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ABSTRAK

Jeruk purut memiliki kandungan senyawa polifenol dan flavonoid yang diyakini memiliki sifat antioksidan
sehingga mampu menangkal radikal bebas yang menghambat kinerja pankreas dalam menghasilkan hormon
insulin untuk menstabilkan jumlah glukosa di dalam darah manusia. Antioksidan yang berasal dari limbah kulit
jeruk purut menjadi fokus penelitian ini. Beberapa studi menunjukkan adanya aktivitas antioksidan yang lebih
tinggi dalam limbah buah; seperti kulit dan biji; daripada bagian buah yang dapat dikonsumsi. Pada penelitian
ini, senyawa antioksidan dalam kulit jeruk diekstrak dengan menggunakan metode maserasi menggunakan
berbagai macam pelarut yang berbeda tingkat polaritasnya (air, etanol, etil asetat, dan heksana) dan variasi
waktu ekstraksi pada temperatur ruang. Pada ekstrak yang diperoleh dilakukan uji kandungan total senyawa
fenolik (TPC) dan total senyawa flavonoid (TFC). Dilakukan pula uji in-vitro terhadap ekstrak yang
memberikan perolehan TPC dan TFC terbesar dari masing-masing pelarut untuk mengamati aktivitas
antidiabetes dari ekstrak. Hasil penelitian menunjukkan bahwa air memberikan perolehan TPC dan TFC
terbesar pada 18 jam, sedangkan etanol dan etil asetat pada 45 jam. Uji in-vitro pada ekstrak-ekstrak tersebut
menunjukkan bahwa ekstrak kulit jeruk purut dengan pelarut etanol memberikan %inhibition enzim a-amylase
tertinggi dibanding dengan pelarut lainnya, yaitu sebesar 34,2%.

Kata kunci : Kulit Jeruk Purut, Ekstraksi, TPC, TFC, Aktivitas Antidiabetes, Uji In-Vitro

I.  Pendahuluan

Diabetes Melitus (DM) sudah menjadi keprihatinan tersendiri bagi masyarakat dunia sebagai salah satu
penyakit paling mematikan. Perkiraan data terakhir menunjukkan bahwa sekitar 366 juta orang di dunia akan
mengidap DM pada tahun 2030 (1). Sedangkan di Indonesia sendiri, diperkirakan pada tahun 2030 akan
memiliki penyandang DM sebanyak 21,3 juta jiwa (2). DM atau penyakit kencing manis, adalah suatu penyakit
yang disebabkan adanya gangguan pada sistem metabolisme karbohidrat di dalam tubuh. Gangguan tersebut
terjadi karena kurangnya produksi hormon insulin oleh pankreas untuk mengubah glukosa menjadi tenaga serta
sintesis lemak, sehingga mengakibatkan peningkatan kadar gula dalam darah (3, 4).

Penyebab DM berhubungan dengan peningkatan tegangan oksidatif. Tegangan oksidatif diakibatkan oleh
produksi reactive oxygen species (ROS) dan reactive nitrogen species (RNS), Pembentukan satu reactive species
di dalam tubuh dapat memicu pembentukan reactive species lainnya melalui reaksi radikal berantai (3, 5). Di
bawah kondisi hiperglikemia produksi ROS dapat meningkat karena terganggunya metabolisme intraselular
karbohidrat (6).

Secara alami, ROS dapat dihilangkan oleh sistem pertahanan antioksidan secara enzimatis maupun non-
enzimantis di dalam tubuh (3). Namun, jika kondisi tubuh sudah tidak memungkinkan untuk menanggulangi
radikal bebas dengan sendirinya, seperti halnya penderita DM, maka hal tersebut dapat diatasi dengan
mengkonsumsi antioksidan. Berbagai jenis antioksidan seperti flavonoid dan polifenol terkandung dalam jumlah
yang besar hampir diseluruh bagian dari tumbuh-tumbuhan. Antioksidan alami dari kulit jeruk purut menjadi
fokus utama pada penelitian ini.

