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Abstrak 

Jeruk purut dimanfaatkan secara luas dalam penelitian dan aplikasi komersial serta 

dilaporkan memiliki berbagai aktivitas farmakologis yang mendukung penggunaannya 

sebagai bahan baku obat herbal. Produk herbal memerlukan senyawa marker sebagai 

acuan pengendalian mutu. Hesperidin merupakan flavanon utama pada kulit buah jeruk 

purut yang tercantum sebagai senyawa marker dalam Farmakope Herbal Indonesia. 

Penelitian ini bertujuan menentukan metode ekstraksi yang cepat untuk memperoleh 

senyawa penanda serta mengidentifikasi senyawa hasil isolasi sebagai senyawa standar. 

Metode ekstraksi yang digunakan meliputi maserasi, refluks, Microwave Assisted 

Extraction (MAE), dan Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) dengan pelarut metanol. 

Isolasi dilakukan menggunakan kromatografi kolom dan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

preparatif. Konfirmasi struktur senyawa menggunakan analisis spektroskopi 1H-NMR 

(Nuclear Magnetic Resonance) dan pengukuran panjang gelombang maksimal (λmaks) 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil analisis ¹H-NMR menunjukkan 

kesesuaian dengan data spektrum 1H-NMR senyawa hesperidin dan pengukuran panjang 

gelombang maksimum menunjukkan kesesuaian dengan data referensi yaitu pada panjang 

gelombang 285.5 nm. Berdasarkan hal tersebut hasil isolasi kulit jeruk purut diduga 

mengandung senyawa hesperidin. 

 

Kata Kunci: Hesperidin, KLT Preparatif, Kulit Jeruk Purut (Citrus hystrix), Metode 

Ekstraksi, NMR. 

  

Abstract 

Kaffir lime is widely used in research and commercial applications and is reported to have 

various pharmacological activities that support its use as a raw material for herbal 

medicines. Herbal products require marker compounds as a reference for quality control. 

Hesperidin is the main flavanone in kaffir lime peel which is listed as a marker compound 

in the Indonesian Herbal Pharmacopoeia. This study aims to determine a rapid extraction 

method to obtain marker compounds and identify the isolated compounds as standard 

compounds. The extraction methods used include maceration, reflux, Microwave 

Assisted Extraction (MAE), and Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) with methanol as 

the solvent. Isolation was carried out using column chromatography and preparative Thin 

Layer Chromatography (TLC). Confirmation of the compound structure used 1H-NMR 

(Nuclear Magnetic Resonance) spectroscopy analysis and measurement of the maximum 

wavelength (λmax) using a UV-Vis spectrophotometer. The 1H-NMR analysis results 

showed agreement with the 1H-NMR spectrum data of the hesperidin compound and the 

maximum wavelength measurement showed agreement with the reference data, namely 

at a wavelength of 285.5 nm. Based on this, the results of the isolation of kaffir lime peel 

are suspected to contain hesperidin compounds. 

 

Keywords: Hesperidin, Preparative TLC, Kaffir Lime Peel (Citrus hystrix),  Extraction 

Method, NMR.



 

 

1 PENDAHULUAN 

Obat herbal merupakan sediaan yang berasal dari bahan alam tumbuhan dan telah lama 

digunakan untuk meningkatkan kesehatan serta mengobati berbagai penyakit. Meskipun 

penggunaannya luas, obat herbal masih menghadapi permasalahan berupa ketidakkonsistenan 

komposisi dan risiko keamanan, termasuk kasus keracunan yang dapat terjadi akibat pemalsuan dan 

keberadaan komponen beracun (Li et al., 2008). Selain itu pada produk herbal yang tersusun atas lebih 

dari satu komponen, pengawasan terhadap kemungkinan pemalsuan menjadi lebih kompleks karena 

adanya potensi tumpang tindih antar senyawa, baik sesama komponen bahan maupun dengan senyawa 

lain yang berasal dari tanaman (Dewi and Wahyono, 2015). Oleh karena itu, pengendalian mutu 

menjadi aspek penting untuk menjamin konsistensi, keamanan, dan khasiat obat herbal. Salah satu 

pendekatan yang efektif dalam pengendalian mutu obat herbal adalah penggunaan senyawa marker. 

Senyawa marker sebagai konstituen atau kelompok konstituen yang terdefinisi secara kimia dalam 

produk obat herbal dan digunakan sebagai acuan pengendalian mutu, terlepas dari aktivitas 

terapeutiknya. Senyawa marker umumnya merupakan komponen khas yang mencerminkan identitas 

dan kualitas bahan herbal, baik yang berkontribusi langsung terhadap efek terapeutik maupun senyawa 

lain yang dipilih karena kestabilan dan keterukurannya. Kuantitas senyawa marker digunakan sebagai 

indikator mutu untuk menjamin konsistensi dan keamanan obat herbal (Li et al., 2008). Sehingga 

dalam pengembangan obat alami, standardisasi bahan baku menjadi hal yang sangat penting untuk 

menjamin keamanan, efektivitas, dan mutu produk (BPOM RI, 2023). 

