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UJI AKTIVITAS ANTIKOLESTEROL FRAKSI ETIL ASETAT  

BUAH JERUK PURUT (Cytrus hystrix D.C.)  

SECARA IN-VITRO 

Anisa Hidayati  

14437 FA 

 

INTISARI 

 

Makanan cepat saji banyak mengandung kolesterol. Kolesterol dalam 

jumlah normal diperlukan sebagai bahan pembentuk dinding sel dan pembentukan 

hormon. Namun kadar kolesterol yang tinggi di dalam tubuh dapat menyebabkan 

terjadinya hiperkolesterol dan jika berlangsung lama dapat menyebabkan 

hipertensi dan penyumbatan pada pembuluh darah otak, jantung, dan pembuluh 

darah tungkai. Buah jeruk purut (Cytrus hystrix D.C.) mempunyai kandungan 

seperti flavonoid, fenolik dan vitamin C yang diduga dapat menurunkan kadar 

kolesterol.  

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui aktivitas 

antikolesterol dari fraksi etil asetat buah jeruk purut dan besar nilai EC50-nya 

secara in-vitro. Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode 

refluks dengan pelarut metanol kemudian dipekatkan lalu dipartisi dengan air dan 

etil asetat (1:1). Uji aktivitas antikolesterol dilakukan dengan metode Lieberman-

Burchard. Fraksi etil asetat buah jeruk purut dibuat dengan seri konsentrasi 1080 

ppm, 1200 ppm, 1320 ppm, 1440 ppm dan 1560 ppm. Hasil penelitian 

menunjukkan persentase rata-rata penurunan kadar kolesterol setelah pemberian 

fraksi etil asetat berturut-turut dari konsentrasi besar kekecil yaitu sebesar 

28,6857% (0,3169%), 34,7815% (0,2113%), 45,1857% (0,4799%), 49,6273% 

(0,0634%) dan 56,2383% (0,2426%). Nilai EC50 aktivitas antikolesterol fraksi etil 

asetat buah jeruk purut yaitu 1441,7361 ppm.   

 

Kata kunci: Buah jeruk purut, Antikolesterol, Lieberman-Burchard 
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THE EXPERIMENT ANTI-CHOLESTEROL ACTIVITY OF KAFFIR 

LIME FRUIT (Citrus hystrix D.C.) ETHYL ACETATE FRACTION  

IN-VITRO 

Anisa Hidayati 

14437 FA 

 

ABSTRACT 

Fast food contains lots of cholesterol. Cholesterol in normal amount is 

required as a precursor of the cell walls and the formation of hormones. However, 

high cholesterol levels in the body can lead to hypercholesterol and if it lasts a for 

long time, it can cause hypertension and blockage in the blood vessels of the 

brain, heart, and legs. Kaffir lime fruit contains flavonoids, phenolic, and vitamin 

C which is supposed to decrease cholesterol levels.  

This research was conducted in order to determine anti-cholesterol activity 

of ethyl acetate fraction of kaffir lime fruit in vitro and EC50 its great value 

invitro. Extraction method used in this research is the method of refluks with 

methanol as the concentrated and then partitioned with water and ethyl acetate 

(1:1). Anti-cholesterol activity test was conducted by Lieberman-Burchard. Ethyl 

acetate fraction kaffir lime fruit was made with concentration series 1080 ppm, 

1200 ppm, 1320 ppm, 1440 ppm, and 1560 ppm. The result showed a percentage 

decrease in cholesterol levels after administration of ethyl acetate fraction 

respectively for 28,6857% (0,3169%), 34,7815% (0,2113%), 45,1857% 

(0,4799%), 49,6273% (0,0634%) dan 56,2383% (0,2426%). EC50 activity of anti-

cholesterol ethyl acetate fraction of kaffir lime fruit is 1441,7361 ppm.   

