanaman
dengan menggunakan pelarut yang sesuai (Yuliani & Satuhu, 2012).

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi karena metode ini tidak
menggunakan pemanasan sehingga tidak terjadi dekomposisi senyawa kimia yang
terkandung dalam sampel. Dekomposisi senyawa kimia terjadi karena oksidasi senyawa
fenolik, sehingga dapat menurunkan jumlah senyawa fenolik (Dai & Mumper, 2010).

Sampel daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus
aurantifolia (christm.) Swingle) yang telah diserbukkan masing-masing ditimbang
sebanyak 300 g dan dilarutkan dengan pelarut etanol 96 % sebanyak 1,1 L. Etanol
digunakan sebagai pelarut dalam ekstraksi dikarenakan lebih aman dalam penanganan
dibandingkan pelarut organik lainnya seperti metanol dan aseton. Etanol terbukti memiliki
aktivitas yang tinggi dalam menarik fenolik (Chew et al, 2011). Sesuai dengan prinsip
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“’Like dissolve like’” bahwa pelarut hanya dapat menarik senyawa yang polaritasnya sama
dengan pelarut (Spigno, Tramelli & De Faveri, 2007).

Dilihat dari segi kepolarannya, etanol merupakan pelarut yang bersifat polar,
sehingga diharapkan dapat menarik senyawa yang bersifat polar seperti fenolik (Dai &
Mumper, 2010). Remaserasi dilakukan sebanyak 2 kali dengan jumlah pelarut 2,4 L, agar
proses penarikan komponen senyawa kimia yang terdapat dalam sampel daun jeruk purut
dan daun jeruk nipis lebih sempurna dan menghasilkan lebih banyak ekstrak etanol yang
kemudian diuapkan menggunakan rotavapor yang menghasilkan ekstrak etanol kental.

Tabel 1. Hasil uji kualitatif senyawa fenolik
serbuk simplisia daun jeruk purut (Citrus

Ekstrak etanol Uji fenolik (FeCls) Hasil pengamatan
Daun jeruk purut Hijau kehitaman +
Daun jeruk nipis Hijau kehitaman +

Keterangan : (+) = adanya fenolik
(-) =tidak adanya fenolik

Uji kualitatif dengan menggunakan pereaksi warna dapat dilihat pada tabel 2,
dimana ekstrak etanol daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus
aurantifolia (christm.) Swingle) positif mengandung senyawa fenol yang dapat dideteksi
dengan menggunakan pereaksi ferri klorida yang ditandai dengan adanya reaksi antara
polifenol dan ferri klorida membentuk kompleks warna hijau kehitaman (Apsari &
Susanti, 2011).

Selanjutnya dilakukan uji kuantitatif dengan metode Folin Ciocalteau berdasarkan
prosedur Alfian (2013) untuk menentukan kadar fenolik total pada ekstrak etanol daun
jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus aurantifolia (christm.)
Swingle), karena metode ini merupakan metode standar untuk menentukan total
kandungan senyawa fenol yang terdapat dalam sampel. Prinsip dasarnya yaitu dengan
adanya reaksi oksidasi-reduksi antara senyawa fenol dalam sampel, pereduksi dan logam
penghelat. Adanya transfer elektron dari senyawa-senyawa fenol pada sampel terhadap
kompleks asam fosfotungstat/fosfomolibdat dalam pereaksi Folin Ciocalteau. Transfer
elektron ini menyebabkan adanya reaksi oksidasi antara senyawa pereduksi (senyawa
fenol) dan pereaksi Folin Ciocalteau sehingga terbentuk warna biru yang menandakan
adanya senyawa fenol pada sampel (Sirat & Sukesi, 2012).

Dalam penentuan kadar fenolik digunakan larutan standar sebagai pembanding
yaitu asam galat atau asam 3,4,5-trihidroksibenzoat (C6H2(OH)3CO2H), karena asam
galat merupakan asam dengan 3 gugus hidroksi fenolik sehingga dapat digunakan sebagai
senyawa baku pembanding untuk menentapkan kandungan senyawa fenolik total (Alfian
& Susanti, 2013). Selain itu, asam galat tersedia dalam kemurnian yang tinggi, stabil, dan
harganya yang relatif lebih murah (Mongkolsilp et al, 2004).

Sebelum dilakukan pengukuran larutan pembanding asam galat dan sampel uiji,
terlebih dahulu dilakukan penentuan operating time pada menit 30-120 dengan interval 10.
Hasil dari penentuan operating time yaitu pada menit 90, dimana pada menit ini
absorbansi asam galat menunjukkan nilai yang stabil. Fungsi dari operating time yaitu
untuk mengetahui waktu pengukuran yang stabil yaitu saat sampel bereaksi sempurna
dengan reagen warna. Dimana waktu kerja ditentukan dengan mengukur hubungan antara
waktu pengukuran dengan absorbansi larutan (Lustiyati, 2012). Dalam pengukuran
kuantitatif dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, digunakan larutan blanko.
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Pengertian dari larutan blanko adalah larutan yang tidak mengandung sampel untuk
dianalisis. Larutan blanko digunakan sebagai kontrol dalam suatu percobaan dimana
berfungsi sebagai pemblank (mengkali nol-kan) senyawa yang tidak perlu untuk dianalisis
(Basset, 1994).