Tumbuhan dari genus Citrus yang termasuk dalam famili Rutaceae tersebar luas di berbagai 

wilayah dunia dan terdiri atas sekitar 203 spesies, salah satunya adalah jeruk purut. Jeruk purut (Citrus 

hystrix) merupakan tumbuhan tropis yang banyak ditemukan di berbagai negara, terutama di kawasan 

Asia Tenggara, termasuk Indonesia (Husni et al., 2021). Tanaman jeruk purut memiliki aktivitas 

farmakologis yang didukung oleh pemanfaatannya secara luas dalam penelitian dan aplikasi 

komersial, antara lain sebagai bahan aromaterapi dan produk spa, agen pengusir serangga, bahan baku 

sampo, sumber senyawa antioksidan, serta komponen dalam berbagai produk kecantikan (Subathra, 

2019). Selain itu, seiring meningkatnya kesadaran masyarakat terhadap penggunaan produk alami, 

pengembangan sediaan mouthwash berbasis herbal telah banyak dilakukan, dengan jeruk purut (Citrus 

hystrix) digunakan sebagai salah satu bahan herbal dalam formulasi produk tersebut. Pemanfaatan 

jeruk purut dalam berbagai produk komersial tersebut menunjukkan kontribusinya dalam sektor 

industri berbasis bahan alam (Sari et al., 2025). Selain itu, jeruk purut telah dilaporkan menunjukkan 

beragam aktivitas farmakologis, seperti antimikroba, antiinflamasi, antioksidan, antitumor, antilarva, 

dan antifertilitas, berdasarkan hasil penelitian terdahulu, sehingga dimanfaatkan dalam pengembangan 

produk obat herbal (Puji Kurniawati Rahman et al., 2023). 



 

 

Bagian kulit buah jeruk purut memiliki potensi yang besar sebagai sumber senyawa bioaktif. 

Kulit jeruk diketahui mengandung berbagai senyawa bioaktif, seperti polifenol, vitamin, antosianin, 

dan flavonoid, yang menunjukkan beragam khasiat biologis (Lubinska-Szczygeł et al., 2023). 

Flavonoid pada buah jeruk merupakan kelas metabolit sekunder utama yang dominan terdapat pada 

bagian kulit buah serta berperan penting dalam berbagai manfaat kesehatannya (Shakour et al., 2020). 

Senyawa flavonoid yang ditemukan pada kulit jeruk purut meliputi neohesperidin, narirutin, naringin, 

nobiletin, tangeretin, apigenin, kaempferol, quercetin, rutin, eriocitrin, sinensetin, dan hesperidin 

(Widyastuti et al., 2025). Hesperidin merupakan flavonoid jenis flavanon terbanyak dalam kandungan 

kulit jeruk purut (Pyrzynska, 2022). 

 

Gambar 1. Struktur hesperidin 

Pada Gambar 1 menunjukkan struktur hesperidin. Hesperidin (3,5,7 trihydroxyflavanone 7-

rhamnoglucoside, C₂₈H₃₄O₁₅), juga dikenal sebagai hesperetin 7-rutinoside atau 7-O-glikosida 

hesperitin  (Man et al., 2019). Konsentrasi hesperidin bervariasi berdasarkan varietas buah, bagian, 

iklim, dan kematangan (Pyrzynska, 2022). Hesperidin memiliki aktivitas farmakologi, termasuk 

sebagai antikanker, antioksidan, antiinflamasi, antitumor, dan antidiabetes (Samota et al., 2023). 

Aktivitas antikanker hesperidin telah dibuktikan pada sel kanker usus besar melalui penghambatan 

proliferasi, migrasi, dan invasi sel, yang berkaitan dengan penurunan ekspresi SLC5A1 dan hambatan 

fosforilasi EGFR, sehingga mendukung pengembangannya sebagai agen antikanker (Li et al., 2025). 

Meskipun hesperidin telah digunakan sebagai senyawa marker identifikasi herbal kulit jeruk purut, 

masih diperlukan kajian lebih lanjut terkait metode penetapannya. Farmakope Herbal Indonesia 

menunjukkan bahwa penetapan hesperidin umumnya dilakukan menggunakan metode ekstraksi 

konvensional, seperti maserasi (Kemenkes RI, 2022). Persyaratan umum untuk marker yaitu dapat 

diperoleh dengan mudah, jumlahnya dapat dianalisis pada batas deteksi metode analisis, dan penetapan 

identitas, spesifisitas, serta selektivitas dapat dilakukan dengan menggunakan metode analisis yang 

sesuai (BPOM RI, 2023). Metode maserasi memiliki sejumlah keterbatasan, antara lain waktu 

ekstraksi yang relatif lama, rendemen yang rendah, serta efisiensi ekstraksi yang kurang optimal. 

Selain itu, metode ini cenderung kurang selektif terhadap senyawa target, sehingga pengembangan dan 



 

 

penerapan metode ekstraksi yang lebih efisien perlu dilakukan sebagai alternatif (Puzovic and Mikulic-

Petkovsek, 2024). Kondisi tersebut menunjukkan bahwa penetapan hesperidin sebagai senyawa 

marker masih memerlukan pengkajian lebih lanjut, khususnya terkait pemilihan metode ekstraksi yang 

mampu menghasilkan senyawa marker secara lebih optimal. 

Efisiensi ekstraksi dipengaruhi oleh berbagai parameter, antara lain jenis pelarut, suhu, waktu 

ekstraksi, dan ukuran partikel bahan (Sun et al., 2025). Ekstraksi dengan menggunakan pelarut 

metanol dapat meningkatkan kelarutan hesperidin (Ortiz-Sanchez et al., 2024). Hal ini berkaitan 

dengan sifat metanol sebagai pelarut polar yang bersifat universal, sehingga mampu mengekstraksi 

senyawa dengan berbagai tingkat kepolaran, baik polar maupun nonpolar (Riyadi et al., 2023). 