Jeruk purut, merupakan tumbuhan endemik di kawasan Asia Tenggara, termasuk Indonesia sehingga dapat
dengan mudah dijumpai. Jeruk purut dilaporkan mengandung berbagai macam senyawa fenolik dan flavonoid
yang dilaporkan memiliki aktivitas antidiabetes seperti gallic acid, naringin, hesperidin, dan naringenin(7-11).
Berdasarkan penelitian yang dilakukan Chan dkk (2009) kulit jeruk purut yang diekstrak dengan menggunakan
etanol pada berbagai variasi kondisi memberikan hasil kadar TPC rata-rata yang cukup besar yaitu +1200 mg
asam GAE (Galic Acid Equivalent) / 100 gram berat kering sampel (12). Hal ini diperkuat dengan penelitian
yang menunjukkan bahwa jeruk purut memiliki kadar TPC dan TFC yang paling tinggi jika dibandingkan
dengan spesies lain dari genus yang sama (13). Berdasarkan data-data tersebut di atas, kulit jeruk purut sangat
berpotensi untuk diteliti dan dikembangkan sebagai salah satu agen terapi DM.

Pada penelitian ini, ada beberapa faktor yang berkaitan dengan ekstraksi antioksidan dari kulit jeruk purut
yang akan dipelajari secara mendalam, yaitu variasi polaritas pelarut yang digunakan dan waktu ekstraksi untuk
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memperoleh kadar antioksidan tertinggi dari tiap pelarut. Ekstraksi akan dilakukan dengan metode maserasi pada
suhu ruang. Kadar antioksidan pada ekstrak kulit jeruk purut dianalisa dan dinyatakan dalam TPC (Total
Phenolic Content) dan TFC (Total Flavonoid Content). Ekstrak kulit jeruk purut dengan TPC dan TFC tertinggi,
kemudian diuji secara in-vitro dengan menggunakan enzim a-amylase sebagai standar untuk meninjau aktivitas
antidiabetes ekstrak kulit jeruk purut yang dinyatakan dalam % inhibition.

Il.  Metode Penelitian

Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah aquades, etanol, etil asetat, heksana,
metanol p.a, rutin p.a, reagen Folin-Ciocalteu p.a, Na,CO3p.a, gallic acid p.a, DNS p.a, NaOH, p.a, CsH¢O p.a,
Na,S,0s p.a, AlCl; p.a, glukosa p.a, amilum p.a, Garam rochelle p.a, enzim a-amylase p.a. Bahan baku jeruk
purut diperoleh dari Ponorogo, Jawa Timur.

Alat-alat instrument yang digunakan adalah Sieve Shaker (Retsch, AS 200); Hot Plate (LABINCO, L-81);
Spektrofotometer UV-VIS (Shimadzu, UVmini-1240); HPLC (Jas.co, Detektor : UV-2077 Plus, Pompa : PU-
2089 Plus); Moisture ballance (Ohaus, MB35 HALOGEN); Centrifuge (Hettich Zentrifugen, EBA 20) pada
3000 rpm; Rotavapor (Heater : IKA HB-10, Rotator : IKA RV-10) pada 60°C, 80 rpm; Vacuum Oven (Vacucell)
0,4 atm, 60°C; Vacuum pump (Gast DOA-P504-BN).

Il.1. Persiapan Bahan Baku

Jeruk purut segar dicuci, dipotong-potong kulitnya, lalu dikeringkan dibawah sinar matahari selama 48 jam,
hingga diperoleh moisture content sebesar 5-6%. Kulit jeruk purut diayak untuk memperoleh ukuran partikel
antara 1,6-1,7 mm. Selanjutnya dilakukan ekstraksi serbuk kasar kulit jeruk purut dengan metode maserasi
menggunakan tiga jenis pelarut yang berbeda polaritas yaitu aquades, etanol, etil asetat, dan heksana.
I1.2. Ekstraksi Senyawa Fenolik dan Flavonoid dengan Metode Maserasi

