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INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan pada ekstrak
etanol kulit jeruk lemon. Kulit jeruk lemon (Citrus limon L.) memiliki kandungan
flavonoid, fenolik, alkaloid, dan vitamin C yang berpotensi sebagai antioksidan
alami. Radikal bebas dapat berasal dari polusi, debu, maupun metabolisme dari
dalam tubuh, sehingga diperlukan suatu antioksidan yang berfungsi untuk
melindungi tubuh dari dampak negatif radikal bebas. Pada penelitian ini
menggunakan metode maserasi dan pengujian aktivitas antioksidan menggunakan
radikal ABTS (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) serta
dinyatakan dengan nilai Inhibition Concentration 50 (ICsp). Keberadaan senyawa
antioksidan akan mereduksi radikal ABTS dengan karakteristik yang berwarna
biru-hijau menjadi bentuk non radikal yang tidak berwarna. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit jeruk lemon menghasilkan 1Csq sebesar
11,1294+0,0905 ppm dengan kategori sangat kuat.

Kata Kunci: Radikal Bebas, Kulit Jeruk Lemon (Citrus limon L.), Antioksidan,
ABTS, ICso.
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ABSTRACT

This study aims to determine the antioxidant activity of the ethanol extract
of lemon peel. Lemon peel (Citrus limon L.) contains flavonoids, fenolics,
alkaloids, and Vitamin C which have potential as natural antioxidant. Free radicals
can come from pollution, dust, or metabolism inside the body, so an antioxidant is
needed to protect the body from the negative effects of the free radicals. This study
uses maceration methods and the testing of antioxidant activity using ABTS
radicals (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) and it is stated with
the value of Inbition Concentration 50 (ICsp). The presence of antioxidant
compounds will reduce ABTS radicals with blue-green characteristics to the form
of colorless non radicals. The result of the study shows that the ethanol extract of

lemon peel products ICsg of 11,1294+0,0905 ppm with very strong category.

Keywords: Free radicals, Lemon peel (Citrus limon L.), Antioxidant, ABTS,
1Cso.
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Virus Corona adalah keluarga besar virus yang menyebabkan penyakit
mulai dari gejala ringan sampai berat. Ada setidaknya dua jenis virus corona yang
diketahui menyebabkan penyakit yang dapat menimbulkan gejala berat seperti
Middle East Respiratory Syndrome (MERS) dan Severe Acute Respiratory
Syndrome (SARS). Corona Virus Disease 2019 (COVID-19) adalah penyakit
jenis baru yang belum pernah diidentifikasi sebelumnya pada manusia. Virus
penyebab COVID-19 ini dinamakan SarsCoV-2. Virus corona adalah zoonosis
(ditularkan antara hewan dan manusia). Penelitian menyebutkan bahwa SARS
ditransmisikan dari kucing luwak (civet cats) ke manusia dan MERS dari unta ke
manusia. Adapun, hewan yang menjadi sumber penularan COVID-19 ini masih
belum diketahui (Kemenkes, 2020).

Tim peneliti Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada (UGM)
menemukan sejumlah senyawa yang berpotensi mencegah virus korona atau
penyebab covid-19. Salah satunya adalah senyawa yang terkandung di dalam
jeruk, terutama bagian kulitnya. Dalam studi itu diketahui, bahwa kulit jeruk
impor mengandung senyawa flavonoid yang lebih banyak dan lebih tinggi
potensinya sehingga kulit jeruk impor sangat direkomendasikan untuk diteliti

lebih lanjut potensinya menjadi sumber antioksidan alami.



Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang banyak diisolasi dari tanaman
karena manfaatnya sebagai antioksidan yang dapat menangkap radikal bebas yang
dapat merusak sel tubuh. Sumber radikal bebas dari luar tubuh yang dapat
ditemukan sehari-hari, seperti asap rokok, asap kendaraan, dan makanan yang
terkontaminasi pestisida. Mengonsumsi makanan yang kaya antioksidan dapat
mengurangi risiko kerusakan tersebut dan dapat meningkatkan sistem imun agar
terhindar dari COVID 19. Makanan yang kaya antioksidan dapat ditemukan pada
buah-buahan salah satunya adalah kulit buah jeruk lemon yang berkhasiat dapat
melindungi tubuh terhadap radikal bebas, membantu sistem pertahanan, dan
membantu memerangi infeksi virus.

Pengujian aktivitas antioksidan dalam penelitian ini menggunakan metode
ABTS. Metode ABTS memiliki kelebihan dibandingkan dengan metode lain,
yaitu pengujian sederhana, mudah diulang, menggunakan alat yang sederhana dan
yang paling penting adalah fleksibel dan dapat digunakan untuk mengukur
aktivitas antioksidan yang bersifat hidrophilik maupun lipophilik dalam ekstrak
makanan dan cairan. Metode ABTS memiliki sensitivitas lebih tinggi
dibandingkan DPPH, prosesnya cepat, dapat dilakukan pada rentang pH yang
besar serta dapat digunakan pada sistem larutan berbasis air maupun organik.

Uji pendahuluan yang sudah dilakukan terhadap kulit jeruk lemon
memiliki aktivitas penghambatan terhadap radikal bebas DPPH diperoleh nilai
ICso pada ekstrak kulit buah lemon lokal sebesar 1002,57 bpj (Alfian dkk.,2017).

Berdasarkan latar belakang yang didukung dengan penelitian sebelumnya,

maka perlu dilakukan penelitian untuk menguji potensi antioksidan pada kulit



jeruk lemon (Citrus limon L.) impor dengan menggunakan metode ABTS (2,2-
Azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) dengan harapan bahwa kulit
jeruk lemon bisa dijadikan sebagai sumber antioksidan alami.
B. Rumusan Masalah
1. Apakah ekstrak etanol kulit jeruk lemon memiliki potensi antioksidan dengan
metode ABTS (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid)?
2. Berapa nilai ICso kulit jeruk lemon dengan metode ABTS (2,2-Azinobis(3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid)?
C. Tujuan Penelitian
1. Mengetahui adanya potensi antioksidan pada ekstrak etanol kulit jeruk lemon
dengan metode ABTS (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic
acid).
2. Menentukan potensi antioksidan kulit jeruk lemon dengan ICso sebagai
besaran penunjuk.
D. Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini untuk memberikan informasi kepada masyarakat

tentang kandungan antioksidan kulit jeruk lemon (Citrus limon L.)
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METODOLOGI PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian ini  merupakan jenis penelitian deskriptif analitik yaitu
melakukan pengujian aktivitas antioksidan pada kulit jeruk lemon menggunakan

metode spektrofotometri UV- Visibel.

B. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Obat Tradisional, Laboratorium
Kimia Kuantitatif, dan Laboratorium Kimia Instrumen Sekolah Tinggi llmu

Kesehatan Nasional pada bulan November 2020 sampai dengan Januari 2021.

C. Populasi dan Sampel
1. Populasi
Populasi dalam penelitian ini adalah buah jeruk lemon yang didapatkan
dari salah satu supermarket di Solo, Jawa Tengah.
2. Sampel
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit jeruk lemon
(Citrus limon L.). Buahnya berbentuk oval dengan panjang 7-12 cm dan
terdapat tonjolan putting. Kulit buah lemon ini berwarna kuning. Biji buah

lemon berbentuk oval tetapi beberapa lemon tidak memiliki biji.

