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Abstrak

Kolesterol merupakan unsur penting yang diperlukan tubuh, namun jika kadarnya tinggi
dapat memicu penyakit hiperkolesterolemia, secara tradisional dapat diobati dengan kulit
jeruk nipis (Citrus aurantifolia Swingle). Tujuan penelitian adalah untuk mengidentifikasi
gugus fungsi kuersetin hasil KLTP, mengetahui konsentrasi optimal dan mengetahui
perbedaan aktivitas penurunan kadar kolesterol dari fraksi etil asetat dan senyawa kuersetin
hasil KLTP kulit jeruk nipis secara in vitro. Ekstraksi menggunakan remaserasi dengan
pelarut etanol 70%. Ekstrak kental difraksinasi dengan etil asetat. Uji kualitatif meliputi
skrining fitokimia dan uji KLT. Pemisahan senyawa kuersetin dengan metode Kromatografi
Lapis Tipis Preparatif (KLTP). Analisis gugus fungsi kuersetin hasil KLTP dengan
spektrofotometer FTIR. Analisis kuantitatif aktivitas penurunan kadar Kkolesterol
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan metode Zak. Dibuat deret konsentrasi 100,
150, 200, 250, 300, 350, dan 400 ppm dengan panjang gelombang 481,2 nm. Hasil analisis
spektrum FTIR menunjukkan gugus fungsi O-H, C=0, C=C aromatik, C-O, C-O-C dan C-H
aromatik yang sesuai dengan struktur kuersetin. Konsentrasi optimal fraksi etil asetat dan
senyawa kuersetin hasil KLTP yaitu 300 ppm dengan menghasilkan rata-rata penurunan
sebesar 53,70% dan 68,14%. Uji statistika memiliki nilai p 0,000 (<0,05) menunjukkan ada
perbedaan aktivitas penurunan kadar kolesterol antara fraksi etil asetat dan senyawa kuersetin
hasil KLTP kulit jeruk nipis secara in vitro.

Kata Kunci : fraksi etil asetat, KLTP, kuersetin, kulit jeruk nipis , Zak.

Abstract

Cholesterol is an important element that the body needs, but if high levels can trigger
hypercholesterolemia, it can traditionally be treated with lime peel (Citrus aurantifolia
Swingle). The purpose of this study was to identify the functional group of quercetin from
KLTP results, to determine the optimal concentration, and to determine differences in
cholesterol-lowering activity between the ethyl acetate fraction and quercetin compounds
from lime peel KLTP in vitro. Extraction using remaceration with 70% ethanol solvent. The
viscous extract was fractionated with ethyl acetate. Qualitative tests include phytochemical
screening and TLC tests. Separation of quercetin compounds using the Preparative Thin
Layer Chromatography (PTLC) method Analysis of quercetin functional groups from KLTP
results using an FTIR spectrophotometer Quantitative analysis of cholesterol-lowering
activity using a UV-Vis spectrophotometer with the Zak method A concentration series of
100, 150, 200, 250, 300, 350, and 400 ppm were made with a wavelength of 481.2 nm. The
results of the FTIR spectrum analysis showed that the functional groups O-H, C=0, C=C
aromatic, C-O, C-O-C, and C-H aromatic were in accordance with the structure of
quercetin. The optimal concentration of the ethyl acetate fraction and quercetin compound
produced by KLTP was 300 ppm with an average decrease of 53.70% and 68.14%,
respectively. The statistical test has a sign value. 0.000 (<0.05) indicates that there is a
difference in cholesterol level reduction activity between the ethyl acetate fraction and the
quercetin compound from lime peel KLTP in vitro.

Keywords : ethyl acetate fraction, lime peel, PTLC, quercetin, Zak
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1. PENDAHULUAN

Semakin  modernnya  kehidupan
terutama di perkotaan menyebabkan
perubahan gaya hidup, contohnya adalah
perubahan pada pola makan. Dewasa ini,
masyarakat lebih gemar mengkonsumsi
makanan cepat saji yang banyak
mengandung kolesterol, kalori, dan lemak
(Sudargo, dkk., 2018). Kolesterol merupa-
kan bahan pembangun yang esensial bagi
tubuh untuk mensintesis zat-zat penting.
Kadar kolesterol normal pada tubuh
manusia adalah <200 mg/dL (Katzung,
2018). Namun, apabila dikonsumsi dalam
jumlah yang melebihi batas tersebut dapat
menyebabkan  penyakit  hiperkoleste-
rolemia (Iman, 2004).