Penggunaan metanol sebagai pelarut ekstraksi didukung oleh hasil penelitian yang menunjukkan 

bahwa dua kali ekstraksi berurutan menggunakan metanol dengan pengadukan selama 20 menit pada 

suhu 55 °C menghasilkan kadar hesperidin sebesar 24,77 mg/g bobot kering, lebih tinggi dibandingkan 

etanol 90% pada kondisi yang sama yang hanya menghasilkan 17,9 mg/g (Pyrzynska, 2022). 

Metode ekstraksi yang efektif berperan penting dalam pemanfaatan sumber daya secara optimal 

melalui memaksimalkan perolehan senyawa fitokimia serta meningkatkan kualitas dan kemurnian 

ekstrak untuk digunakan dalam berbagai aplikasi kosmetik, nutrasetika, dan farmasi (Mungwari et al., 

2025). Berbagai metode ekstraksi telah dikembangkan untuk meningkatkan efisiensi perolehan 

senyawa fitokimia, di antaranya metode maserasi, refluks, Microwave Assisted Extraction (MAE), dan 

Ultrasound Assisted Extraction (UAE), yang masing-masing memiliki keunggulan tersendiri. Metode 

maserasi memiliki beberapa keunggulan, antara lain prosedurnya yang sederhana dengan penggunaan 

peralatan yang relatif tidak rumit, tidak memerlukan operator dengan keterampilan khusus, serta 

prosesnya yang hemat energi. Selain itu, maserasi sesuai digunakan untuk mengekstraksi senyawa 

tertentu yang memiliki kelarutan rendah dalam pelarut dan memerlukan waktu kontak yang lebih lama 

untuk mencapai kesetimbangan (Puzovic and Mikulic-Petkovsek, 2024). Metode refluks, memiliki 

beberapa keunggulan, antara lain efisien, relatif hemat biaya, dan mudah dalam pengoperasiannya 

(Ariff and Abdullah, 2020). Metode Microwave Assisted Extraction (MAE) memiliki beberapa 

keunggulan, antara lain mampu meningkatkan kualitas ekstrak melalui peningkatan kemurnian dan 

stabilitas senyawa bioaktif, mempercepat proses ekstraksi secara signifikan, dan mengurangi biaya 

operasional. Metode Ultrasound Assisted Extraction (UAE) memiliki keunggulan, antara lain 

penggunaan daya yang rendah, peningkatan hasil ekstraksi, dan memperpendek waktu ekstraksi 

(Ponphaiboon et al., 2023). 

Proses ekstraksi dilanjutkan dengan tahap pemisahan komponen dalam ekstrak untuk 

memperoleh senyawa target, salah satunya menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). 

KLT dipilih karena metode pemisahan yang sederhana, biaya peralatan yang rendah, dan mampu 



 

 

menganalisis berbagai jenis senyawa. Selain itu, proses deteksi pada metode ini relatif mudah dan tidak 

memerlukan peralatan yang rumit (Dipali et al., 2023). Sistem KLT fase normal diterapkan dengan 

menggunakan silika gel GF₂₅₄ sebagai fase diam dan fase gerak etil asetat : aseton : asam format : air 

(10:6:1:2) yang memberikan kepolaran semi-polar hingga polar. Pengamatan hasil pemisahan 

seharusnya dilakukan secara kualitatif menggunakan KLT–densitometri, namun karena keterbatasan 

alat di laboratorium UMS, pengamatan dilakukan secara visual. Bercak yang tampak paling besar dan 

tebal secara visual kemudian dipilih untuk proses pemurnian dan penentuan struktur. 

Ekstrak hasil proses ekstraksi umumnya masih berupa campuran kompleks berbagai senyawa, 

sehingga diperlukan tahap pemisahan dan pemurnian lebih lanjut. Kromatografi kolom dipilih karena 

mampu memisahkan berbagai jenis campuran dalam jumlah yang beragam, baik skala kecil maupun 

besar, serta efektif untuk proses pemurnian senyawa. Metode ini juga relatif cepat, ekonomis, dan tidak 

memerlukan peralatan yang mahal, sehingga banyak digunakan dalam proses isolasi senyawa dari 

bahan alam (Sireesha et al., 2023). Kromatografi Lapis Tipis (KLT) preparatif digunakan karena 

memiliki keunggulan dalam isolasi senyawa murni, yaitu waktu pemisahan yang relatif cepat dan 

penggunaan pelarut yang lebih sedikit. Selain itu, metode ini menghasilkan zona pemisahan yang 

tajam, mudah dideteksi, serta memudahkan pengambilan senyawa dari kromatogram (Wing and 

Bemiller, 1972). 

Senyawa hasil pemisahan selanjutnya diidentifikasi untuk mengetahui struktur kimianya 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis dan spektroskopi NMR. Spektrofotometri UV–Vis digunakan 

sebagai analisis awal untuk mengidentifikasi karakteristik serapan senyawa, sedangkan spektroskopi 

NMR digunakan sebagai uji pendukung guna mengonfirmasi struktur molekul dan penugasan gugus 

proton secara lebih spesifik. Spektrofotometri UV-Vis digunakan karena merupakan metode analitik 

yang umum diterapkan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa organik maupun anorganik, 

serta mampu mendeteksi senyawa dalam jumlah yang sangat kecil (Pratiwi and Nandiyanto, 2022). 

Sedangkan, spektroskopi NMR memiliki keunggulan berupa proses analisis yang cepat, kemudahan 

dalam kuantifikasi, serta kemampuan mendeteksi berbagai senyawa secara simultan (Komoroski et 

al., 2000). 

