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Abstrak

Buah lemon (Citrus limon) diketahui mengandung senyawa vitamin C yang dapat berpotensi sebagai antioksidan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan penetapan kadar vitamin C pada perasan daging buah lemon (Citrus
Jlimon (L) Osbeck) menggunakan metode ABTS.

Daging buah lemon diperas dan diambil sarinya sehingga diperoleh perasan daging buah lemon. Perasan daging buah lemon
diuji aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS dengan spektrofotometri visibel pada panjang gelombang maksimum
730,6 nm schingga diperoleh nilai ICso yang kemudian dianalisis menggunakan persamaan regresi linier (Y=Bx+A).
Identifikasi adanya senyawa vitamin C menggunakan pereaksi KMnO4 dan penetapan kadar vitamin C menggunakan
metode spektrofotometri UV.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perasan daging buah lemon memiliki aktivitas antioksidan yang kuat karena berada
pada rentang 50 — 100 ppm yaitu nilai ICso sebesar 76,83 ppm, pembanding vitamin C memiliki nilai ICso sebesar 7,81 ppm,
petasan daging buah lemon mengandung senyawa vitamin C dengan kadar vitamin C sebesar 0,66 mg/g sampel.

Kata kunci: ABTS, Antioksidan, Citrus limon, Vitamin C.

Abstract

Citrus limon be familiar to contain vitamin C bas the potential as an antioxidant. This study aims to the antioxidant activity and determination
vitamin C levels of citrus limon juice use ABTS method.

Citrus limon flesh squeezed and taken the lemon juice. Antioxidant activity of the lemon juice tested use ABTS with visible spectrophotometry,
maximum long wave 730,6 nm. So, it can obtained 1Cs, then it is analyzed use linier regression equation (Y = Bx + A). Identification of
compound vitamin C use KMnO, reagent and determination vitamin C level use UV spectrophotometry method.

The result of this research shows that the lemon juice has a strong antioxidant activity because it is in the range of 50 — 100 ppm has 1C;, value
76,83 ppm, while the comparison of vitansin C has ICs, value 7,81 ppm, lemon juice contain of compound vitamin C 0,66 mg/ g sample.

Keywords: ABTS, Antioxidant, Citrus limon, Vitamin C.

1. PENDAHULUAN mendonorkan atom hidrogen atau proton kepada
senyawa radikal bebas sehingga menjadikannya lebih
stabil (Muhammad, 2009). Antioksidan sintesis yang
sering digunakan oleh masyarakat yaitu BHA (Bu#/
Hidroksi Anisol) dan BHT (Butil Hidroksil Toluen)
tetapi pada penggunaannya memiliki beberapa efek
samping yaitu merusak paru-paru dan hati yang

bersifat karsinogenik (Sun dan Fukuhara., 1997,

Masyarakat sering mengkonsumsi buah lemon
impor yang dibeli di supermarket karena dipercaya
memiliki kualitas yang lebih bagus. Buah lemon
vang dipilih biasanya buah yang masih segar,
memiliki permukaan kulit yang bagus, berwarna
kuning dan yang memiliki ukuran yang besar.

Beberapa penilitian mengatakan bahwa buah lemon
memiliki aktivitas antioksidan yang dapat meredam
radikal bebas. Radikal bebas merupakan senyawa
yang tidak stabil karena memiliki elektron yang tidak
berpasangan sehingga dapat menimbulkan berbagai
penyakit kronis dan degeneratif seperti stroke, asma,
diabetes melitus, radang wusus, penyumbatan
pembuluh darah di jantung, parkinson, dan penuaan
dini (Ardhie, 2011).

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat
menetralkan radikal bebas dengan cara

Hirose et al., 1998).

Potensi antioksidan menggunakan metode DPPH
didapatkan Nilai ICsp pada ekstrak kulit buah lemon
lokal sebesar 1002.57 ppm dan lemon impor 269.38
ppm, sedangkan untuk perasan buah lemon lokal
sebesar 19205.96 ppm dan lemon impor 5388.58
ppm (Krisnawan dkk., 2017). Berbagai jenis Jeruk
mengandung vitamin C sebesar £60 mg/100gram
sedangkan kandungan asam sitrat dalam jeruk
lemon sebesar 48,6 g/Kg (Astawan, 2008).
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Pengujian aktivitas antioksidan pada daun kelor
menggunakan metode ABTS lebih baik daripada
metode DPPH karena metode ABTS memiliki
kesensitifan yang tinggi dimana nilai aktivitas
antioksidan pada uji DPPH sebesar 85,4% dan
92,12% pada uji ABTS (Fitriana dkk., 2015), dapat
dioperasikan pada range pH yang besar serta mudah
dan cepat berkorelasi terhadap aktivitas antioksidan
dalam sistem biologis (Arts ez al., 2004).