 

Keywords: Kaffir lime fruit, Anti-Cholesterol, Lieberman-Burchard 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Gaya hidup masyarakat Indonesia saat ini berubah sangat signifikan. Hal 

itu disebabkan karena semakin rendahnya keseimbangan antara aktivitas dan olah 

raga  terhadap pola makan masyarakat sehingga masalah kesehatan sering timbul. 

Salah satu perubahan gaya hidup yang terjadi yaitu perubahan pola makan 

masyarakat yang seharusnya dijaga dengan mengkonsumsi makan-makanan yang 

sehat, namun saat ini banyak masyarakat yang lebih suka mengkonsumsi makanan 

cepat saji (fast food) yang banyak mengandung lemak jenuh. Faktor penyebab 

terjadinya hiperkolesterolemia selain pola makan yaitu kurangnya berolahraga dan 

tingginya tingkat depresi.  

Hiperkolesterolemia adalah suatu kondisi dimana meningkatnya 

konsentrasi kolesterol dalam darah yang melebihi normal. Kolesterol merupakan 

salah satu unsur lemak yang mempunyai fungsi penting dan diperlukan dalam 

berbagai proses metabolisme tubuh, seperti untuk bahan pembentuk dinding sel 

dan pembentukan hormon (Wijayakusuma, 2008). Kolesterol dapat diabsorbsi 

dengan lambat dari saluran pencernaan ke dalam saluran limfe usus. Sejumlah 

kecil kolesterol dipakai oleh: (1) kelenjar adrenal untuk membentuk hormon 

adrenokortikal, (2) ovarium untuk membentuk progesteron dan esterogen, dan (3) 

testis untuk memproduksi testosteron (Guyton dan Hall, 2008). 
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Kadar kolesterol total yang tinggi akan membentuk aterosklerosis  yang 

dapat menyebabkan hipertensi dan penyumbatan pada pembuluh darah otak, 

jantung, dan pembuluh darah tungkai. Aterosklerosis merupakan suatu penyakit 

terbentuknya plak di dinding pembuluh arteri besar yang mengakibatkan 

menyempitnya rongga pembuluh darah dan menurunkan elastisitas pembuluh 

darah tersebut. Penyumbatan pada pembuluh darah otak akan menyebabkan 

penyakit serebrovaskular seperti stroke. Penyumbatan pada pembuluh darah 

jantung dapat menyebabkan penyakit kardiovaskular seperti jantung koroner. 

Sedangkan penyumbatan pembuluh darah tungkai menyebabkan penyakit 

pembuluh darah tepi yang sering terjadi pada kaki yang dapat menimbulkan 

keluhan nyeri, kram, dan ganren (Garnadi, 2012).  

Usaha-usaha yang dapat dilakukan untuk menurunkan kolesterol dalam 

darah yaitu menghindari faktor penyebab terjadinya hiperkolesterol dan 

mengkonsumsi obat-obatan sintetis. Obat-obat sintetis jika dikonsumsi oleh tubuh  

dalam jangka panjang akan menimbulkan efek samping yang berbahaya. 

Sebaiknya dalam pengobatan hiperkolesterolemia digunakan bahan-bahan alam 

seperti buah atau sayuran. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh 

Agustini, dkk. (2007) bahwa labu siam mengandung pektin yang dapat 

menurunkan kadar kolesterol total dan trigliserida. Sedangkan menurut Amin 

(2015), buah parijoto yang mengandung flavonoid, saponin dan tanin mampu 

menurunkan kolesterol dan lipid dalam darah. Penelitian lain tentang aktivitas 

antikolesterol juga dilakukan oleh Priatna, dkk. (2015) bahwa ekstrak buah 

strawberry memberikan efek antikolesterol sebesar 69,778% dan 74,541%. 
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Sementara untuk ekstrak buah pepino memberikan aktivitas kolesterol sebesar 

74,78% dan 69,86%. 