21
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D. Instrumen Penelitian
1. Alat
Alat yang digunakan untuk penelitian antara lain seperangkat alat
spektrofotometri UV- Visible (Shimadzu UV-1280), timbangan analitik
(Ohaus, EP214), Erlenmeyer (lwaki), tabung reaksi (Iwaki), batang pengaduk
(lwaki), pipet ukur (lwaki), pipet tetes, pipet volume (lwaki), labu ukur
(Iwaki), gelas kimia (Iwaki), gelas ukur (Iwaki), corong kaca (Iwaki), kompor
listrik, pisau, pushball, rotary vakum evaporator, ayakan 60 mesh.
2. Bahan
Bahan utama berupa kulit jeruk lemon (Citrus limon L.), reagen ABTS
(Sigma Aldrich®), serbuk K>S»0s (Kalium persulfat), Etanol 96% (Medika),
Vitamin C (Merk®), serbuk Mg (Magnesium), HCI pekat (Merk®), FeClz
5%, H2SO4 pekat (Merk®), pereaksi Wagner (Merk®), aquadest, KMnOQO4
0,1% (Kalium Permanganat 0,1%), HCI 2 N (Merk®).
E. Besar Sampel
Dalam penelitian ini diperlukan buah jeruk lemon sebanyak 22 buah. Buah
jeruk lemon diperoleh dari salah satu supermarket di Solo. Kulit buah jeruk lemon

diserbuk sebanyak 200 gram untuk dilakukan penelitian.



F. Alur Penelitian

1. Bagan
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. Cara Kerja
a. Determinasi Tanaman Jeruk Lemon
Determinasi dilakukan untuk memperoleh kepastian bahwa buah yang
digunakan pada penelitian benar buah yang dimaksud, sehingga kemungkinan
terjadinya kesalahan pada saat pengumpulan bahan dapat dihindari.
Determinasi buah jeruk lemon dilakukan di Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Tanaman Obat Tradisional (B.P,TOOT) Tawangmangu.
b. Penyiapan Sampel
Sampel yang digunakan diperoleh dari salah satu supermarket yang ada di
Solo, Jawa Tengah. Sampel kulit buah jeruk lemon dipotong ukuran kecil,
kemudian dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 50°C selama 24 jam.
Kulit jeruk lemon yang telah dikeringkan, dihancurkan menggunakan blender,
kemudian diayak dengan ayakan 60 mesh (Fitriani, 2013 dalam Dyta, 2018).
c. Ekstraksi
Serbuk kulit jeruk lemon ditimbang sebanyak 200 g, kemudian
dimasukkan dalam bejana maserasi, kemudian ditambahkan pelarut etanol 96%
(1:7,5) sebanyak 1500 mL. Maserasi dilakukan selama 3 hari dengan dilakukan
pengadukan 1 kali dalam sehari. Larutan kemudian disaring sehingga diperoleh
filtrat pertama. Residu yang didapat dimaserasi kembali selama 1 hari dengan
pelarut etanol 96% (1:2,5) sebanyak 500 mL sehingga didapatkan filtrat kedua.
Filtrat pertama dan kedua dikumpulkan menjadi satu selanjutnya dipekatkan

dalam rotary evaporator pada suhu 40°C dan dipanaskan dengan waterbath
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pada suhu 50°C sehingga diperoleh ekstrak kental (Widarta, 2013 dalam Dyta,

2018).

d. Uji Skrining Fitokimia

1)

2)

3)

4)

Pemeriksaan Flavonoid
Pengujian dilakukan dengan cara memipet sampel sebanyak 2 mL

dimasukkan kedalam tabung rekasi, kemudian ditambahkan ditambahkan
beberapa HCI pekat dan sedikit serbuk Mg dikocok dan dibiarkan memisah
Flavonoid positif jika terjadi warna merah, kuning, jingga (Theodora, 2019).
Pemeriksaan Senyawa Fenol

Sampel sebanyak 2 mL ditambahkan 2 tetes larutan FeClz 5%.
Pembentukan warna hijau atau hijau biru menunjukkan senyawa fenol dalam
bahan (Bintang dkk., 2014).
Pemeriksaan Alkaloid

