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INTISARI

Citrus reticulata merupakan salah satu varietas jeruk endemik di Kalimantan Selatan.
Masyarakat Kalimantan Selatan sejauh ini hanya memanfaatkan daging buah jeruk tersebut,
sedangkan kulitnya dibuang sebagai limbah. Pada penelitian ini dilihat nilai manfaat dari limbah kulit
Citrus reticulata dengan menetapkan kadar flavonoid total dari ekstrak dan fraksinya.

Ekstrak kulit buah Citrus reticulata diperoleh menggunakan pelarut metanol dengan metode
maserasi. Ekstrak difraksinasi menggunakan pelarut n-heksana, pelarut kloroform, pelarut etil
asetat, dan air dengan metode cair-cair. Spektrofotometer UV-Visibel digunakan untuk menetapkan
kadar flavonoid setiap ekstrak dan fraksi pada panjang gelombang 413 nm dan seri konsentrasi baku
standar kuersetin yang digunakan adalah 35; 50; 65; 80; dan 95 ppm.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar flavonoid fraksi air, ekstrak metanol, dan
masing-masing fraksi n-heksana, etil asetat, dan kloroform masing-masing berturut-turut sebesar
53,635+0,00697; 30,083+0,00386; 15,524+0,00423; 9,787+0,00198%(b/b).

Kata kunci : flavonoid; Citrus reticulata; ekstrak; fraksi

ABSTRACT

Citrus reticulata is one of the varieties of citrus endemic to South Kalimantan. So far, the
people of South Kalimantan have only used the pulp of the citrus fruit, while the skin is disposed of
as waste. The aim of this study was to see the benefits of the Citrus reticulata rind waste by testing
the levels of flavonoids from the extract and its fractions.

Extraction of Citrus reticulata rind was carried out by maceration method using methanol as
a solvent. The extract then fractionated using solvent as follow n-hexane, chloroform, ethyl acetate,
and water with the liquid-liquid method. The extract and each fraction were determined for the level
of flavonoids at a wavelength of 413 nm using a UV-Visible spectrophotometer and a series of
standard concentrations of quercetin 35; 50; 65; 80; and 95 ppm.

The research results showed that the flavonoids content of the water fraction, methanol
extract, and the n-hexane fraction, ethyl acetate fraction, and chloroform fraction respectively were
53.635 £ 0.00697; 30.083 + 0.00386; 15,524 + 0.00423; 9.787 + 0.00198%(w/w).

Keyword : flavonoid; Citrus reticulata; extract; fraction

1. PENDAHULUAN
Citrus reticulata merupakan spesies jeruk endemik Kalimantan Selatan
dikarenakan kesesuaian agroekologinya yang cocok untuk dibudidayakan di lahan
basah sesuai tipe lahan di Kalimantan [1,2]. Masyarakat umumnya mengonsumsi
buah jeruk secaralangsung atau setelah diolah menjadi produk dengan tujuan untuk
menambah asupan vitamin C sehingga menambah daya tahan tubuh [3-6]. Bagian
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yang tidak dikonsumsi, yaitu kulit buah jeruk, kemudian tidak dimanfaatkan secara
optimal karena hanya dibuang sebagai limbah [7]. Sebanyak 309.678 ton limbah
kulit buah jeruk dihasilkan tiap tahunnya di Indonesia menurut data Kementerian
Pertanian pada tahun 2013.

Kulit buah jeruk telah diketahui memiliki aktivitas biologis dan manfaat di
bidang kesehatan sebagai antioksidan dan antibakteri [8,9]. Hal ini dikarenakan
kulit buah jeruk mengandung metabolit sekunder. Flavonoid merupakan metabolit
sekunder yang biasanya ada di hampir semua bagian tumbuhan hijau [10,11].

Flavonoid merupakan golongan polifenol engan dkerangka dasar atom
karbon berjumlah 15 yang terdiri dari suatu rantai propana (C3) yang mengikat dua
cincin benzena (Cs) sehingga membentuk suatu susunan Ce-C3-Cs [10]. Beberapa
contoh flavonoid yang telah berhasil diekstraksi dari kulit jeruk adalah nobiletin,
naringin, hesperidin [13]. Flavonoid didapatkan dengan cara mengekstraksi suatu
bahan alam sehingga didapatkan ekstrak kasar. Penggunaan ekstrak kasar dalam
pengobatan memiliki kendala seperti aktivitas yang rendah dan sifat toksik yang
perlu diwaspadai dikarenakan kemungkinan masih terdapatnya beberapa golongan
senyawa lain. Oleh karena itu ekstrak kasar perlu dimurnikan menjadi bentuk fraksi
dengan kepolaran tertentu sehingga aktivitas senyawanya bisa lebih tinggi [13].