Salah satu tanaman obat yang dapat
digunakan untuk menurunkan kadar
kolesterol adalah jeruk nipis (Citrus
aurantifolia Swingle (Silalahi, 2020).
Bagian  jeruk nipis yang  dapat
dimanfaatkan untuk menurunkan kadar
kolesterol ~ yaitu  kulitnya,  karena
mengandung senyawa flavonoid (Hindun
et al., 2017). Kulit jeruk nipis memiliki
kandungan flavonoid yang lebih tinggi
dibandingkan dengan bagian lainnya
seperti biji, buah, dan air perasan sari jeruk
nipis (Ulya, Orienty, dan Hayati, 2019).
Kadar flavonoid kuersetin pada kulit jeruk
nipis kuantitasnya lebih tinggi
dibandingkan pada bagian daun dan isi
buahnya (Mahyuni, 2016).

Identifikasi gugus fungsi dilakukan
menggunakan spektrofotometer Fourier
Transform Infra-Red (FTIR). Prinsip
penggunaannya yaitu dengan
menunjukkan adanya gugus-gugus
fungsional molekul suatu  senyawa
(Sjahfirdi et al., 2015). Metode Zak
digunakan untuk mengetahui penurunan
kadar kolesterol dikarenakan metode ini
spesifik ~ untuk  mengukur senyawa
golongan steroid (Maidin, Natsir, dan Dali,

2017).
Berdasarkan uraian tersebut,
dilakukannya  penelitian  ini  untuk

mengidentifikasi gugus fungsi senyawa
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kuersetin hasil KLTP kulit jeruk nipis
menggunakan spektrofotometer FTIR serta
untuk mengetahui konsentrasi optimal dan
perbedaan penurunan kadar kolesterol
pada fraksi etil asetat dan senyawa
kuersetin hasil KLTP kulit jeruk nipis
secara in vitro dengan metode Zak
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

2. METODE

Obyek Penelitian

Obyek yang diteliti adalah analisis
spektrum IR senyawa kuersetin hasil
KLTP kulit jeruk nipis menggunakan
spektrofotometer FTIR serta aktivitas
penurunan kadar kolesterol pada fraksi etil
asetat dan senyawa kuersetin hasil KLTP
kulit jeruk nipis dengan metode Zak.

Variabel Penelitian

Variabel bebas dalam penelitian ini
adalah konsentrasi fraksi etil asetat dan
senyawa kuersetin hasil KLTP kulit jeruk
nipis sebesar 100, 150, 200, 250, 300, 350,
dan 400 ppm. Variabel terikat dalam
penelitian ini adalah aktivitas penurunan
kadar kolesterol oleh fraksi etil asetat dan
senyawa kuersetin hasil KLTP kulit jeruk
nipis yang dinyatakan dalam persentase.
Variabel terkontrol dalam penelitian ini
adalah bagian yang digunakan kulit buah,
metode ekstraksi remaserasi, pelarut
ekstraksi etanol 70%, cara pengujian
aktivitas penurunan kadar kolesterol
dengan metode Zak  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis, operating time
selama 15 menit dan panjang gelombang
maksimal yang digunakan 481,2 nm
berdasarkan pengukuran.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan diantaranya
beaker glass (Herma), toples kaca, neraca
analitik, oven, cawan porselen, pipet tetes,
labu takar (Phyrex), gelas ukur (Herma),
pipet volume, filler, batang pengaduk,
corong kaca, klem dan statif, pipa kapiler,
corong pisah (Herma), waterbath,
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chamber, kaca penutup chamber, lempeng
silika gel GFzs4, lampu UV 254 nm,
erlenmeyer asah, vial, vortex (Health®),
kuvet (Hellma  Analytics), blender,
sentrifuge, tabung reaksi (Phyrex), rak
tabung, spektrofotometer FTIR (Agilent
Technologies Cary 630), spektrofotometer
UV-Vis (UV-1700 Shimadzu).

