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ABSTRAK

Radikal bebas dapat menyebabkan beberapa penyakit pada manusia. Antioksidan
merupakan senyawa yang dapat meredam radikal bebas. Penelitian i dilakukan untuk
menentukan kandungan fenolik total dan flavonoid total ekstrak dan fraksi daun jeruk purut
serta aktivitas antioksidannya. Penyiapan ekstrak dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 96% sedangkan penyiapan fraksi dilakukan dengan metode
partisi menggunakan corong pisah. Kandungan fenolik dan flavonoid total ditentukan dengan
metode spektrofotometri UV-Vis. Aktivitas anticksidan ditentukan dengan metode peredaman
radikal 2, 2-diphenyl-1-picrvlhydrazy! (DPPH). Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas
antioksidan peredaman radikal DPPH dan kandungan fenolik total paling tinggi adalah fraksi
etil asetat daun jeruk purut dengan nilai ICsy (161,35 + 2,07) pg/ml dan kandungan fenolik
total sebesar (8,04=0,44) %b/b EAG. Sedangkan kandungan flavonoid total paling tinggi
dimiliki oleh ekstrak etanol daun jeruk purut yaitu sebesar (4,25+0,45) % b/b EK.

Kata kunci : daun jeruk purut, total fenolik, total flavonoid, antioksidan.

PENDAHULUAN

Reactive oxygen species (ROS) atau radikal bebas dapat menyebabkan penyakit-
penyakit pada manusia seperti terjadinya inflamasi, kardiovaskuler, neurodegeneratif dan
kanker. Jumlah radikal bebas dalam tubuh dapat dikurangi dengan adanya antioksidan.
Senyawa antioksidan mampu meredam radikal bebas karena senyawa antioksidan mampu
menyumbangkan elektron untuk menetralisir senyawa radikal bebas tersebut (Chen
dkk.,2010).

Banyak penelitian telah melaporkan bahwa sumber alam seperti buah-buahan dan
sayuran yang kaya polifenol bermanfaat dalam mengurangi sejumlah penyakit degeneratif
yang disebabkan oleh radikal bebas. Senyawa polifenol seperti flavonoid mempunyai cincin
fenol yang mempunyai aktivitas antioksidan (Bae dkk., 2009; Karim dkk., 2014;Menaa dkk.,
2014).

Salahi satu sumber alam yang dapat dijadikan sumber antioksidan adalah tanaman
jeruk purut (Citrus hystrix). Telah dilakukan penelitian bahwa tanaman jeruk purut
mengandung aikaloid polifenol, a-tokoferol, minyak atsiri, tannin, steroid triterpenoid,
sitronellal, flavanoid sianidin, myricetin, peonidin, quercetin, luteolin, hesperetin, apigenin,
dan isorhamnetin. Senyawa-senyawa tersebut memiliki efek sebagai antioksidan terutama
senyawa {lavonoid (Rahmi dkk., 2013).

Penelitian terkait mantaat dari senyawa bioaktif daun jeruk purut telah banyak
dilakukan, namun informasi terkait aktivitas antioksidan dari fraksi-fraksi daun jeruk purut
masih minim. Hal inl mendorong penelitian terkait uji aktivitas antioksidan ekstrak dan fraksi
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daun jeruk purut sehingga dapat ditentukan ekstrak atau fraksi yang paling kuat aktivitas

antioksidannya.

METODF PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian 11 diantaranya: vacum rotary evaporator,
neraca digital, spektrofotometer UV-Vis, micropipet, dan alat-alat gelas. Sedangkan bahan-
bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun jeruk purut, DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhidrazil), asam galat, kuersetin, pereaksi Folin-Ciocalteu. natrium karbonat, alumunium
klorida, kalium asetat, etanol, etil asetat dan aquades.
Jalannya Penelitian
Penyiapan Sampel

Serbuk simplisia daun jeruk purut sebanyak 800 gram dimaserasi dengan 4 liter etanol
96% selama 3x24 jam. Setelah itu maserat hasil maserasi dipekatkan dengan rotary evaporator
sampai diperoleh ekstrak kental. Ekstrak etanol yang dipercleh selanjutnya dipartisi
menggunakan corong pisah dengan pelarut etil asetat schingga diperoleh fraksi etil asetat dan
fraksi air.
Penentuan kandungan fenolik totai