Pada penelitian ini kulit buah Citrus reticulata diekstraksi kemudian
difraksinasi dengan beberapa pelarut yang berbeda kepolaran. Kadar flavonoid dari
ekstrak dan fraksi yang didapatkan akan diukur menggunakan spektrofotometer
UV-visible. Berdasarkan hasil kadar yang didapat maka dapat dilihat perbandingan
pelarut terhadap perolehan senyawa aktif flavonoid yang paling optimal.

2. METODE PENELITIAN

2. 1. ALAT DAN BAHAN

Alat-alat yang digunakan antara lain neraca analitik (Ohaus CL series),
blender (Miyako), ayakah 40 mesh, pisau stainless steel, dan alat-alat gelas (Pyrex),
oven (Thermolyne), rotary evaporator (Heidolph), spektrofotometer UV-visible
(Shimadzu 1800).

Bahan-bahan yang digunakan yaitu buah Citrus reticulata yang diperoleh
dari pohon yang berumur 4 tahun di perkebunan jeruk Kecamatan Sungai Bamban,
Kabupaten Barito Kuala, Kalimantan Selatan, methanol(Sigma-Aldrich), etil
asetat(Merck), n-heksana(Merck), kloroform(teknis), AlCls 10%(Sigma-Aldrich),
Pb-asetat(Sigma-Aldrich), asam asetat 5% (Merck), baku kuersetin(Sigma-Aldrich),
dan akuades.

2.2. CARA KERJA
Pembuatan Simplisia Kulit Buah Citrus reticulata
Tanaman dan buah buah jeruk utuh dideterminasi untuk menentukan
identitasnya dalam sistem klasifikasi. Buah jeruk disortasi basah dan dilakukan
pemisahan kulit dari daging buahnya, kemudian dibersihkan. Kulit jeruk yang sudah
bersih dipotong dan dikeringkan menggunakan oven pada suhu 60°C selama 3 hari
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yang masing-masing terdiri dari 8 jam. Simplisia kemudian disortasi kering,
diblender dan diayak menggunakan ayakan 40 mesh [14-16].
Ekstraksi Kulit Buah Citrus reticulata

Sebanyak 180 gram simplisia dimaserasi dengan 540 mL pelarut metanol mL
pada suhu kamar selama 72 jam di wadah tertutup dan terlindung cahaya. Ekstrak
disaring dengan corong Buchner, kemudian diremaserasi dengan pelarut metanol
yang baru. Seluruh filtrat dikumpulkan dan dipisahkan pelarutnya dengan
menggunakan vacuum rotary evaporator, dilanjutkan dengan pemekatan
menggunakan waterbath pada suhu 60°C [17-20].

Fraksinasi Ekstrak Kulit Buah Citrus reticulata

Ekstrak kental hasil ekstraksi dilakukan fraksinasi dengan metode ekstraksi
cair-cair dengan sistem kenaikan tingkat polaritas pelarut. Sebanyak 15 gram
ekstrak disuspensikan ke dalam 150 mL akuades hangat di dalam corong pisah dan
dipartisi dengan pelarut n-heksana, pelarut kloroform, dan pelarut etil asetat
berturut-turut dengan perbandingan 1:1. Hasil fraksi yang didapat dari masing-
masing pelarut dipekatkan dengan waterbath pada suhu 60°C [21-23].
Identifikasi Flavonoid

Sebanyak masing-masing 100 mg serbuk simplisia, ekstrak kental, dan setiap
fraksi dilarutkan dalam 10 mL akuades dan disaring. Masing-masing 2 mL filtrat
direaksikan dengan 1 mL Pb-asetat 10%, FeCls, KOH, dan dikocok [24].