Pada penelitian ini menggunakan 4 metode ekstraksi yaitu maserasi, refluks, MAE, dan UAE. 

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa penanda yang 

secara konsisten terdeteksi dengan kadar dominan pada berbagai metode ekstraksi cepat. Pada 

Farmakope Herbal Indonesia, senyawa hesperidin digunakan sebagai senyawa standar pada herba kulit 

jeruk purut melalui Kromatografi Lapis Tipis, namun pemisahan senyawa tersebut belum optimal dan 

cenderung berimpit dengan senyawa lain. Senyawa standar yang diperlukan sebagai senyawa baku 

refrensi dalam penelitian ini tidak mudah diperoleh secara komersial dan sangat mahal. Senyawa yang 



 

 

menunjukkan pemisahan secara dominan berdasarkan hasil profiling KLT selanjutnya diisolasi, 

kemudian ditetapkan panjang gelombang maksimalnya menggunakan spektrofotometri UV-Vis dan 

dilakukan dengan estimasi struktur melalui spektroskopi Nuclear Magnetic Resonance (NMR). 

Kemudahan serta keterulangan (konsistensi hasil) dalam identifikasi senyawa marker diharapkan 

dapat memberikan kontribusi signifikan terhadap pengembangan standar mutu bahan herbal, sekaligus 

meningkatkan kualitas bahan baku kulit jeruk purut yang ditujukan bagi pemanfaatan di sektor 

pertanian dan industri farmasi berbasis herbal. 

2 METODE 

2.1 Alat  

Peralatan yang digunakan saat penelitian meliputi : alat-alat gelas, timbangan analliitik (Ohaus),  

almari pengering, blender (philips), sonifikator (Branson 1510), hotplate (Maspion), microwave 

(Toshiba), waterbath (Memmert 6 well), mikropipet (Socorex Acura 825), Chamber (CAMAG® Twin 

Trough Chamber for 20 x 20 cm plates), Lampu UV Vilber Lourmat (230 V, 50/60 Hz), kuvet (Hellma 

Analytics), spektrofotometer NMR (JEOL RESONANCE 400), dan spektrofotometer (Shimadzu). 

2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan saat penelitian meliputi : buah jeruk purut yang dibeli di Pasar Legi 

Surakarta, metanol, reagen semprot sitroborat, etil asetat, aseton, asam format, aquades, DMSO-d6, 

dan metanol-d4. 

2.3 Jalan Penelitian 

2.3.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi kulit jeruk purut dilaksanakan di Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan Ilmu 

Pendidikan Universitas Muhammadiyah Surakarta. 

2.3.2 Penyiapan Bahan 

Pengambilan sampel penelitian kulit jeruk purut (Citrus hystrix) diperoleh dari Pasar Legi 

Surakarta. Pengolahan kulit jeruk purut (Citrus hystrix) yang telah dikumpulkan, kemudian  

dibersihkan untuk   menghilangkan pengotor pada sampel. Lalu dikeringkan kemudian dikupas 

kulitnya dan sampel  dipotong-potong kecil. Setelah itu sampel dikeringkan dialmari pengering pada 

suhu kurang dari 50oC. Selanjutnya dihaluskan dengan menggunakan belender, diayak, dan diperoleh 

hasil serbuk kulit jeruk purut. 

2.3.3 Ekstraksi 

1. Maserasi 

5 gram serbuk kulit jeruk purut dimaserasi dengan 25 mL metanol (1:5) selama 24 jam. Ekstrak 

disaring menggunakan kertas saring (Whatman No. 1) dan diuapkan dengan waterbath suhu 50oC 



 

 

hingga diperoleh ekstrak kental. Hasil ekstrak disimpan di lemari pendingin pada suhu 4oC (Safdar et 

al., 2017). 

2. Refluks 

5 gram serbuk kulit jeruk purut diekstraksi dengan 25 mL metanol (1:5) dengan menggunakan 

alat refluks selama 60 menit pada suhu terkontrol 80°C. Ekstrak disaring menggunakan kertas saring 

(Whatman No. 1) dan diuapkan dengan waterbath suhu 50oC hingga diperoleh ekstrak kental. Hasil 

ekstrak disimpan di lemari pendingin pada suhu 4oC (Jin et al., 2022). 

3. UAE 

5 gram serbuk kulit jeruk purut diekstraksi dengan 25 mL metanol (1:5) dengan menggunakan 

alat sonikator selama 15 menit. Ekstrak disaring menggunakan kertas saring (Whatman No. 1) dan 

diuapkan dengan waterbath suhu 50oC hingga diperoleh ekstrak kental. Hasil ekstrak disimpan di 

lemari pendingin pada suhu 4oC (M’hiri et al., 2017). 

4. MAE 

5 gram serbuk kulit jeruk purut diekstraksi dengan 25 mL metanol (1:5) menggunakan alat 

microwave dengan daya low selama 3 menit. Ekstrak disaring menggunakan kertas saring (Whatman 

No. 1) dan diuapkan dengan waterbath suhu 50oC hingga diperoleh ekstrak kental. Hasil ekstrak 

disimpan di lemari pendingin pada suhu 4oC (M’hiri et al., 2017). 