Pada pengukuran kadar fenol total asam galat maupun sampel uji direaksikan
dengan reagen Folin Ciocalteau, pereaksi ini mengoksidasi fenolat (garam alkali) atau
gugus fenolik-hidroksi mereduksi asam heteropoli (fosfomolibdat-fosfotungstat) yang
terdapat dalam pereaksi Folin Ciocalteau menjadi suatu kompleks molibdenum-tungsten
yang berwarna biru yang dapat dideteksi dengan spektrofotometer. Senyawa fenolik
bereaksi dengan reagen Folin Ciocalteau hanya dalam suasana basa agar terjadi disosiasi
proton pada senyawa fenolik menjadi ion fenolat. Untuk membuat kondisi basa digunakan
Na2CO3 7 %. Semakin besar konsentrasi senyawa fenolik maka semakin banyak ion
fenolat yang akan mereduksi asam heteropoli menjadi kompleks molibdenum-tungsten
sehingga warna biru yang dihasilkan semakin pekat (Alfian & Susanti, 2013). Pengukuran
nilai absorbansi diukur pada panjang gelombang maksimal 750 nm dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.

Tabel 2. Hasil pengukuran absorbansi larutan
standar asam galat pada panjang gelombang
maksimum 750 nm
Konsentrasi
(Hg/mL)

Absorbansi

0,238
0,302
0,373
0,427
0,525

0,606

00 NOo ol hWw

Asam Galat

y = 0U0F 3+ DU00a1
E- 06 R* = 09928
- /
g —t—als
2oz Linear {abs)

a 5 10
Konsentrasi (pg/mL)

Gambar 1.
Kurva kalibrasi asam galat pada gelombang maksimum 750 nm

Hasil yang diperoleh pada pengukuran absorbansi pembanding asam galat pada
tabel 3, diplotkan terhadap konsentrasinya, sehingga diperoleh kurva linear seperti pada
gambar 3. Nilai R2 yaitu 0,9928 dengan nilai r yaitu 0,9963 dan Vx0 sebesar 3,28 %
menunjukkan linearitas yang baik, dimana syarat dari nilai r > 0,995 dan nilai Vx0 <5 %
(Gandjar & Rohman, 2009). Sehingga persamaan regresi linear (y = 0,073x 0,009) yang
dapat digunakan untuk penentapan kadar fenolik total sampel daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus aurantifolia (christm.) Swingle).

Berdasarkan hasil penelitian, pada tabel 4 kadar fenolik total ekstrak etanol daun
jeruk purut (Citrus hystrix DC) adalah 27,38 mg GAE/g ekstrak dengan persentase kadar
fenol total sebesar 2,738 % (b/b). Sedangkan pada tabel 5 kadar fenolik total ektrak etanol
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daun jeruk nipis (Citrus aurantifolia (christm.) Swingle) adalah 17,98 mg GAE/g ekstrak
dengan persentase kadar fenol sebesar 1,798 % (b/b). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
kadar fenolik total ekstrak etanol daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) lebih tinggi
dibandingkan kadar fenolik total dari ekstrak etanol daun jeruk nipis (Citrus aurantifolia
(christm.) Swingle).

Tabel 3. Penetapan kadar fenolik total pada ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC)

Kandunaan Rata-rata
Kandungan total fer?ol kandungan %

Ekstrak Replikasi ~ Abs (Y)  fenol awal (MGGAE/ fenol total kadar

(mg/mL) elgstrak)g (mgGAE/g fenol

ekstrak) (b/b)
I 0,434 0,005821 26,949

Etanol 1 0,431 0,005780 27,523 27,38 2,738
Il 0,417 0,005589 27,668

Tabel 4. Penetapan kadar fenolik total pada ekstrak daun jeruk nipis (Citrus aurantifolia
(christm.) Swingle)

Kandungan Rata-rata

Kandungan total fer?ol kandungan %

Ekstrak Replikasi  Abs (Y)  fenol awal (MGGAE/ fenol total kadar

(mg/mL) elgstrak)g (mgGAE/g fenol

ekstrak) (b/b)
| 0,281 0,003726 17,913

Etanol I 0,275 0,003643 18,215 17,98 1,798
Il 0,272 0,003602 17,831

Penelitian sebelumnya, menyatakan bahwa senyawa fenol sendiri dapat
dimanfaatkan sebagai desinfektan, antiseptik, bahan baku obat, maupun sebagai bahan
pembuat plastik (Astarini, Ferry & Yulfi, 2010). Senyawa fenolik diketahui memiliki
berbagai efek biologis sebagai antioksidan, melindungi struktur sel, antiinflamasi, dan
sebagai antiseptik (Primadini, 2010).

KESIMPULAN
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :
1. Ekstrak etanolik daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) dan daun jeruk nipis (Citrus
aurantifolia (christm.) Swingle) mengandung senyawa fenol.
2. Kadar fenolik total pada ekstrak etanolik daun jeruk purut (Citrus hystrix DC) lebih
tinggi dengan persentase 2,738 % (b/b), dibandingkan dengan daun jeruk nipis (Citrus
aurantifolia (christm.) Swingle) dengan persentase 1,798 % (b/b).
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