Penetapan Kadar Flavonoid

Seri larutan standar kuersetin dibuat dengan konsentrasi 35, 50, 65, 80, dan
95 ppm menggunakan pelarut metanol. Larutan standar kuersetin sebanyak 1 mL
direaksikan dengan 1 mL AlICl3 10% dan 8 mL asam asetat 5%. Larutan hasil reaksi
digunakan untuk optimasi kondisi penetapan dengan cara mengukur absorbansinya
per menit dalam rentang panjang gelombang 400-600 nm untuk mendapatkan
operating time dan panjang gelombang maksimalnya [25].

Masing-masing konsentrasi dari seri larutan standar kuersetin kemudian
diukur absorbansinya pada kondisi optimal yang telah ditentukan (operating time
dan panjang gelombang). Nilai hasil absorbansi (sumbu y) dan masing-masing
konsentrasi (sumbu x) kemudian diplotkan untuk mendapatkan kurva dengan
persamaan garis y = bx + a. Persamaan linier yang didapatkan digunakan untuk
penetapan kadar jika memenuhi syarat nilai regresi berdasarkan statistika [25,26].

Masing-masing fraksi dan ekstrak dilarutkan menggunakan pelarut metanol
hingga didapatkan konsentrasi 50 ppm, kemudian 1 mL dari larutan tersebut diberi
perlakuan yang sama seperti pengerjaan seri larutan standar yaitu direaksikan
dengan AlCl3 10% sebanyak 1 mL dan asam asetat 5% sebanyak 8 mL. Campuran
diinkubasi selama operating time, dan absorbansinya diukur pada panjang
gelombang maksimal. Pengerjaan ini direplikasi 3 kali untuk mendapatkan hasil
yang akurat dan presisi [25,27].
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan Simplisia Kulit Buah Citrus reticulata

Buah jeruk dipetik pada sore hari untuk menghindari proses transpirasi dan
respirasi yang mengakibatkan perubahan kandungan zat-zat kimia dalam buah.
Umur pohon yang buahnya dipetik adalah 4 tahun agar kandungan kimianya
optimum [28]. Kulit buah jeruk yang sudah bersih diperoleh sebanyak 740 gram,
dan setelah melalui proses sortasi dan pengeringan diperoleh bobot konstan 240
gram. Berdasarkan data tersebut maka dapat ditentukan nilai susut pengeringan
sebesar 67%, yang menunjukkan bahwa simplisia telah kehilangan senyawa yang
mudah menguapa seperti air atau minyak atsiri. Hal ini diharapkan dapat
menjadikan simplisia tahan lama dalam masa penyimpanan atau tidak mudah
ditumbuhi mikroba seperti jamur.
Ekstraksi Kulit Buah Citrus reticulata

Proses ekstraksi dilakukan dengan cara yang paling sederhana, yaitu
maserasi. Metanol digunakan sebagai pelarut karena optimal untuk menarik
flavonoid dikarenakan sifatnya yang polar [25]. Serbuk simplisia sebanyak 180
gram dimaserasi dengan 540 mL pelarut dan diremaserasi sehingga menghasilkan
filtrat sebanyak 1.200 mL (1,2 L). Filtrat tersebut merupakan ekstrak cair karena
masih mengandung lebih banyak pelarut daripada zat aktif yang ditarik. Oleh karena
itu untuk mendapatkan ekstrak kental maka dilakukan pemisahan pelarut
menggunakan rotary evaporator dan penguapan menggunakan waterbath pada
suhu 60°C sesuai dengan ketahanan titik leleh senyawa flavonoid. Ekstrak kental
diperoleh sebanyak 20,6 gram sehingga dan hasil perhitungan rendemen adalah
11,4% [26].
Fraksinasi Flavonoid dari Ekstrak Kulit Buah Citrus reticulata