Salah satu tanaman yang diduga memiliki efek antikolesterol yaitu jeruk 

purut. Buah ini memiliki banyak manfaat karena kandungan yang terdapat di buah 

jeruk purut. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Juanda, dkk. (2015) bahwa 

jeruk purut memiliki kandungan total fenol dengan kadar 141,7 mg GAE/100g jus 

dan antioksidan dengan EC50 sebesar 1.255,07 µg/mL. Devy, dkk. (2010) juga 

meneliti tentang kandungan flavonoid pada tanaman jeruk purut. Hasil penelitian 

membuktikan bahwa kandungan flavonoid tertinggi pada tanaman jeruk purut  

yaitu pada bagian buah sebesar 18,8 ppm. Senyawa aktif yang terkandung dalam 

jeruk purut menurut Ismawan (2012) yaitu flavonoid, glikosida (narirutin, 

naringin, hesperidin, neohesperidin), kumarin, bergamottin, oxypeucedain, 

minyak atsiri terdiri dari citronelal, geranial, dan d-limonene.  

Berdasarkan latar belakang diatas, maka dilakukan penelitian terhadap 

pengaruh pemberian sari jeruk purut dalam menurunkan kadar kolesterol.  

 

B. Perumusan Masalah 

Apakah fraksi etil asetat buah jeruk purut (Cytrus hystrix D.C.) memiliki 

aktivitas antikolesterol dan berapakah nilai EC50-nya secara in-vitro? 

 

C. Tujuan Penelitian 

Untuk mengetahui aktivitas antikolesterol dari fraksi etil asetat buah 

jeruk purut (Cytrus hystrix D.C.) dan besar nilai  EC50-nya secara in-vitro. 
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D. Manfaat Penelitian 

1. Untuk memberikan informasi kepada masyarakat bahwa buah jeruk purut 

(Cytrus hystrix D.C.) dapat digunakan sebagai alternatif untuk menurunkan 

kadar kolesterol dalam darah. 

2. Untuk memberikan informasi kepada masyarakat agar menggunakan bahan 

alami untuk pengobatan hiperkolesterolemia karena lebih aman dan memiliki 

efek samping yang lebih ringan dibanding obat-obatan sintetik.  
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Desain Penelitian 

Penelitian ini bersifat deskriptif eksperimental. Bersifat deskriptif karena 

data yang diperoleh dipaparkan sebagai hasil, dan eksperimental karena sampel 

yang diuji diberikan manipulasi perlakuan sebelum dianalisis melalui berbagai 

perbedaan konsentrasi sampel.  

 

B. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi, Stikes Nasional 

Surakarta pada bulan November 2016 – Januari 2017.  

 

C. Populasi dan Sampel 

1. Populasi  

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah jeruk purut di 

daerah Karanganyar. 

2. Sampel 

Sampel yang digunakan yaitu buah jeruk purut dari yang diambil dari 

daerah Gondangrejo RT 3 RW 2, Jatikuwung, Gondangrejo, Karanganyar. 
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D. Besar Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Bagan besar sampel 
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E. Variabel Penelitian 

Penelitian ini menggunakan variabel penelitian:  

1. Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi fraksi etil asetat buah 

jeruk purut (Cytrus hystrix D.C.).  

2. Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas penurunan kadar 

kolesterol fraksi etil asetat buah jeruk purut (Cytrus hystrix D.C.).  

3. Variabel Terkontrol 

Dalam penelitian ini yang berperan sebagai variabel terkontrol adalah 

konsentrasi baku kolesterol 92,5%, metode uji aktivitas antikolesterol.  

Batasan yang digunakan peneliti yaitu :  

a Pembuatan larutan baku kolesterol 1000 ppm yaitu baku kolesterol 92,5% 

sama dengan 925000 ppm. Jadi 100 gram baku kolesterol 92,5% setara 

dengan 92,5 gram baku kolesterol 100%.  

b Metode uji aktivitas antikolesterol yang digunakan yaitu metode 

Lieberman Burchard. 
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F. Kerangka Pikir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Bagan kerangka pikiran 