Sampel sebanyak 2 mL ditambahkan 3-5 tetes H.SO4 2 N lalu dikocok
hingga terbentuk dua lapisan. Kemudian dianalisis dengan pereaksi Wagner
sebanyak 4-5 tetes. Terbentuknya endapan coklat menunjukkan bahwa
sampel tersebut mengandung alkaloid (Harborne, 1987).
Pemeriksaan Uji Vitamin C

Sampel diambil sebanyak 2 mL dimasukkan kedalam tabung reaksi dan
ditambahkan 3 tetes KMnO4 0,1%. Jika berwarna coklat menunjukkan adanya

senyawa Vitamin C (Auterhoff, 1987).

e. Pembuatan Larutan

1)

ABTS (2,2-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid)



2)

3)
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Larutan ABTS (7 mM) dibuat dengan cara ditimbang 18,011 mg
ABTS dilarutkan dalam 5,0 mL etanol 96% (diperoleh larutan A), kemudian
K2S:0s (2,45 mM) dibuat dengan cara ditimbang seksama 14 mg K>S:Os
dilarutkan dalam 20 mL etanol 96% (diperoleh larutan B). Dalam ruang gelap
sebanyak 5,0 mL larutan A dan sebanyak 5,0 mL larutan B dicampur sampai
homogen dan di inkubasi selama 14 jam (Mirnawati, 2019).
Larutan Blangko

Larutan persulfat sebanyak 5,0 mL ditambahkan 5 mL akuades,
diinkubasi dalam ruang gelap pada suhu 22-24°C selama 12-16 jam.
Larutan PBS pH 7,4

Natrium klorida ditimbang seksama sebanyak 0,8 g, 0,02 g kalium
klorida, 0,142 g natrium fosfat, 0,024 g kalium dihidrogen fosfat dalam

akuades sampai 100 mL.

. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Lemon

Larutan baku induk 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 50 mg ekstrak

etanol kulit jeruk lemon dimasukkan dalam labu ukur dan dilarutkan dengan

etanol 96% sampai tanda batas 50 ml.

. Pembuatan Larutan Standar Vitamin C

Larutan baku kerja Vitamin C 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang

Vitamin C murni sebanyak 10 mg kemudian dimasukkan dalam labu ukur dan

dilarutkan dengan etanol 96% sampai tanda batas 10 mL. Larutan stok vitamin C

dipipet sebanyak 1 mL dimasukkan dalam labu ukur dan kemudian ditambahkan
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etanol 96% sampai tanda batas 10 mL untuk mencapai konsentrasi 100 ppm
(larutan intermediet).
. Penentuan Operating Time

Larutan baku Vitamin C 100 ppm dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan
dalam labu ukur 5 ml kemudian ditambahkan 0,1 mL larutan ABTS kemudian
ditambahkan dengan etanol 96% hingga tanda batas 5 mL. Setelah itu, baca
absorbansinya dengan spektrofotometri visibel pada panjang gelombang
maksimum teoritis 730 nm dengan interval waktu 1 menit hingga 30 menit,
sehingga didapat waktu optimum yang stabil.
Penentuan Panjang Gelombang Maksimal

Larutan ABTS dipipet sebanyak 0,1 mL dan dimasukkan dalam labu ukur 5
mL kemudian ditambahkan dengan larutan PBS pH 7,4 hingga tanda batas 5 mL.
Selanjutnya di inkubasi selama waktu operating time yang diperoleh. Serapan
diukur dengan spektrofotometri UV-Vis yang telah diatur panjang gelombangnya

dari 700-800 nm hingga diperoleh panjang gelombang maksimal.

J. Pengukuran Serapan Larutan Kontrol ABTS

Larutan ABTS dipipet sebanyak 0,1 mL dan dicukupkan volumenya
sampai 5,0 mL dengan etanol 96% dalam labu ukur. Selanjutnya didiamkan
selama waktu tercapainya operating time. Larutan ini kemudian diukur dengan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yang diperoleh.