Proses fraksinasi dalam penelitian ini menggunakan metode ekstraksi cair-
cair. Penambahan akuades hangat pada ekstrak yang akan difraksinasi bertujuan
untuk memudahkan pemisahan dari pelarut fraksi yang non polar. Partisi dilakukan
dengan kepolaran pelarut yang berbeda. Pemilihan pelarut n-heksana dan
kloroform bertujuan untuk memisahkan zat-zat yang kurang polar seperti asam
lemak dan beberapa terpenoid. Etil asetat memiliki kepolaran tingkat menengah
sehingga bisa mengekstraksi flavonoid, tanin dan beberapa alkaloid. Sisa hasil
fraksinasi yang bersifat polar dipisahkan menjadi fraksi air. Hasil fraksinasi
menggunakan pelarut kloroform menghasilkan rendemen tertinggi, yaitu sebesar
20,6%. Hal ini menunjukkan sebagian besar ekstrak mengandung senyawa dengan
kepolaran yang mirip dengan kloroform yang sifatnya kurang polar, contohnya
seperti isoflavon, resin, alkaloid bebas, fenil propan, dan fenol sederhana [27]. Total
rendemen dari ketiga fraksi adalah 47,6%. Berdasarkan hasil tersebut maka zat
yang terkandung sebagian besar bersifat polar yang akan lebih mudah terlarut di
dalam air dibandingkan ketiga pelarut fraksi.
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Tabel 1. Hasil proses pengolahan sampel ekstrak kulit buah Citrus reticulata
Fraksi Bobot Awal  Bobot Akhir Rendemen Pemerian
740 gram 240 gram 67,0% Ui

180 gram 20,6 gram 11,4% -
n-heksana 15 gram 2,4 gram 16,0%
kloroform 15 gram 3,1 gram 20,6%
etil asetat 15 gram 1,7 gram 11,0%

Identifikasi Flavonoid

Identifikasi flavonoid menggunakan 3 pereaksi yaitu Pb-asetat, FeCls, dan
KOH. Pada hasil reaksi dengan Pb-asetat akan membentuk warna kuning kecoklatan
jika sampel mengandung senyawa flavonoid karena adanya pemutusan ikatan pada
atom C3 [28]. Pada reaksi dengan KOH terjadi perubahan menjadi warna jingga
kemerahan karena ada gugus kromofor pada senyawa flavonoid. Perubahan warna
hijau kehitaman akan terjadi akibat flavonoid membentuk senyawa kompleks
dengan ion Fe3* pada reaksi dengan FeCls [29]. Semua sampel ekstrak dan fraksi
yang diuji menunjukkan hasil yang positif terhadap identifikasi flavonoid

menggunakan semua pereaksi.
Tabel 2. Hasil identifikasi flavonoid sampel ekstrak kulit buah Citrus reticulata

Fraksi Pereaksi Hasil Reaksi Kesimpulan I
Pb-asetat Kuning kecoklatan Mengandung flavonoid
FeCls Hijau kehitaman
KOH Jingga kemerahan
n-heksana Pb-asetat Kuning kecoklatan Mengandung flavonoid
FeCl3 Hijau kehitaman
KOH Jingga kemerahan
kloroform Pb-asetat Kuning kecoklatan Mengandung flavonoid
FeCls Hijau kehitaman
KOH Jingga kemerahan
etil asetat Pb-asetat Kuning kecoklatan Mengandung flavonoid
FeCl3 Hijau kehitaman
KOH Jingga kemerahan
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Penetapan Kadar Flavonoid

Pada penetapan kadar flavonoid menggunakan kuersetin sebagai standar
karena paling luas penyebarannya pada tumbuhan bersama dengan glikosida yaitu
sekitar 60-75% dari total flavonoid [31]. Pada tahap optimasi penetapan operating
time dan panjang gelombang maksimal didapatkan absorbansi yang stabil pada
menit ke-3 sampai 10 setelah dilakukan pencampuran standar dengan pereaksi dan
panjang gelombang maksimal pada 413 nm. Kondisi ini perlu dipertahankan pada
penetapan tahap berikutnya agar nilai kadar yang terbaca adalah nilai optimal yang
benar-benar ditunjukkan oleh sampel. Hasil kurva baku didapatkan y = 0,0076x +
0,0138 dengan nilai R 0,99772. Nilai R tersebut menyatakan koefisien korelasi lebih
besar daripada nilai pada R tabel (derajat bebas 5%, kepercayaan 95%) yaitu 0,997,
yang berarti bahwa persamaan regresi tersebut sudah memenuhi persyaratan
statistika untuk dapat digunakan pada penetapan kadar.