2.3.4 Uji Rendemen Ekstrak 

Menurut (Saerang et al., 2023) ekstrak yang diperoleh kemudian ditimbang dan dihitung 

rendemen ekstrak dengan menggunakan rumus sebagai berikut : 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 (%) =
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ (𝑔𝑟𝑎𝑚)

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑡𝑎𝑛𝑎𝑚𝑎𝑛 𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 (𝑔𝑟𝑎𝑚)
× 100% 

2.3.5 Kromatografi Lapis Tipis 

Ekstrak kental yang diperoleh dari masing-masing metode ekstraksi diencerkan menggunakan 

25 mL metanol, selanjutnya dianalisis dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Analisis 

dilakukan menggunakan fase gerak etil asetat : aseton : asam format : air (10:6:1:2) dan fase diam 

berupa plat silika gel GF254. Sampel dari setiap metode ekstraksi diaplikasikan sebanyak 15 µL pada 

plat KLT. Plat kemudian dielusi menggunakan fase gerak yang telah dijenuhkan, dikeringkan, dan 

disemprot dengan larutan pereaksi sitroborat, kemudian dipanaskan pada suhu 100°C selama 5 menit. 

Deteksi dilakukan dibawah lampu UV 366 nm, pengamatan menunjukkan adanya spot dengan nilai 

Rf sebesar 0,34 setelah penyemprotan sitroborat, yang mengindikasikan keberadaan senyawa 

hesperidin (Kemenkes RI, 2022).  

2.3.6 Kolom Kromatografi 

Kromatografi kolom dilakukan menggunakan fase diam Sephadex LH-20 yang dimasukkan ke 

dalam kolom kaca dengan bantuan pelarut metanol agar fase diam tersusun secara homogen dan 



 

 

menghasilkan sistem yang stabil sebelum digunakan. Sampel hasil isolasi dilarutkan terlebih dahulu 

dalam pelarut yang sesuai, kemudian diaplikasikan ke dalam kolom secara perlahan. Proses elusi 

dilakukan secara isokratik menggunakan metanol hingga diperoleh eluat yang keluar dari kolom. Eluat 

yang dihasilkan ditampung secara bertahap ke dalam vial dengan volume tertentu sehingga diperoleh 

sejumlah eluat. Eluat yang diperoleh selanjutnya dianalisis lebih lanjut untuk menentukan eluat yang 

mengandung senyawa target. 

2.3.7 KLT Preparatif 

Fase gerak yang digunakan yaitu campuran etil asetat, aseton, asam format, dan air dengan 

perbandingan 10:6:1:2 (v/v/v/v) dalam volume 100 mL. Fase diam yang digunakan berupa plat silika 

gel GF254 (20 x 20 cm). Sampel yang diaplikasikan merupakan fraksi terpilih hasil kromatografi kolom. 

Sampel diaplikasikan memanjang secara merata pada bagian yang sudah ditentukan kemudian 

ditunggu hingga plat kering. Selanjutnya dileusi hingga fase gerak mencapai batas elusi atas, kemudian 

diangkat, dan dikeringkan. Setelah kering, dianalisis dibawah sinar UV untuk mengidentifikasi pita 

senyawa target (Kemenkes RI, 2022). Pita yang menunjukkan fluoresensi paling jelas dipilih setelah 

itu ditandai. Pengerokan dilakukan secara hati-hati menggunakan spatula bersih dan serbuk silika yang 

mengandung senyawa dikumpulkan kemudian disimpan untuk tahap selanjutnya. Setelah dikerok, 

kemudian serbuk dialiri dengan metanol sejumlah 3 mL. 

2.3.8 Spektrofotometri UV-VIS 

Analisis spektrofotometri UV–Vis dilakukan untuk menentukan panjang gelombang maksimum  

senyawa hasil isolasi. Rentang panjang gelombang pengukuran selanjutnya ditetapkan sebagai dasar 

penentuan λmaks. Metanol digunakan sebagai blanko dengan dimasukkan ke dalam kuvet untuk 

penetapan nol absorbansi. Sampel isolat dengan bobot 3,3 mg dilarutkan dalam 1,2 mL metanol. 

Larutan tersebut kemudian dimasukkan ke dalam kuvet sebanyak 1000 µL dan ditempatkan pada 

ruang sampel spektrofotometer UV–Vis. Pengukuran dilakukan pada rentang panjang gelombang 

yang telah ditetapkan (200 – 800 nm) hingga diperoleh spektrum serapan. Nilai panjang gelombang 

maksimum ditentukan berdasarkan absorbansi tertinggi yang diperoleh. 

2.3.9 H-NMR 

Analisis spektroskopi ¹H-NMR dilakukan untuk mengidentifikasi struktur senyawa hasil isolasi 

berdasarkan perbandingan dengan data literatur. Isolat yang diperoleh masing-masing dilarutkan 

dalam DMSO-d₆ dan metanol-d4. Selanjutnya, sampel dianalisis menggunakan spektrometer ¹H-NMR 

pada frekuensi 400 MHz. Spektrum 1HNMR memberikan informasi mengenai jumlah jenis proton 

dalam suatu senyawa dan sifat lingkungan kimia dari masing-masing proton hidrogen 



 

 

3 HASIL DAN PEMBAHASAN  

3.1 Hasil Determinasi 

Determinasi tanaman merupakan metode untuk memastikan identitas dan tingkat taksonomi 

tanaman yang digunakan dalam penelitian sehingga dapat menghindari kesalahan dalam pengambilan 

bahan tanaman (Saepudin et al., 2024). Pada penelitian ini, tanaman jeruk purut (Citrus hystrix) 

diperoleh dari Surakarta, Jawa Tengah. Kulit jeruk purut (Citrus hystrix) yang digunakan dalam 

penelitian ini dideterminasi di Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan 

Universitas Muhammadiyah Surakarta dengan Nomor : 036/A.E-I/LAB.BIO/XI/2025 diperoleh hasil 

bahwa tanaman tersebut merupakan tanaman jeruk purut (Citrus hystrix) dengan klasifikasi sebagai 

berikut : 

Divisio  : Spermatophyta 

Sub Divisio : Angiospermae 

Classis  : Dicotyledoneae/Magnoliopsida 

Sub Classis : Dialypetalae 

Ordo   : Rutales/Sapindales 

Familia  : Rutaceae 

Genus  : Citrus 

Species  : Citrus hystrix DC. 