Bahan yang digunakan diantaranya
simplisia kulit jeruk nipis, etanol 70%
(Technical grade), n-heksana (Technical
grade), etil asetat (Technical grade),
etanol 40%, HCl), serbuk Mg, amil
alkohol, silika gel GFas4, toluen p.a, etil
asetat p.a, asam formiat p.a, kloroform
p.a, metanol p.a, penampak bercak uap
amonia, baku pembanding kuersetin
(Sigma Aldrich®), FeClz dalam asam
asetat glasial, H2SOs(p), dan baku kontrol
kolesterol murni (Sigma®).

Preparasi Sampel dan Ekstraksi
Determinasi tanaman jeruk nipis
dilakukan di  Laboratorium  Biologi
Farmasi Sekolah Tinggi Ilmu Farmasi
Yayasan Pharmasi Semarang. Kemudian
diekstraksi dengan metode remaserasi
menggunakan pelarut etanol 70% selama 3
hari. Sari kemudian dipekatkan dengan
waterbath hingga diperoleh ekstrak kental.

Fraksinasi

Ekstrak kental kulit jeruk nipis
ditimbang seksama 5 gram kemudian
dilarutkan dalam 150 mL etanol 40% lalu
dimasukkan dalam corong pisah, kemudian
ditambahkan 50 mL n-heksana. Fraksinasi
diulang sebanyak tiga kali. Kemudian
fraksi etanol 40% difraksinasi kembali
dengan etil asetat 50 mL sebanyak tiga kali
hingga diperoleh fraksi cair etil asetat dan
etanol 40%. Fraksi etil asetat dipekatkan
dengan waterbath hingga diperoleh fraksi
kental. Kemudian fraksi kental dilakukan
skrining fitokimia dan uji KLT.

Pemisahan Senyawa Kuersetin dengan
KLTP

Sampel fraksi etil asetat kental kulit
jeruk nipis dilarutkan dengan etil asetat

kemudian ditotolkan pada lempeng kaca
yang sudah diaktifkan silikanya dengan
fase gerak toluen : etil asetat : asam
formiat (4:3:0,4). Hasil pemisahan dengan
pita yang sama dengan baku pembanding
kuersetin dikerok. Serbuk hasil kerokan
dilarutkan dalam etil asetat p.a dan
disentrifugasi selama 10 menit. Kemudian
dilakukan  penyaringan  menggunakan
kertas whatman no.1 dengan bantuan KVC.
KLTP kering diuji kemurniannya dengan
KLT dua dimensi menggunakan dua fase
gerak yang berbeda yaitu toluen : etil
asetat : asam formiat (4:3:0,4) dan
kloroform metanol (9:1) kemudian
dilanjutkan dengan identifikasi gugus
fungsi menggunakan spektrofotometer
FTIR.

Penentuan Kadar Kolesterol Pada
Sampel

Fraksi etil asetat dan senyawa
kuersetin hasil KLTP kulit jeruk nipis
dibuat konsentrasi sampel 100, 150, 200,
250, 300, 350, dan 400 ppm dalam pelarut
etanol. Kemudian masing-masing larutan
diambil 0,4 mL dimasukkan dalam tabung
reaksi; ditambahkan 2,0 mL baku
kolesterol-etanol 500 ppm; 2,0 mL reagen
H2SO4p); dan 3,0 mL  FeCl; lalu
divortex. Lapisan luar tabung ditutup
dengan  alumunium  foil  kemudian
didiamkan 15 menit sesuai operating time
dan diukur pada panjang gelombang
maksimal 481,2 nm.

Analisis Data

Analisis data dilakukan uji kualitatif
meliputi skrining fitokimia dan uji KLT.
Spektrum IR  yang diperoleh  dari
identifikasi gugus fungsi dengan FTIR
dilakukan analisis deskriptif. Bilangan
gelombang yang diperoleh diterjemahkan
untuk mendapatkan gugus fungsi yang
identik dengan gugus fungsi pada baku
pembanding kuersetin.

Analisis data dilakukan uji kuantitatif
dengan mengukur absorbansi kadar
kolesterol fraksi etil asetat, senyawa
kuersetin hasil KLTP kulit jeruk nipis, dan
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kontrol  kemudian dihitung sebagai
persentase penurunan kadar kolesterol.