Buah jeruk purut berpotensi untuk dijadikan 

alternatif pada pengobatan antikolesterol 

Mengandung banyak metabolit sekunder 

Dilakukan uji aktivitas antikolesterol 

Dilakukan uji kualitatif metabolit sekunder 

Kesimpulan 

Pola hidup masyarakat yang suka mengkonsumsi 

makanan saji tanpa diimbangi olahraga 

Muncul kasus 

hiperkolesterolemia  
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G. Jalan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Bagan jalan penelitian 
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H. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu timbangan analitik 

(Ohaus Pioneer dengan sensitivitas 0,0001 g dan minimal penimbangan 0,1000 g), 

kertas saring, aluminium foil, sentrifugasi, dan Spektrofotometer UV-VIS 

(Shimadzu  UV  mini-1240), kuvet Hellma Analytic type No 100.600 QG Light 

path lotum, alat-alat gelas seperti gelas beker dan labu ukur (pyrex). Selain itu 

digunakan pula alat–alat penunjang yang lazim digunakan dalam analis 

spektrofotometri.  

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu buah jeruk purut 

(Citrus hystrix D.C.) sebanyak 1500 mg, NaOH 10%, FeSO4, larutan Besi (III) 

Klorida, aseton, serbuk asam borat, serbuk oksalat, eter, asam klorida 2N, asam 

klorida 1N, larutan gelatin 0,5%, baku kolesterol, H2SO4 pekat, asam asetat 

anhidrat, kloroform pa, etil asetat, dan metanol pa.    

 

I. Cara Kerja 

1. Determinasi Tanaman Cytrus hystrix D.C. 

Determinasi dilakukan terlebih dahulu untuk memperoleh kepastian 

bahwa tanaman yang digunakan pada penelitian berasal dari tanaman yang 

dimaksud, sehingga kemungkinan timbulnya kesalahan dalam pengumpulan 

bahan penelitian dapat dihindari. Identifikasi dan determinasi tanaman jeruk purut 

(Cytrus hystrix D.C.) dilakukan di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan 

Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOOT).  
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2. Penyiapan Bahan dan Preparasi Sampel 

a Penyiapan bahan 

Buah dipilih yang masih utuh atau tidak rusak dan sudah matang (Juanda, 

2015). Buah dibersihkan dan dicuci dengan air mengalir lalu dikupas bagian 

kulitnya kemudian ditimbang 1500 mg.  

b Preparasi sampel 

Sampel sebanyak 1500 mg dimasukkan ke dalam gelas beker ditambah 

dengan 10 ml asam klorida 1N dan 100 ml metanol kemudian di refluks selama 60 

menit. Ekstrak yang dihasilkan disaring, lalu dipekatkan. Ekstrak kering 

dilarutkan dengan 50 ml air dan dipartisi dengan 50 ml etil asetat. Fraksi etil 

asetat dipisahkan lalu dikeringkan. Fraksi etil asetat dilarutkan dengan 25 ml 

kloroform (Devy, dkk., 2010).  

3. Pembuatan Larutan Sampel 

a Pembuatan larutan untuk uji kualitatif 

1) Ekstrak buah jeruk purut yang didapat dilakukan uji kualitatif. 

2) Fraksi etil asetat kering dilarutkan dengan etanol 96% lalu dilakukan uji 

kualitatif. 

b Pembuatan larutan untuk uji kuantitatif 

Larutan fraksi etil asetat buah jeruk purut akan menjadi larutan dengan 

kadar 60.000 ppm. Larutan fraksi etil asetat buah jeruk purut 60.000 ppm  dibuat 

seri konsentrasi 1080 ppm, 1200 ppm, 1320 ppm, 1440 ppm dan 1560 ppm 

dengan menggunakan kloroform.  
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4. Uji Kualitatif 

a Identifikasi Fenolik 

Larutan diambil kurang lebih 1 ml ditambah 1 ml larutan besi (III) 

klorida membentuk warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam yang berarti positif 

mengandung senyawa fenolik (Harborne, 1995). 

b Identifikasi Flavonoid 

Larutan diambil 0,5 ml ditambah dengan 5 ml amonia encer dan 5 ml 

asam sulfat pekat. Adanya senyawa flavonoid ditunjukkan dengan perubahan 

warna dari kuning kehijauan menjadi kuning karena penambahan asam sulfat 

pekat (Markham, 1988).  

c Identifikasi Vitamin C  

Larutan diambil 2 ml lalu ditambah 2 tetes NaOH 10% dan 2 ml FeSO4. 