3.2 Hasil Serbuk Simplisia 

Pengambilan sampel tanaman jeruk purut dilakukan di Surakarta yang diperoleh sebanyak 4 kg. 

Setelah tanaman jeruk purut diperoleh kemudian dilakukan penyucian tanaman untuk menghilangkan 

kotoran dan benda asing lalu dikeringkan setelah itu dipisahkan bagian kulitnya. Kulit buah jeruk purut 

yang telah dibersihkan kemudian dirajang menjadi ukuran kecil untuk mempercepat proses 

pengeringan (Angraiyati and Hamzah, 2017). Setelah kulit jeruk purut terkumpul, bahan selanjutnya 

dikeringkan menggunakan almari pengering pada suhu 50 oC selama 9 jam 40 menit. Pengeringan 

bertujuan untuk menurunkan kadar air bahan sehingga dapat mencegah terjadinya pertumbuhan jamur 

dan memperpanjang masa simpan serbuk simplisia (Rahadyana et al., 2024). Simplisia ditimbang 

untuk mengetahui bobot setelah proses pengeringan. Karakteristik simplisia yang diperoleh yaitu 

warna serbuk hijau muda dan aroma khas jeruk purut. Selanjutnya simplisia kering dihaluskan 

menggunakan blender dan disaring dengan ayakan mesh 60 hingga diperoleh serbuk kulit jeruk purut. 

Hasil serbuk tersebut kemudian ditimbang dan disimpan dalam wadah kedap udara yang tertutup rapat. 

Tabel 1. Hasil rendemen simplisia kulit jeruk purut 



 

 

Berat Simplisia Basah  

(g) 

Berat Simplisia Kering  

(g) 

Hasil Rendemen Simplisia 

(%) 

3998,50  479,82  12% 

Rendemen merupakan perbandingan antara produk akhir yang dihasilkan terhadap bahan baku 

yang digunakan (Kiswandono, 2011). Perhitungan rendemen simplisia dilakukan dengan 

membandingkan berat kering simplisia dengan berat awal bahan segar, dimana nilai rendemen yang 

baik yaitu lebih dari 10%. Berdasarkan hasil Tabel 1 diperoleh penyusutan simplisia 479,82 gram kulit 

jeruk purut (Citrus hystrix) adalah 12%, sehingga memenuhi syarat rendemen yang baik. Penyusutan 

bobot yang terjadi dapat disebabkan karena penguapan kadar air pada saat pengeringan.  

3.3 Hasil Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan proses pemisahan komponen berkhasiat dari bahan tumbuhan 

menggunakan pelarut tertentu sesuai prosedur yang telah distandardisasi. Tujuan ekstraksi adalah 

memisahkan metabolit tanaman yang larut dari bahan yang tidak larut sehingga senyawa yang 

diinginkan dapat diperoleh (Eprariana et al., 2025). Pada penelitian ini dilakukan uji pendahuluan 

dengan  membandingkan 4 metode ekstraksi yang terdiri dari maserasi, refluks, MAE (Microwave 

Assisted Extraction), dan UAE (Ultrasonic Assisted Extraction). Keempat metode ekstraksi dipilih 

karena merepresentasikan teknik ekstraksi konvensional dan nonkonvensional dengan mekanisme 

yang berbeda, sehingga memungkinkan evaluasi secara menyeluruh terhadap efisiensi penarikan 

senyawa. 

Selain metode ekstraksi, pemilihan pelarut sangat penting dalam proses ekstraksi karena menjadi 

salah satu faktor yang menentukan perpindahan massa zat terlarut dari bahan alam ke dalam pelarut 

(Niawanti and Putri, 2020).  

Pada penelitian ini, identifikasi senyawa penanda dilakukan dengan mempertimbangkan sifat 

kepolaran senyawa penanda, baik polar maupun nonpolar, sehingga digunakan pelarut metanol sebagai 

pelarut ekstraksi (Sumartini et al., 2020). Struktur metanol mengandung gugus hidroksil yang 

membuat pelarut ini dapat menarik senyawa bersifat polar, sementara keberadaan gugus metil 

membuat metanol juga mampu menarik komponen non-polar yang terdapat pada kulit jeruk purut 

(Putri et al., 2019). Selain itu, metanol memiliki struktur molekul yang kecil dan mampu melisiskan 

membran sel tanaman sehingga dapat menembus jaringan tumbuhan untuk menarik senyawa aktif 

keluar. Pada saat ekstraksi, metanol masuk ke rongga sel dengan menembus dinding sel kulit jeruk 

purut dan melarutkan zat aktif yang terdapat di dalam sel sehingga terbentuk konsentrasi yang tinggi 

di dalam kulit jeruk purut. Perbedaan konsentrasi antara bagian dalam dan luar sel menyebabkan difusi 

zat aktif dari dalam sel ke luar sel (Tasmin and Kusuma, 2014).  