Sejumlah sampel uji dimasukkan kedalam labu takar 5 ml selanjutnya ditambah
dengan 0,2 ml reagen Folin-Ciocalteu dan didiamkan selaina 5-8 menit. Setelah itu ditambah
dengan 2 ml Na,CO; 7% dan diadd dengan aquades sampai batas tanda serta didiamkan
selama 68 menit. Sampel uji tersebut diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimal yaitu 767 nm. Kandungan fenoiik total dinyatakan dalam grain ekivalen asam galat
tiap berat kering sampel (%b/b EAG).
Penentuan kandungan flavonoid total

Sejumlah sampel uji dimasukkan kedalam labu takar 5 ml ditambah dengan etanol
sebanyak 1 ml, AICI3 10% sebanyak 100 pL, kalium asetat 1 M sebanyak 100 uL dan
ditambah dengan aquades sampai batas tanda. Larutan didiamkan selama OT (operating time)
58 menit dan dibaca absorbansinya pada panjang gelombang maksimal 434 nm terhadap
blanko yang terdiri atas semua pereaksi yang digunakan akan tetapi tidak mengandung sampel
uyji. Kandungan flavonoid total dinyatakan sebagai gram ekivalen kuarsetin tiap 100 gram
sampel.
Penentuan aktivitas antioksidan dengan metode DPPH

Sejumlah larutan sampel dengan berbagai konsentrasi dimasukkan dalam labu takar 5
mil ditambah dengan 1 ml DPPH 0,4 mM dan etanol sampai batas tanda. Campuran didiamkan
selama 30 menit kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimal 517 nm.
Efek peredaman radikal DPPH dihitung berdasarkan persentase pemudaran warna
ungu DPPH menjadi kekuningan. Besamya presentase aktivitas antioksidan dihitung dengan
TUIUS:

% inhibisi=

abs kontrol —abs sampel
P2 x 100%
abs kontrol
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Nilai IC<, pada penangkapan radikal DPPH diperoleh berdasarkan persamaan regresi linier
sert konsentrasi sampel terhadap persen inhibisi, y=a+bx. Nilai 1Cs, dapat dihitung dengan
50—-a

menggunakan rumus: ICs=

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penclitian ini penentuan kandungan fenolik total ckstrak ctanol, fraksi ctil asetat

dan fraksi air dari daun jeruk purut dilakukan dengan metode kolorimetri dengan reagen folin-

cioucalte, sebagal standar digunakan asam galat. Penentuan kandungan fenolik total

didasarkan pada reaksi antara sampel uji dengan reagen folin-cioucalte yang mengandung

asam fosfomolibdat dan fostotungstat. Reaksi tersebut akan menghasilkan senyawa kompleks

molybdenum-tungstat vang bewarna biru sehingga dapat diukur pada panjang gelombang

maksimum 767 nm. Kandungan fenolik total dari ekswrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi
air daun jeruk purut dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kandungan fenolik total ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air daun
jeruk purut
Kandungan fenolik total (% EAG)

Rata-rata kandungan

Sampel Replikasi  Replikasi  Replikasi fenolik total (%b/b EAG)
1 2 3
Ekstrak  etanol R B
sebelum dipartisi 3,86 4,10 4.07 4.01+0,13
Fraksi etil asetat 8,54 7.89 7.70 8,0440.44
Fraksi air 6,09 6,54 6,65 6,43x0,29

Berdasarkan Tabel 1 menunjukkan bahwa kandungan fenolik total pada fraksi etil
asetat daun jeruk purut paling tinggi diantara ekstrak etanol dan fraksi air yaitu sebesar
8,04+£0,44 %b/b EAG.Selain kandungan fenolik total dalam penelitian ini ditentukan pula
kandungan flavonoid total dengan metode kolorimetri menggunakan reagen AlCl;, sebagai
standar digunakan kuarsetin. Dalam pengujian ini didasarkan pada reaksi antara senyawa
flavonoid yang terdapat dalam sampel dengan reagen AlCl; yang akan menghasilkan warna
kuning sehingga dapat diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum 4334 nm.Adapun kandungan falvonoid total dinyatakan dalam %b/b ekuivalen
kuarsetin (%b/b EK). Kandungan flavonoid total dari ekstrak ctanol, fraksi etil asetat dan
fraksi air daun jeruk purut dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kandungan flavonoid total ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air daun
jeruk purut