Tabel 3. Penentuan operating time
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Gambar 1. Penentuan panjang gelombang maksimal
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Gambar 2. Pembuatan kurva baku

Tabel 3. Hasil kadar flavonoid sampel ekstrak kulit buah Citrus reticulata

0,025 gram 0,222 0,0274 30,083 0,00386
0,025 gram 0,229 0,0283
0,025 gram 0,276 0,0345
0,025 gram 0,622 0,0782 15,524 0,00423
0,025 gram 0,583 0,0731
0,025 gram 0,647 0,0815
0,025 gram 0,454 0,0483 9,787 0,00198
0,025 gram 0,416 0,0512
0,025 gram 0,388 0,0474
0,025 gram 0,555 0,0694 13,392 0,00213
0,025 gram 0,527 0,0657
0,025 gram 0,527 0,0657
0,01 mL 0,397 0,0504 53,635 0,00697
0,01 mL 0,385 0,0488
0,01 mL 0,482 0,0616

Kadar dihitung sebagai kadar rata-rata disertai nilai standar deviasinya.
Berdasarkan hasil perhitungan menunjukkan bahwa dari ketiga pelarut yang
digunakan dalam proses fraksinasi, senyawa flavonoid kadar tertinggi terdapat
pada fraksi n-heksana yaitu 15,52+0,00386%, selanjutnya pada fraksi etil asetat
yaitu 13,39%£0,00213%, dan yang terendah pada fraksi kloroform yaitu
9,78+0,00198%. Kadar tersebut masih lebih rendah dibandingkan dengan kadar
flavonoid dari fraksi air yaitu 53,64+0,00697%.

Tingginya kadar yang dihasilkan dari fraksi n-heksana menunjukan bahwa
jenis flavonoid yang paling banyak terkandung dalam kulit jeruk siam banjar adalah
flavonoid yang bersifat kurang polar. Menurut Koosha (2016) jenis flavonoid yang
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terdapat dalam buah jeruk adalah jenis flavanon yang dapat mengalami reaksi
hidroksilasi dan glikosilasi [32]. Flavonoid dengan kadar tertinggi kedua pada fraksi
etil asetat karena sifatnya mampu membuat komponen polar dan non-polar dari
komponen ekstrak dapat tertarik, sehingga diduga jenis flavonoid yang terisolasi
pada proses ini adalah flavonoid yang bersifat semi polar, seperti flavonoid
monoglikoida dan flavonoid polihidroksi [31]. Kandungan flavonoid paling rendah
terdapat pada fraksi kloroform, berbanding terbalik dengan jumlah rendemen fraksi
yang diperoleh. Hal ini menunjukkan hanya sebagian kecil flavonoid yang terisolasi
pada proses ini, diduga senyawa flavonoid yang terisolasi pada proses ini adalah
jenis isofalvon dan fenol sederhana. Sedangkan sebagian besarnya senyawa
terfraksinasi pada pelarut ini adalah senyawa lain yang bersifat non-polar seperti
alkaloid bebas, fenil propan, aglikon triterpen dan aglikon antrakuinon [32].

Ekstrak dan residu air yang tersisa dalam proses fraksinasi juga diukur
kadarnya sebagai pembanding. Hasil penetapan menunjukan kadar flavonoid pada
fraksi air lebih besar dari yang terkandung pada ekstrak dan fraksinya. Penelitian
Prihatini, dkk (2018) menyebutkan bahwa kecenderungan flavonoid pada pelarut
polar akan lebih larut [22] karena adanya gugus fungsi hidroksil yang
menyebabkannya lebih mudah ditarik oleh air sehingga kadar flavonoid pada residu
lebih besar dibandingkan ekstrak dan fraksinya. Hal ini dapat terjadi karena pada
proses fraksinasi ekstrak dilarutkan terlebih dahulu kedalam air, sehingga seluruh
senyawa polar terlarut kedalam fase air, walaupun telah dipartisi beberapa kali
kandungan senyawa polarnya tidak akan berubah karena pada proses partisi
manggunakan pelarut yang kepolarannya lebih rendah daripada air sehingga hanya
senyawa yang bersifat kurang polar yang tertarik sedangkan senyawa-senyawa
yang polar khususnya flavonoid akan tetap tertinggal dan berada di dalam fase air.
Penelitian Koosha dkk (2016) menyatakan bahwa flavonoid yang banyak terdapat
di dalam buah dan bersifat polar adalah jenis flavonol, salah satunya yang paling
banyak dikenal adalah kuersetin [32].

4. KESIMPULAN
Kesimpulan dari hasil penelitian adalah bahwa kadar flavonoid tertinggi
terdapat pada fraksi air yaitu sebesar 53,64+0,00697%. dibandingkan kadar

flavonoid pada fraksi.
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