 

 

Uji pendahuluan memiliki tujuan untuk mengevaluasi metode ekstraksi cepat dalam menarik 

senyawa target dari sampel ekstrak kulit jeruk purut (Citrus hystrix) secara optimal. Pada tahap uji 

pendahuluan, ekstraksi dilakukan menggunakan 4 metode dengan menetapkan bobot yang standar 

yaitu 5 gram serbuk kulit jeruk purut dalam 25 mL metanol (rasio 1 : 5). Pada maserasi, sampel 

diekstraksi dengan suhu ruang selama 24 jam kemudian ditempatkan pada wadah kedap udara dan 

cahaya dengan dilapisi alumuniumfoil. Metode refluks dilakukan pada suhu 80°C selama 60 menit. 

Pada MAE, proses ekstraksi berlangsung menggunakan microwave selama 3 menit dengan daya low. 

Sementara itu, UAE dilakukan menggunakan alat sonikator selama 15 menit dengan mode panas. 

Setelah proses ekstraksi selesai, masing-masing filtrat disaring dengan kertas saring (Whatman 

No.1) dan diuapkan dengan waterbath pada suhu 50 oC untuk menghilangkan pelarut. Faktor yang 

dapat mempengaruhi proses ekstraksi yaitu metode ekstraksi, jenis pelarut, ukuran partikel, dan lama 

waktu ekstraksi (Asworo and Widwiastuti, 2023). Ekstrak kental yang diperoleh kemudian ditimbang 

untuk menentukan nilai rendemen, yang dihitung berdasarkan perbandingan berat ekstrak terhadap 

berat sampel awal dan dinyatakan dalam persen (%) (Husni et al., 2013). Hasil perhitungan rendemen 

ekstrak kental disajikan pada Tabel 2. 

Tabel 2. Rendemen ekstrak kulit jeruk purut 

Metode 

Ekstraksi 
Replikasi 

Bobot 

Simplisia 

(g) 

Volume 

Pelarut 

(mL) 

Bobot 

Ekstrak 

(g) 

Rendemen 

Ekstrak 

(%) 

 

Rata-

Rata 

(%) 

SD 

Maserasi 

1 5 25 0,6315 12,63 

12,42 0,64 2 5 25 0,5851 11,70 

3 5 25 0,6474 12,94 

Refluks 

1 5 25 0,437 8,74 

9,47 0,72 2 5 25 0,4741 9,48 

3 5 25 0,5099 10,19 

UAE 

1 5 25 0,513 10,26 

11,10 1,02 2 5 25 0,5409 10,81 

3 5 25 0,6125 12,25 

MAE 

1 5 25 0,3148 6,29 

9,17 2,49 2 5 25 0,53 10,6 

3 5 25 0,5318 10,63 

 

Rendemen merupakan perbandingan antara produk akhir yang dihasilkan terhadap bahan baku 

yang digunakan (Kiswandono, 2011). Semakin tinggi nilai rendemen yang dihasilkan menandakan 

nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak dari proses ekstraksi tersebut (Bani et al., 2023). Namun 

demikian, besarnya rendemen tidak dapat digunakan sebagai dasar untuk memperkirakan 

keberagaman senyawa aktif yang terkandung di dalam ekstrak. Oleh karena itu, besarnya rendemen 

yang dihasilkan tidak selalu berbanding lurus dengan kualitas ekstrak yang dihasilkan (Luhurningtyas 



 

 

et al., 2024). Berdasarkan hasil penelitian pada Tabel 2, diperoleh rendemen rata-rata ekstrak yang 

berbeda pada setiap metode ekstraksi. Metode maserasi menghasilkan rendemen tertinggi sebesar 

12,42%, diikuti oleh UAE 11,10%, refluks 9,47%, dan MAE 9,17%.  

Jika dikaitkan dengan persyaratan rendemen ekstrak kental kulit jeruk purut menurut (Kemenkes 

RI, 2022) menyatakan bahwa nilai rendemen tidak kurang dari 12,6%, maka hasil penelitian 

menunjukkan bahwa ekstrak yang diperoleh belum memenuhi persyaratan tersebut. Tetapi rendemen 

maserasi memperoleh rendemen tertinggi dari pada metode ekstraksi lainnya. Tingginya nilai 

rendemen pada maserasi, karena waktu ekstraksi yang lebih lama yaitu 24 jam dibanding dengan 

metode lainnya. Semakin lama waktu ekstraksi maka semakin tinggi rendemen yang diperoleh karena 

kesempatan bereaksi antara bahan dengan pelarut semakin lama hal tersebut menyebabkan semakin 

banyak senyawa yang berdifusi keluar sel (Wijaya et al., 2022). Metode UAE menghasilkan rendemen 

tertinggi kedua karena gelombang ultrasonik meningkatkan efisiensi ekstraksi senyawa target dari 

tanaman menggunakan pelarut organik. Getaran ultrasonik merusak dinding sel tanaman sehingga 

senyawa target di dalamnya dapat dilepaskan dengan lebih mudah (Sholihah et al., 2017). Refluks 

adalah metode ekstraksi dengan pemanasan, pelarut yang digunakan tidak mengalami pergantian 

secara terus-menerus sehingga berpotensi mengalami kejenuhan. Kejenuhan pelarut tersebut dapat 

membatasi kemampuan pelarut dalam melarutkan senyawa aktif pada kulit jeruk purut, sehingga 

proses ekstraksi tidak berlangsung secara sempurna dan berdampak pada rendemen ekstrak yang 