Campuran akan menghasilkan larutan kuning hingga orange jika mengandung 

vitamin C (Winarno, 1992). 

d Identifikasi Saponin 

Larutan diambil sebanyak 0,5 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 

Ditambah air panas, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama sepuluh 

detik. Terbentuknya buih yang mantap setinggi 1 sampai 10 cm, tidak kurang dari 

10 menit dan tidak hilang dengan penambahan asam klorida 2 N menunjukkan 

adanya saponin (Depkes RI, 1995). 

e Identifikasi Tanin  

Larutan diambil kurang lebih 1 mL ditambah dengan larutan gelatin 0,5 

%. Terbentuknya endapan menunjukkan adanya tanin (Himesh, dkk., 2011). 
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5. Pembuatan Larutan Baku Kolesterol  

Larutan baku induk kolesterol dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm yaitu 

dengan cara melarutkan 0,0541 gram serbuk baku kolesterol 92,5% dalam 50,0 ml 

kloroform.   

6. Penentuan Operating Time 

Penentuan operating time dapat ditentukan dengan cara diambil 0,350 ml 

larutan baku induk kolesterol 1000 ppm lalu dicukupkan dengan kloroform 

sampai volume 5,0 ml kemudian direaksikan dengan asam asetat anhidrat 2,0 ml 

dan 0,1 ml H2SO4 pekat. Operating time diukur tiap menit mulai dari menit 

pertama hingga menit yang menunjukkan absorbansi maksimal atau stabil 

menggunakan panjang gelombang maksimal untuk deteksi kolesterol. Kemudian 

dibuat hubungan antara waktu pengukuran dengan absorbsi larutan, untuk 

mengetahui waktu pengukuran yang stabil.  

7. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan Kolesterol   

Penentuan panjang gelombang maksimum dapat ditentukan dengan 

spektrofotometri visibel dengan cara dilakukan scanning panjang gelombang dari 

larutan standar kolesterol dengan konsentrasi 80 ppm dalam labu 5,0 ml yang 

diambil dari larutan induk 1000 ppm sebanyak 0,350 ml lalu dicukupkan dengan 

kloroform sampai volume 5,0 ml. Lapisan luar tabung ditutup dengan aluminium 

foil untuk melindungi dari cahaya, kemudian direaksikan dengan asam asetat 

anhidrat 2,0 ml dan 0,1 ml H2SO4 pekat. Larutan didiamkan selama 7 menit. 

pengukuran dilakukan menggunakan spektrofotometer visibel dengan panjang 

gelombang 500-700 nm pada menit ke-8 (Karyati, 2013).   
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8. Pembuatan Kurva Standar 

Pembuatan 5 seri konsentrasi dilakukan dengan mengambil dari larutan 

induk kolesterol 1000 ppm sebanyak 0,35; 0,40; 0,45; 0,50; dan 0,55 ml, 

kemudian dicukupkan volumenya masing-masing hingga 5,0 ml dengan 

kloroform sehingga dihasilkan masing-masing larutan dengan konsentrasi 70, 80, 

90, 100 dan 110 ppm. Masing-masing larutan tersebut ditambahkan asam asetat 

anhidrat 2,0 ml dan 0,1 ml H2SO4 pekat kemudian dihomogenkan dengan 

menggunakan sentrifugasi, lapisan luar tabung ditutup dengan menggunakan 

aluminium foil dan diukur sesuai dengan panjang gelombang maksimalnya. Tahap 

selanjutnya dibuat kurva hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi (Karyati, 

2013).  