Berdasarkan latar belakang tersebut peneliti tertarik
untuk melakukan penelitian terhadap aktivitas
antioksidan perasan daging buah lemon impor
(Citrus limon (L.) Osbeck) menggunakan metode
ABTS dan penetapan  kadar vitamin C
menggunakan metode spektrofotometri UV.

2. METODE
Alat penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
seperangkat alat gelas (Pyrex), timbangan elektrik
(Ohaus), vyellow/blue tip, mikropipet (Socorex
Swiss), pipet tetes, alat pemeras jeruk, tissue,
aluminium foil, sendok tanduk, batang pengaduk,
kuvet, spektrofotometri UV 1800 (Shimadzu).

Bahan penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu buah
lemon impor yang diperoleh di supermarket
Superindo  Semarang, ABTS  (2,2—Azinobis(3-
Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic  Acid) p.a  (Merck),
kalium persulfat (K2S208) (Merck). vitamin C
(Brataco), etanol p.a (Merck), aquadest, etanol 70%
(Brataco), kalium permanganat (KmnOg) p.a

(Merck).

Metode Penelitian
Pengumpulan bahan

Buah lemon yang digunakan di impor dari Australia
yvang diperoleh di  supermarket Superindo,
Semarang. Buah lemon yang dipilih memiliki kriteria
yaitu buah yang segar, berwarna kuning, memiliki
permukaan kulit yang bagus, dan yang berukuran
besar.

Pembuatan perasan daging buah lemon

Satu buah lemon dengan berat 100 gram dicuci
dengan air mengalir, setelah itu ditiriskan, lalu buah
lemon dipotong menjadi 2 bagian. Kemudian
daging buah lemon diperas menggunakan alat
pemeras jeruk, airnya ditampung dalam beaker glass
dan disaring menggunakan kertas saring filtratnya
disimpan dalam beaker glass. (Pradani, 2012).

Identifikasi senyawa vitamin C

Perasan daging buah lemon 1 ml dan standar
vitamin C 1 mL dalam masing—masing tabung di
tambahkan 1 mL aquadest, dan di tambahkan 3
tetes KMnOs; 0,1 %. Jika berwarna coklat
menunjukkan adanya vitamin C (Auterhoff, 1987).

Uji aktivitas antioksidan dengan metode ABTS

Larutan ABTS 1 mL dimasukkan kedalam tabung
reaksi, ditambah dengan 1 mL perasan daging buah
lemon dengan konsentrasi 5, 10, 20, 40, dan 80 ppm
kemudian didiamkan di tempat gelap selama 30
menit (operating time). Serapan ABTS terhadap
perasan daging buah lemon dibaca pada panjang
gelombang maksimum yang diperoleh yaitu 730,6
nm dan dihitung % daya antioksidan perasan daging
buah lemon terhadap radikal bebas ABTS (Fardah,
2019).

Ao—As
Ao

Daya Antioksidan (%) = x 100%

Keterangan :
Ao : Absorbansi larutan kontrol

As : Absorbansi larutan sampel setelah ditambahkan
ABTS

Penetapan kadar vitamin C

Perasan daging buah lemon dengan konsentrasi
500.000 ppm diambil 1 mL dimasukkan ke dalam
labu takar 5 mL lalu ditambahkan aquades sampai
tanda batas kemudian dihomogenkan schingga
konsetrasi yang di peroleh 10.000 ppm Selanjutnya
diukur serapannya pada panjang gelombang
maksimum yang diperoleh yaitu 265,2 nm. Setiap
penentuan kadar sampel dilakukan replikasi
sebanyak 3 kali. Kadar vitamin C diperoleh dari
persamaan regresi linier standar vitamin C (Y = Bx

+ A) kemudian dihitung menggunakan rumus
(Azizah dkk, 2017):

Kadar vitamin C =

X x pengenceran x volume total sampel
bobot penimbangan sampel

Analisa data

Aktivitas antioksidan ditunjukkan dengan nilai 1Cso
yang diperoleh dari persamaan regresi linier
konsentrasi larutan uji dengan % daya antioksidan.
Kadar vitamin C diperoleh dari persamaan regresi
linier standar vitamin C (Y = Bx + A) dimana Y =
Absorbansi, B = Slop, X = kadar, dan A = intersep.
Kadar vitamin C dalam perasan daging buah lemon
(mg/g) diperoleh dengan mengalikan nilai x dengan
faktor pengenceran
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Pembuatan perasan daging buah lemon

Satu buah lemon impor dengan berat 100 g
diperoleh perasan daging buah lemon sebanyak 19
mL berwarna kuning.