. Pengukuran Aktivitas Pengikatan Radikal Bebas ABTS Dengan Sampel
Larutan stok sampel ekstrak kulit jeruk lemon 1000 ppm dipipet masing-

masing 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL, 2,5 mL, kemudian masing-masing
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dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL dan volumenya dicukupkan sampai tanda
batas dengan etanol 96% sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 100 ppm,
200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, dan 500 ppm. Larutan sampel kerja pada setiap
konsentrasi masing-masing dipipet sebanyak 0,5 mL kemudian dimasukkan ke
dalam labu ukur 5 mL, dan ditambahkan larutan ABTS sebanyak 0,1 mL dan
dicukupkan volumenya sampai tanda batas dengan etanol 96% sehingga diperoleh
konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, dan 50 ppm. Larutan ini kemudian
di diamkan selama waktu tercapainya operating time. Selanjutnya diukur serapan
dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yang
diperoleh dan dilakukan replikasi 3 kali.
Pengukuran Aktivitas Pengikatan Radikal Bebas ABTS Dengan Vitamin C Murni
Pengujian dilakukan dengan memipet larutan stok vitamin C 100 ppm
masing-masing 0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL, 1,25 mL, dan 1,5 mL, kemudian
dimasukkan dalam labu ukur 5 mL kemudian masing-masing volumenya
dicukupkan sampai tanda batas dengan etanol 96% sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm. Larutan baku
kerja pada setiap konsentrasi masing-masing dipipet sebanyak 1 mL kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL, dan ditambahkan larutan ABTS sebanyak
0,1 mL dan dicukupkan volumenya sampai tanda batas dengan etanol 96%
sehingga diperoleh konsentrasi 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm, dan 6 ppm. Larutan
ini kemudian didiamkan selama waktu tercapainya operating time. Selanjutnya
diukur serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang

maksimum yang diperoleh dan dilakukan replikasi 3 kali.



29

G. Analisa Data dan Penelitian

1. Aktivitas antioksidan (%IC) dihitung dengan rumus:

Abs Blangko—Abs Sampel
Abs Blangko

% Hambatan X 100%

2. Validasi Metode Uji Aktivitas Antioksidan
Validasi dilakukan dengan menghitung nilai presisi (% CV) spesifitas dan

linearitas

standar devisiasi konsentrasi terukur
% CV =

x 100%

rata—rata konsentrasi teoritis

3. Estimasi Aktivitas Antioksidan

Data antioksidan pada radikal ABTS (% penghambatan) ekstrak
etanol kulit jeruk lemon dianalisis dan dihitung nilai 1Cso. Semakin kecil nilai 1Cso
berarti aktivitas antioksidan semakin kuat. Pada penelitian ini nilai 1Cso dianalisis
dan dihitung menggunakan persamaan regresi linear.

Data hambatan dan konsentrasi larutan digunakan mencari nilai 1Cso
dengan persamaan regresi linear y = a+ bx, dimana y adalah % hambatan 50
(senilai 50) dan x adalah nilai ICso. Tingkatan kekuatan antioksidan menurut
Ariyanto, 2006:

Tabel 4. Tingkatan aktivitas antioksidan (Ariyanto, 2006)

Nilai Tingkatan
ICs0< 50 pug/ml Sangat kuat
ICs0 50-100 pg/mi Kuat

ICs0 101-150 pg/ml Sedang

I1Cs0 > 150 pg/ml Lemah




BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Ekstrak etanol kulit jeruk lemon memiliki aktivitas antioksidan yang dapat diuji

menggunakan metode ABTS.

2. Nilai 1Csp ekstrak etanol kulit jeruk lemon sebesar 11,1294+0,0905 ppm

sehingga aktivitas antioksidan dikatakan sangat kuat (<50 pg/ml).

B. Saran

Perlu dilakukan validasi lebih lanjut terhadap sampel kulit buah jeruk
lemon import pada operating time dan panjang gelombang maksimum supaya

bisa diperoleh senyawa yang lebih stabil.
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