Hasil persentase penurunan kadar
kolesterol fraksi etil asetat dan senyawa
kuersetin hasil KLTP kulit jeruk nipis
kemudian dilakukan uji normalitas, uji
homogenitas, uji anava, dan uji pasca
anava dengan menggunakan program
SPSS wversi 23. Persentase penurunan
kadar kolesterol ditentukan dengan rumus :

Persentose penurunan kadar kolesterol :

Abs Kontrol — Abs Sampel
Abs Kontrol

x 100094

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses ekstraksi untuk penarikkan
senyawa aktif dalam kulit jeruk nipis
menggunakan metode remaserasi dengan
pelarut etanol 70% karena pada ekstrak
tersebut menghasilkan kandungan
flavonoid total yang tinggi dibandingkan
dengan ekstrak etanol 96% dan 50%
(Riwanti, Izazih, dan Amaliyah, 2020).
Rendemen ekstrak kental yang diperoleh
sebesar 22,02%. Pada ekstrak masih
terdapat senyawa yang kompleks sehingga
perlu dipisahkan berdasarkan tingkat
kepolaran dengan metode fraksinasi
menggunakan corong pisah. Rendemen
fraksi kental etil asetat yang diperoleh
sebesar 10,37%. Fraksi etil asetat
dilakukan skrining fitokimia dan uji KLT.
Hasil yang diperoleh bahwa fraksi etil
asetat kulit jeruk nipis positif mengandung
senyawa flavonoid.

Pemisahan senyawa kuersetin
menggunakan metode KLTP dengan fase
gerak toluen : etil asetat : asam formiat
(4:3:0,4) menghasilkan pita sampel yang
mendekati baku pembanding kuersetin.
Hasil tersebut dikerok dan dilakukan
proses purifikasi agar mendapatkan
senyawa yang karakteristiknya mendekati
kuersetin. Hasil KLTP diuji kemurniannya
dengan KLT dua dimensi menggunakan
dua fase gerak yaitu toluen : etil asetat :
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asam formiat (4:3:0,4) dan kloroform :
metanol (9:1). Hasil uji KLT dua dimensi
menunjukkan terdapat noda tunggal yang
menandakan mendekati kemurnian. Hasil
KLTP kemudian diidentifikasi gugus
fungsinya menggunakan spektrofotometer
FTIR. Overlay bentuk pita serapan hasil
KLTP kulit jeruk nipis dengan baku
pembanding kuersetin ditampilkan pada
gambar 1 dan hasil analisis gugus fungsi
ditampilkan pada tabel 1.

1t AT '-‘l_.l

TITLE: SAMPEL HASIL KLTP KULIT JERUK NIPIS 23022021 TR
TITLE BAKUKUERSETIN TR

Gambar 1. Overlay baku pembanding kuersetin
dengan hasil KLTP kulit jeruk nipis

Berdasarkan hasil uji konfirmasi data
FTIR menunjukkan bahwa hasil KLTP
kulit jeruk nipis terdapat gugus fungsional
O-H, C=0, C=C aromatik, C-O, C-O-C,
dan C-H aromatik. Hal tersebut
memperkuat dugaan bahwa senyawa yang
terkandung adalah senyawa flavonoid
golongan flavonol yaitu kuersetin.

Tabel 1. Hasil analisis FTIR baku pembanding
kuersetin dan hasil KLTP kulit jeruk nipis