Identifikasi senyawa vitamin C

Uji identifikasi senyawa vitamin C pada perasan
daging  buah  lemon  dilakukan  dengan
menambahkan pereaksi KMnOy4 0,1 %. Hasil uji
identifikasi senyawa vitamin C dari perasan daging
buah lemon menunjukkan terdapat kandungan
vitamin C dengan indikasi perubahan warna dari
kuning menjadi coklat. Mekanisme reaksi senyawa
vitamin C dengan KMnO, dapat dilihat pada
Gambear 1.

5 CgHzO5 + 2 MnOs + 6 H — 5 CgHy07+ 2 Mn?*+ 3 H;O
(Ungu) (Coklat)

Gambar 1. Mekanisme reaksi vitamin C dengan
KMnOy

Penambahan KMnOj4 pada larutan uji menyebabkan
terjadinya reaksi reduksi dan oksidasi antara vitamin
C dengan KMnO4 dimana KMnOg4 berperan
sebagai oksidator dan vitamin C yang terdapat pada
buah lemon berperan sebagai reduktor. MnO*
berwarna ungu akan tereduksi oleh vitamin C
menjadi Mn?* sehingga terbentuk endapan coklat.

Uji aktivitas antioksidan dengan metode ABTS

Penentuan panjang gelombang maksimum dibaca
pada area puncak kurva tertinggi karena puncak
kurva tertinggi merupakan daerah yang paling
sensitif. Blanko yang digunakan pada penelitian ini
yaitu etanol p.a. Hasil penentuan panjang
gelombang ABTS dapat lihat pada Gambar 2.

Amax 730.6 nm =

0824 r —

0.8001 4

0503 1 J
600.00 650.00 700.00 75000 800.00

Gambar 2. Panjang gelombang maksimum ABTS

Panjang gelombang maksimum yang diperoleh pada
penelitian ini yaitu 730,6 nm. Hasil pengukuran yang
diperoleh sama dengan hasil Mohamed ¢f 4/, (20106)

yaitu diperoleh pengukuran panjang gelombang
maksimum 730 nm schingga bisa dilakukan
pembacaan absorbansi.

Operating  time merupakan waktu pengukuran
absorbansi yang stabil antara reaksi larutan ABTS
dengan vitamin C dengan tidak adanya penurunan
absorbansi. Waktu pengukuran absorbansi dihitung
ketika penambahan larutan ABTS pada larutan
vitamin C. Hasil operating time dapat dilihat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Operating time larutan ABTS dengan
vitamin C

Waktu (menit) Absorbansi

0 0,742
5 0,745
10 0,741
15 0,739
20 0,737
25 0,732
30 0,732
35 0,732
40 0,731
45 0,730
50 0,728
55 0,727
60 0,726

Absorbansi stabil dari larutan ABTS dengan vitamin
C pada penelitian ini terjadi pada menit ke-30. Hal
tersebut sesuai dengan penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Fardah (2019) yang menyatakan
bahwa operating time larutan ABTS dan vitamin C
terjadi pada pada menit ke-30.

Reaksi peredaman radikal bebas oleh vitamin C
dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Reaksi peredaman radikal bebas oleh
vitamin C

ABTS dioksidasi oleh kalium persulfat schingga
menghasilkan kation radikal ABTS e« +. Kation
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radikal ABTS distabilkan dengan vitamin C dengan
mendonorkan elektron kepada radikal bebas
sehingga kation radikal ABTS stabil, sedangkan
vitamin C teroksidasi menjadi sewidehydroascorbut acid
yang relatif stabil. Hasil pengukuran aktivitas
antioksidan perasan daging buah lemon dengan

metode ABTS dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan
perasan daging buah lemon dengan metode ABTS

Konsentr  Absorba  Absorba % ICso
asi nsi nsi aktivitas  (pp
(ppm) kontrol Sampel antioksid m)

an
5 0,963 9,407
10 0,932 12,324
20 1,063 0,865 18,627 76,83
40 0,727 31,609
80 0,523 50,800

Kurva persamaan regresi linier Y = Bx + A antara
konsentrasi larutan uji (x) dengan persentase
aktivitas antioksidan (y) dari perasan daging buah
lemon dapat dilihat pada Gambar 4.