Ekstraksi serbuk kasar kulit jeruk purut dengan metode maserasi dilakukan dalam botol coklat tertutup
dengan variasi waktu tertentu dari 3 sampai 60 jam. Serbuk kasar kulit jeruk purut sebanyak 0,5 gram dicampur
dengan 20 mL pelarut aquadest, etanol, etil asetat, dan heksana (1:40). Setelah proses ekstraksi berakhir, hasil
ekstraksi disentrifugasi pada 3.000 rpm selama 30 menit dengan Centrifuge (Hettich Zentrifugen, EBA 20) untuk
memisahkan filtrat dari padatan yang tersuspensi di dalam filtrat.

11.3.  Penentuan TPC (Total Phenolic Content)

Jumlah komponen senyawa fenolik ditentukan dengan menggunakan metode kolorimetri Folin-Ciocalteu
(12). Uji TPC dilakukan dengan mengambil ekstrak cair dari tiap pelarut sebanyak 0,2 mL kemudian
ditambahkan 1,7 mL aquadest serta 1 mL reagen Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) lalu didiamkan selama 1 menit pada
suhu ruang. Campuran lalu ditambahkan 3 mL natrium karbonat 7,5% (w/v). Setelah didiamkan kembali selama
30 menit pada suhu ruang, larutan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer (Shimadzu UVmini-1240)
pada panjang gelombang 736 nm untuk pelarut aquadest, 731 nm untuk pelarut etanol, dan 726 nm untuk pelarut
etil asetat. Hasil TPC ekstrak dinyatakan dalam ekuivalen asam galat (mg GAE/g kulit jeruk) dengan persamaan
(1 berikut :

TPC=cxnx

v dimana:

TPC = konsentrasi senyawa fenolik pada ekstrak (mg GAE/g kulit jeruk)
¢ = konsentrasi senyawa fenolik (mg asam galat/L)

n = faktor pengenceran (kali)

v = volume pelarut yang digunakan saat ekstraksi (0,02 L)

g kulit jeruk

I1.4.  Penentuan TFC (Total Flavonoid Content)

Jumlah komponen senyawa flavonoid ditentukan dengan menggunakan metode kolorimetri Aluminium
Klorida (14). Uji TFC dilakukan degan mengambil ekstrak cair dari tiap sebanyak 0,4 mL kemudian
ditambahkan 1,8 mL metanol dan 2 mL AICIl; 10%. Campuran lalu dibiarkan selama 30 menit pada suhu ruang,
larutan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 421 nm untuk pelarut aquadest,
425 nm untuk pelarut etanol, dan 422 nm untuk pelarut etil asetat. Hasil TFC ekstrak dinyatakan dalam
ekuivalen rutin (mg RE/g kulit jeruk) dengan persamaan (I1) berikut :
dimana:

TFC = konsentrasi senyawa flavonoid pada ekstrak (mg RE/g kulit jeruk)
¢ = konsentrasi senyawa flavonoid (mg rutin/L)

n = faktor pengenceran (kali)

v = volume pelarut yang digunakan saat ekstraksi (0,02 L)

v
TFC=cxnx—— (Il
g kulit jeruk

IL.5.  Uji In-Vitro dengan Enzim a-amylase
Uji in-vitro untuk mengetahui aktivitas antidiabetes dari ekstrak dalam menghambat kinerja enzim a-
amylase dilakukan dengan memisahkan ekstrak dari pelarutnya dengan jalan pengeringan vakum. Selanjutnya
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ekstrak kering dilarutkan dalam aquadest dengan perbandingan 1% (b/v). Larutan ekstrak tersebut kemudian
dicampurkan dengan larutan enzim a-amylase 1%(b/v) dan larutan amilum 1% (b/v), lalu diinkubasi selama 10
menit pada suhu ruang (15, 16). Reaksi enzimatis dihentikan dengan penambahan larutan DNS pada campuran,
lalu dipanaskan selama + 5 menit dan diukur absorbansinya pada 492 nm. Hasil uji in-vitro dinyatakan dalam %
inhibition sebagai berikut:

kontrol Cekstrak air

% inhibition = x100%

kontrol

I11. Hasil Penelitian dan Pembahasan
Kadar TPC dan TFC yang diperoleh dari ekstraksi kulit jeruk purut disajikan pada Gambar.1 dan Gambar.2
berikut ini.