9. Penentuan Aktivitas Antikolesterol dari Fraksi Etil Asetat Buah Jeruk 

Purut 
 

Seri konsentrasi 1080, 1200, 1320, 1440, dan 1560 ppm fraksi etil asetat 

buah jeruk purut dalam kloroform masing-masing konsentrasi diambil 5,0 ml 

dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 5,0 ml baku 

kolesterol dengan konsentrasi 220 ppm dalam kloroform. Diambil 5,0 ml dari 

campuran tersebut, disentrifugasi selama 2 menit kemudian ditambahkan 2 ml 

asam asetat anhidrat dan 0,1 ml H2SO4  pekat. Larutan didiamkan di tempat gelap 

selama waktu 8 menit hingga terbentuk perubahan warna menjadi hijau. 

Penelitian dilakukan triplo. Hasil warna yang diperoleh dibaca dengan 

spektrofotometer visibel pada panjang gelombang maksimalnya (Hardiningsih 

dan Nonik, 2006). 
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 Larutan blangko yang digunakan pada penelitian ini adalah 5,0 ml 

kloroform ditambah 2 ml asam asetat anhidrat dan 0,1 ml H2SO4 pekat, sedangkan 

kontrol positif yang digunakan berupa 5,0 ml larutan kolesterol 110 ppm dalam 

kloroform ditambah asam asetat anhidrat dan 0,1 ml H2SO4 pekat.  

 

J. Analisis Data 

Absorbansi yang diperoleh dari pengukuran sampel fraksi etil asetat buah 

jeruk purut dibandingkan dengan larutan baku kolesterol untuk mengetahui persen 

kadar penurunan kolesterol. Perhitungan persentase kadar penurunan kolesterol 

menggunakan rumus berikut : 

 

 

Keterangan : 

A = % penurunan kolesterol 

B = Absorbansi kolesterol  

C = Absorbansi kontrol positif 

 

Presisi diperoleh dengan cara menetapkan % inhibisi kadar tiga sampel 

masing-masing tiga kali pengulangan (n = 3). Persen presisi dilihat dari nilai 

Koefisien Variasi (% KV). Semakin kecil nilai % KV maka data yang diperoleh 

semakin baik.  

Presisi dinyatakan dengan % KV, dengan persamaan: 

%100% 









X

SD
KV  

A =  X 100% 
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Keterangan :   

% KV = Koefisien variasi

 
SD = Standar deviasi  

X = Rata-rata 

Nilai EC50 merupakan suatu nilai untuk menggambarkan besarnya 

konsentrasi fraksi etil asetat dari buah jeruk purut  (Cytrus hystrix D.C.) yang 

dapat menurunkan kadar kolesterol total sebesar 50%. Perhitungan nilai EC50 

menggunakan persamaan garis regresi linier yang menyatakan hubungan antara 

konsentrasi sampel uji (X) dengan aktivitas penurunan kadar kolesterol rata-rata 

(Y) dari seri pengukuran sampel secara triplo. Semakin kecil nilai EC50-nya maka 

senyawa uji tersebut mempunyai keefektifan sebagai penurun kadar kolesterol 

yang lebih baik. EC50 dihitung dari kurva regresi linier antara konsentrasi sampel 

uji dari fraksi etil asetat buah jeruk purut versus % aktivitas antikolesterol, yaitu:  

 

 

Keterangan:  

Y = Persen inhibisi  

x = konsentrasi sampel 

A = Intercep 

B = Slope / harga kemiringan kurva  

 

 

Y = Bx + A 
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 BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. KESIMPULAN 

Ada aktivitas antikolesterol fraksi etil asetat buah jeruk purut (Cytrus 

hystrix D.C.) dengan nilai EC50 yaitu 1441,7361 ppm secara in-vitro.   

 

B. SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian maka peneliti menyarankan : 

1. Agar dilakukan penelitian uji aktivitas antikolesterol dari buah jeruk purut 

(Cytrus hystrix D.C.) secara in vivo. 

2. Agar dilakukan penelitian uji aktivitas antikolesterol dari buah atau sayuran 

lain. 
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