&

oo

¥ =0,5552x + 7,3416
RY=10,9948

n

=k e
I -

(=]

Aktivitas Antioksidan (%a)

1} i} 40 &0 ED 100
konsentrasi {ppm)

Gambar 4. Kurva persamaan regresi linier %
aktivitas antioksidan

Perasan daging buah lemon

Hasil pengukuran aktivitas antioksidan vitamin C
dengan metode ABTS dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil pengukuran aktivitas antioksidan
vitamin C dengan metode ABTS

Konsentr Absorba  Absorba % I1Cs
asi nsi nsi aktivitas  (pp

Kurva persamaan regresi linier Y = Bx + A antara
konsentrasi larutan uji (x) dengan persentase
aktivitas antioksidan (y) dari vitamin C dapat dilihat
pada Gambar 5.

ol

¥ =6,2606x% +0,9125
BY= 0,999

[ = Pt ™) £ wn 1~4]
a5 oE &

=T =T R T

Amntivitas antioksidan (%)

a 2 4 6 B 10 12
Eonzentrasi (ppm)

Gambar 5. Kurva persamaan regresi linier %
aktivitas antioksidan vitamin C

Nilai ICso perasan daging buah lemon yaitu 76,83
ppm. Hal ini menunjukkan bahwa perasan daging
buah lemon mempunyai aktivitas antioksidan yang
kuat. Suatu senyawa dikatakan berpotensi sebagai
antioksidan kuat jika memiliki nilai IC5 50 — 100
ppm (Blois, 1958), sedangkan vitamin C memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat yaitu sebesar
7,81 ppm. Hal ini menunjukkan vitamin C
merupakan senyawa sintetis murni yang sangat kuat
sebagai antioksidan karena memiliki nilai ICso < 50

ppm (Blois, 1958).

Penetapan kadar vitamin C

Penetapan kadar vitamin C pada perasan daging
buah lemon dilakukan dengan menggunakan
metode spektrofotometri UV karena pada struktur
vitamin C terdapat gugus kromofor dan auksokrom
sechingga dapat dibaca spektrofotometri UV
(Dachriyanus, 2004). Panjang gelombang yang
diperoleh pada penelitian ini yaitu 265,2 nm
kemudian di tentukan kurva baku vitamin C. Hasil
absorbansi kurva baku vitamin C dapat dilihat pada
Tabel 4.

Tabel 4. Hasil absorbansi kurva baku vitamin C

(ppm) kontrol  vitamin antioksid m)
C an
2 0,924 13,076
4 0,786 26,058
6 1,063 0,644 39,417 7,81
8 0,529 50,235
10 0,387 63,594

Konsentrasi Absorbansi Persamaan
(ppm) Regresi Linier
2 0,205 Y=0,0564x +
4 0,301 0,0829
6 0,410 R=0,9976
8 0,540
10 0,649
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Persamaan regresi linier kurva baku vitamin C dapat
dilihat pada Gambar 6.

= omoE

=
B R i B B W

Absorbansi
=]

=]

=]
[X]

4 & B 10 12
konsentrasi (ppm)

Gambar 6. Persamaan regresi linier kurva baku
vitamin C

Hasil penetapan kadar vitamin C pada perasan

daging buah lemon dapat dilihat pada Tabel 5

Tabel 5. Penetapan kadar vitamin C pada perasan
daging buah lemon

Repli Nilai Pengence  Kadar Rata-rata
kasi  absor ran (f) vitamin kadar
bansi C tiap vitamin C
gram tiap gram
sampel sampel
(mg/gra  (mg/gram)
m)
1 0,463 50 0,674
0,433 50 0,621 0,66£0,034
3 0,469 50 0,685

Hasil penetapan kadar vitamin C menggunakan
metode spketrofotometri UV pada perasan daging
buah lemon impor yaitu 0,66 mg/g perasan buah
lemon. Buah lemon yang digunakan pada penelitian
ini tidak di petik secara langsung dari tanaman buah
lemon yang dibudidayakan pada tempat tertentu
sehingga dapat memberikan hasil yang berbeda.
Penelitian sebelumnya sudah dilakukan uji aktivititas
buah lemon menggunakan metode DPPH namun
pada penelitian ini tidak dilakukan perbandingan 2
metode antara DPPH dan ABTS pada sampel yang
sama.

4. SIMPULAN

Perasan daging buah lemon memiliki aktivitas
antioksidan yang dapat diuji menggunakan metode
ABTS. Nilai ICso yang diperoleh berada pada
rentang 50 — 100 ppm vyaitu sebesar 76,83 ppm
schingga aktivitas antioksidan dikatakan kuat.
Penetapan kadar vitamin C menggunakan metode
spektrofotometri UV diperoleh 0,66 mg/g sampel
perasan daging buah lemon.
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