Gambar 1. Hubungan antara waktu ekstraksi dan TPC Gambar 2. Hubungan antara waktu ekstraksi dan TFC
pada pelarut ¢)Air, (o) Etanol, (m) Etil Asetat, (A) pada pelarut ¢) Air, (o) Etanol, (m) Etil Asetat, (A)
Heksana Heksana

Dari Gambar.1 dan Gambar.2. terlihat bahwa konsentrasi antioksidan, yang dinyatakan dalam TPC dan TFC,
dipengaruhi oleh lamanya waktu ekstraksi serta jenis pelarut yang digunakan. Perolehan TPC dan TFC tertinggi
untuk masing-masing pelarut, yaitu air pada 18 jam (TPC=29,3 mg GAE/g kulit jeruk; TFC=14,9 mg RE/g kulit
jeruk), etanol pada 45 jam (TPC=29,1 mg GAE/g kulit jeruk; TFC=10,5 mg RE/g kulit jeruk), etil asetat pada 45
jam (TPC= 6,9 mg GAE/g kulit jeruk; TFC=3,9 mg RE/g kulit jeruk). Sedangkan, TPC dan TFC pada ekstrak
dengan pelarut heksana sama sekali tidak terdeteksi. Hal ini ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna
pada ekstrak heksana setelah ditambahkan reagen.

I11.1. Pengaruh Waktu Ekstraksi terhadap Ekstrak Kulit Jeruk Purut

Secara umum, dari Gambar.1 dan Gambar.2 terlihat bahwa semakin lama waktu ekstraksi, maka konsentrasi
antioksidan, dalam hal ini perolehan TPC dan TFC, yang terekstrak semakin tinggi. Namun seiring dengan
bertambahnya tingkat kejenuhan pelarut dari waktu ke waktu hingga tercapai kesetimbangan konsentrasi antara
kulit jeruk purut dengan pelarut, maka konsentrasi antioksidan yang terekstrak pun berada pada titik konstan
(Gambar.1). Hal ini sesuai dengan hukum Fick Il yang menyatakan bahwa difusi menyebabkan perubahan
konsentrasi dalam kedua media, yang dalam hal ini adalah matriks kulit jeruk dan pelarut, seiring dengan
berjalannya waktu hingga mencapai kondisi konstan dimana konsentrasi kedua media sudah sama dan tidak
terjadi difusi lebih lanjut (12). Penambahan waktu ekstraksi di atas waktu optimum menyebabkan perolehan
TPC menurun (Gambar.1 dan Gambar.2). Hal ini disebabkan dengan semakin lamanya waktu ekstraksi, maka
kontak antara antioksidan dengan radikal bebas dari lingkungan akan semakin lama pula. Dalam hal ini,
gangguan radikal bebas dapat disebabkan karena adanya cahaya dan oksigen.