Kandungan fiavonoid total (% EK) Rata-rata kandungan
Sampel ‘Replikasi  Replikasi  Replikasi flavonoid totai (%b/b
1 2 3 EK)
Ekstrak  etanol
sebelum dipartisi 3,74 4,58 4,44 4.25+0,45
Fraksi etil asetat 3,21 2,66 3,01 2,96+0,28
 Fraksi air 1,72 1,91 1,87 1.83+0,10
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abel 2 menunjukkan hasil kandungan tlavonoid total ekirak etanol, fraksi etil asetat
dan fraksi air dari daun jeruk purut yang masing-masing scbesar 4,2540.,45; 2,96+0,28; dan
1,83+0,10 %b/b EK. Berdasarkan hasil tersebut dapat dilihat bahwa kandungan flavonoid
total dari ekstrak etanol paling tinggi diantara fraksi etil asetat dan fraksi air daun jeruk purut.
Hasil penentuan kandungan fenolik total dan flavonoid total menunjukkan hasil yang berbeda
dimana kandungan fenolik total paling tinggi adalah fraksi etil asetat daun jeruk purut
sedangkan kandungan flavonoid total paling tinggi vaitu ekstrak etanol daun jeruk purut. Hal
ini terjadi karena pengujian kandungan tlavonoid total dengan menggunakan reagen AlCl;
mempunyai kekurangan yaitu reagen tersebut tidak bisa mengkomplekskan semua senyawa
flavonoid. Reagen AICI; tidak bisa mengkomplekskan senyawa golongan flavanon dan
flavanonol schingga tidak semua senyawa flavonoid dalam sampel dapat terukur (Apak
dkk.,2007).

Pengujian aktivitas antioksidan dalam penelitian ini dilakukan berdasarkan predaman
radikal DPPH. Pengujian ini didasarkan pada kemampuan suatu senyawa antioksidan dalam
mendonorkan atom H sehingga dapat mereduksi radikal DPPH menjadi senyawa non radikal.
Hal ini dapat dilihat dari perubahan warna pada larutan sampel uji dari bewarna ungu menjadi
bewarna kuning. Aktivitas antioksidan pada sampel dinyatakan dalam nilai ICsy yang
menyatakan konsentrasi sampel yang dapat meredam radikal DPPH sebesar 50 % (Karim
dkk., 2014). Aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air dari daun
jeruk purut dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Aktivitas antioksidan ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air daun jeruk
purut dengan metode DPPH

ICsg (ng/mi) Rata-rata ICsg
Sampel e — e -
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 (pg/mi)
Ekstrak etanol
sebelum dipartisi 349,38 351,46 356,12 352,32 £3,45
Fraksi etil asetat 159,76 163,68 160,61 161,35 £ 2,07
_Fraksi aii 225,61 221,70 220,95 22275+ 2,50

Berdasarkan Tabel 3 menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan dari ektrak etanol,
fralesi etil asetat dan fraksi air dari daun jeruk purut yaitu dengan nilai ICsp masing-masing
sebesar (352,32 £+ 3,45) pg/ml; (161,35 + 2,07) ug/ml dan (222,75 £ 2,50) ug/ml. Semakin
kecil nilai IC5; menunjukkkan bahwa aktivitas antioksidan semakin kuat. Berdasarkan hasil
uji aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa fraksi etil asetat daun jeruk purut memiliki
aktivitas antioksidan paling kuat diantara ekstrak etanol dan fraksi air daun jeruk purut vaitu
sebesar (161,35 + 2,07) pg/ml. Akan tetapi aktivitas antioksidan fraksi etil asetat tersebut
masih tergolong lemah karena menurut Muzuka dkk., (2018) aktivitas antioksidan yang
memiliki nilai ICsp > 150 ug/ml tergolong aktivitas antioksidan yang lemah.

KESIMPULAN )

Dari sampel ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air daun jeruk purut semuanya
memiliki aktivitas antioksidan. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan peredaman radikal
DPPH dan kandungan fenolik total paling tinggi adalah fraksi etil asetat daun jeruk purut
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vaitu dengan nilai ICs, (161,35 + 2.07) pg/ml dan kandungan fenolik total sebesar
(8.04=0.44) %b/b EAG. Sedangkan kandungan flavonoid total paling tinggi dimiliki oleh
ckstrak etanol daun jeruk purut vaitu sebesar (4,2540.45) % b/b EK.
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