Bilangan gelombang (cm™)
Baku

?ugu.s Pustaka pembanding Sampel Ber}tuk Intensitas
ungsi . pita
kuersetin
O-H 3500 — 3273 3269 Lebar Sedang
3200
C=0 1670 — 1662 1655 Tajam Kuat
1640
C=C 1600 — 1558 1599 Tajam Kuat
Aromatik 1475
C-0 1300 — 1256 1245 Tajam Kuat
1000
C-0-C 1140 — 1129 1107 Tajam Kuat
1050
C-H 900 — 865 880 Tajam Kuat
Aromatik 690
(Sumber Pustaka : Stuart 2005)
Fraksi etil asetat dan senyawa
kuersetin  hasil ~KLTP  dilanjutkan
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pengukurannya dengan uji  aktivitas
penurunan kadar kolesterol secara in vitro
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dengan metode Zak. Prinsip metode
tersebut didasarkan pada kemampuan
mengikat kolesterol-etanol setelah
penambahan sampel uji. Reaksi antara
kolesterol dengan pereaksi Zak yaitu
terjadinya protonasi gugus —OH dalam
kolesterol ~ selanjutnya terjadi  reaksi
dehidrasi yang kemudian menghasilkan
ion karbonium 3,5-kolestadiena kemudian
penambahan Fe** untuk mendapatkan
senyawa berwarna yang selanjutnya akan
terbentuk larutan kation tetraenilik yang
berwarna jingga kemerahan. Diperlukan
H>SO4p) sebagai katalisator dan reaksi
pewarna FeCls dalam asam asetat glasial
sehingga terbentuk senyawa berwarna
(Maidin, Natsir, dan Dali, 2017). Reaksi
kolesterol dengan pereaksi Zak dapat
dilihat pada gambar 2.

Kolesterol Ton karbonium 3 5-kolestadiena Kation dienilik

+

Kation trienilik Kation tetraenilik

Gambar 2. Reaksi kolesterol dengan metode
Zak (Burke et al., 1974)

Pengukuran sampel fraksi etil asetat
dan senyawa kuersetin hasil KLTP kulit
jeruk nipis dilakukan pada konsentrasi
100, 150, 200, 250, 300, 350, dan 400
ppm. Masing-masing konsentrasi tersebut
diambil 04 mL larutan  sampel
dimasukkan dalam tabung reaksi lalu
ditambahkan 2,0 mL larutan kolesterol-
etanol 500 ppm kemudian direaksikan

dengan 2,0 mL H2SO4) dan 3,0 mL FeCls
lalu  divortex. Larutan wuji  ditutup
alumunium foil selama 15 menit kemudian
dibaca  absorbansi  pada  panjang
gelombang 481,2 nm. Persen rata-rata
penurunan kadar kolesterol pada fraksi etil
asetat dan senyawa kuersetin hasil KLTP
kulit jeruk nipis ditampilkan pada tabel 2.

Tabel 2. Data rata-rata persentase (%)
penurunan kadar kolesterol

Penurunan kolesterol (%)

Senyawa

KO?;;‘:;;”I Fraksi etil asetat kuersetin hasil

KLTP
100 41,02 46,28
150 43,58 50,93
200 46,24 55,25
250 48,98 61,59
300 53,70 68,14
350 52,70 65,09
400 51,57 63,11

HOACH:S0, Fe¥ Fe
—_— —_— E —

Berdasarkan hasil rata-rata persen
penurunan kadar kolesterol diperoleh
konsentrasi optimal yaitu pada 300 ppm
dengan  rata-rata  penurunan  kadar
kolesterol fraksi etil asetat sebesar 53,70%
dan hasil KLTP sebesar 68,14%. Analisis
data hasil penelitian ini dianalisis secara
statistik menggunakan SPSS versi 23. Data
yang diperoleh adalah data yang normal
dan homogen sehingga dilanjutkan dengan
uji anava dua jalan. Hasil uji statistik
menunjukkan nilai signifikasi
(0,000<0,05) sehingga dapat disimpulkan
masing-masing kelompok fraksi etil asetat
dan senyawa kuersetin hasil KLTP kulit
jeruk nipis terdapat perbedaan yang
signifikan dalam menurunkan kadar
kolesterol secara in vitro.

4. SIMPULAN

Spektrum IR senyawa kuersetin hasil
KLTP kulit jeruk nipis menunjukkan
adanya gugus fungsional kuersetin yaitu
gugus O-H, C=0, C=C aromatik, C-O, C-
O-C, dan C-H aromatik. Konsentrasi fraksi
etil asetat dan senyawa kuersetin hasil
KLTP kulit jeruk nipis menghasilkan
aktivitas penurunan kadar kolesterol secara
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optimal pada konsentrasi 300 ppm dengan
rata-rata penurunan kadar kolesterol
sebesar 53,70% dan 68,14%. Terdapat
perbedaan aktivitas penurunan kadar
kolesterol antara fraksi etil asetat dan
senyawa kuersetin hasil KLTP kulit jeruk
nipis secara in vitro.
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