I11.2. Pengaruh Polaritas Pelarut terhadap Ekstrak Kulit Jeruk Purut

Dari perolehan TPC dan TFC di atas (Gambar 1 dan Gambar 2) terlihat bahwa polaritas pelarut berpengaruh
terhadap jumlah senyawa-senyawa antioksidan yang berdifusi dari matriks kulit jeruk ke dalam pelarut. Baik
senyawa fenolik maupun senyawa flavonoid pada kulit jeruk purut dapat diekstrak dengan menggunakan pelarut
air, etanol, dan etil asetat. Sedangkan pelarut heksana sama sekali tidak mampu melarutkan sedikitpun senyawa-
senyawa antioksidan dalam kulit jeruk purut. Kecenderungan tingkat perolehan TPC dan TFC berdasarkan
pelarutnya adalah air > etanol > etil asetat > heksana, yang mana juga sesuai dengan urutan pelarut berdasarkan
tingkat kepolarannya yang dinyatakan dalam konstanta dielektrik (KD), yaitu air (KD=78,54) > etanol
(KD=24,55) > etil asetat (KD=6,02) > heksana (KD=1,89). Hal ini dikarenakan dengan semakin besarnya
polaritas pelarut, semakin mudah bagi pelarut tersebut untuk menembus jaringan-jaringan pada tumbuhan, dalam
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hal ini kulit jeruk purut, dan mengekstrak berbagai macam senyawa yang ada (17, 18). Selain itu, perolehan ini
juga mengindikasikan bahwa senyawa fenolik maupun flavonoid yang terdapat pada kulit jeruk purut cenderung
bersifat polar dan semi polar.

111.3. Uji In-Vitro dengan Enzim a-amylase
Pengaruh polaritas pelarut terhadap % inhibition disajikan pada Gambar 3 berikut ini.

Gambar 3. Perolehan % inhibition enzim a-amylase dari ekstrak kering kulit jeruk purut yang diperoleh dari
penggunaan berbagai pelarut

Pada Gambar.3 terlihat bahwa ekstrak kulit jeruk purut dengan pelarut air, etanol dan etil asetat
menunjukkan aktivitas antidiabetes, yaitu menghambat kinerja enzim oa-amylase dalam mengkonversi
karbohidrat kompleks (amilum) menjadi glukosa. Tampak bahwa ekstrak kering kulit jeruk purut dengan pelarut
etanol memberikan perolehan % inhibition yang paling besar (34,2%) diantara pelarut lainnya, yaitu air dan etil
asetat dimana masing-masing memberikan hasil sebesar 12,3% dan 5,7%.

Terkait dengan perolehan TPC (Gambar 1) dan TFC (Gambar 2), diharapkan bahwa dengan semakin besar
perolehan TPC dan TFC, maka semakin besar pula kemampuan ekstrak kulit jeruk purut dalam menghambat
enzim o-amylase, akan tetapi dari hasil studi ini tidak semuanya menunjukkan kecenderungan tersebut.
Contohnya, pelarut air memberikan perolehan TPC dan TFC yang paling tinggi diantara semua jenis pelarut
yang digunakan tetapi % inhibition-nya paling kecil. Untuk pelarut etanol, perolehan TPC dan TFC-nya paling
tinggi dan memberikan perolehan % inhibition yang paling tinggi seperti yang diharapkan. Sedangkan
penggunaan pelarut etil asetat memberikan perolehan TPC dan TFC yang paling kecil namun
memberikan %inhibition dua kali lipat lebih tinggi daripada pelarut air. Ketidakkonsistenya hal ini mungkin
dapat dijelaskan oleh perbedaan senyawa-senyawa fenolik dan flavonoid yang dapat diekstrak berdasarkan
polaritas masing-masing pelarut. Selain itu, metode pengeringan yang dilakukan untuk mendapatkan ekstrak
kering juga dapat mempengaruhi kestabilan atau tingkat degradasi senyawa fenolik/flavonoid (19) yang dapat
berakibat pada perbedaan hasil uji in-vitro.

1V. Kesimpulan

Antioksidan yang terdapat pada kulit jeruk purut cenderung bersifat polar dan semi-polar, dengan air
sebagai pelarut yang mampu mengekstrak antioksidan dari kulit jeruk purut dengan perolehan tertinggi, yaitu
TPC=29,3 mg GAE/g kulit jeruk dan TFC=14,9 mg RE/g kulit jeruk pada 18 jam. Meskipun demikian, senyawa
antioksidan dari kulit jeruk purut yang terekstrak pada pelarut etanol menunjukkan aktivitas antidiabetes
tertinggi yaitu sebesar 34,2%.
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