diperoleh (Maryam et al., 2023). Lama pemaparan gelombang mikro dapat mempengaruhi penyerapan 

panas dan peningkatan suhu larutan yang dapat mempercepat gerakan partikel ke pelarut. Kenaikan 

suhu dapat melemahkan permeabilitas sel sehingga dapat memudahkan pelarut dalam mengekstraksi 

senyawa target. Namun, pada penelitian ini metode MAE dilakukan selama 3 menit dengan daya low, 

sehingga energi panas yang dihasilkan belum optimal dan pelepasan senyawa target ke pelarut masih 

terbatas, yang berdampak pada rendahnya rendemen ekstrak yang diperoleh (Purwanti, 2024). Secara 

keseluruhan rendemen ekstrak dipengaruhi oleh berbagai faktor, antara lain metode ekstraksi, jenis 

pelarut, suhu, lama waktu, ukuran partikel dan perbandingan antara jumlah sampel dan pelarut. 

Perbedaan faktor-faktor tersebut dapat menghasilkan variasi nilai rendemen yang dihasilkan pada 

setiap proses ekstraksi (Wadli and Hasdar, 2021). Dengan demikian, keberhasilan metode ekstraksi 

dalam penelitian ini dievaluasi melalui analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk menilai 

kemampuan masing-masing metode dalam memperoleh senyawa target secara optimal. 

3.4 Hasil KLT 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah salah satu metode analisis sederhana yang digunakan 

untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa yang terkandung dalam suatu ekstrak (Lintang et al., 



 

 

2024). Tahap pengujian  menggunakan metode KLT menggunakan fase diam plat silika gel GF254 dan 

fase gerak campuran etil asetat : aseton : asam format : air (10:6:1:2) dalam 10 mL. Pemilihan fase 

gerak tersebut didasarkan pada kemampuannya dalam memberikan keseimbangan polaritas yang 

sesuai untuk memisahkan senyawa golongan flavonoid, khususnya flavanon seperti hesperidin, yang 

bersifat semi-polar hingga polar. Hasil ekstrak kental yang diperoleh dari setiap metode ekstraksi 

diencerkan dengan 25 mL metanol. Penambahan 25 mL metanol agar tidak terjadi tailing pada plat 

KLT yang dapat menyebabkan susahnya terbaca nilai Rf. Tailing dapat terjadi karena sampel yang 

ditotolkan terlalu banyak dan pekat (Afiyati and Murrukmihadi, 2013). Proses penotolan sampel pada 

plat KLT umumnya dilakukan secara manual dengan menggunakan pipa kapiler yang memiliki 

beragam ukuran volume. Namun, metode penotolan manual ini memiliki beberapa kelemahan, salah 

satunya yaitu diameter noda (spot) yang dihasilkan sulit dikendalikan agar tetap sama pada setiap seri 

penotolan sampel (Prasetyawan et al., 2024). Sehingga penotolan sampel ekstrak dilakukan 

menggunakan mikro pipet terkalibrasi sebesar 15 µL setiap sampel. Penggunaan mikro pipet dengan 

tujuan agar diperoleh volume penotolan larutan yang sama pada setiap penotolan sehingga volume 

penotolan sampel dapat diukur secara kuantiatif dan akurat. 

Masing-masing sampel dari setiap metode diaplikasikan sebanyak 15 µL pada plat silika yang 

berukuran 4 × 10 cm dengan batas atas dan bawah 1 cm. Plat silika kemudian dielusi menggunakan 

fase gerak yang telah dijenuhkan sebelumnya. Penjenuhan memiliki tujuan untuk memastikan partikel 

fase gerak terdistribusi secara merata pada seluruh bagian chamber maka proses pergerakan spot diatas 

fase berlangsung optimal, sehingga penjenuhan digunakan untuk mengoptimalkan naiknya eluen 

(Lapis and Dan, 2023). Setelah plat KLT terelusi, plat silika dikeringkan setelah itu disemprot dengan 

penyemprot sitroborat, dan dipanaskan pada suhu 100 oC selama 5 menit. Setelah disemprot dengan 

sitroborat, bercak tidak menunjukkan pendaran kuning. Hal tersebut diduga karena kandungan 

metabolit sekunder pada tumbuhan dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan, salah satunya perbedaan 

musim (Supriatna et al., 2019). Kemudian bercak spot diamati dengan menggunakan sinar UV dan 

nilai Rf dihitung. Spot yang dipilih yaitu dengan bercak yang memiliki bentuk paling tajam dan jelas 

dari masing-masing metode, dan hasil menunjukkan bahwa bercak tersebut memiliki nilai Rf yang 

sama dengan refrensi. Nilai Rf (Retention Factor) merupakan perbandingan antara jarak yang 

ditempuh oleh senyawa pada permukaan fase diam dibagi dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut 

sebagai fase gerak (Munthe et al., 2025). Nilai Rf dapat digunakan sebagai dasar dalam identifikasi 

senyawa, jika identifikasi nilai Rf memiliki nilai yang sama maka senyawa tersebut dapat dikatakan 

memiliki karakteristik yang sama atau mirip (Darmawansyah et al., 2023). Apabila selisih antara nilai 

Rf refrensi dengan sampel ≤0,05 maka dapat dinyatakan bahwa sampel positif, tetapi apabila selisih 

antara Rf pembanding dengan sampel >0,05 maka sampel dinyatakan negatif (Oktaviantari et al., 



 

 

2019). Pengujian selanjutnya dilakukan dengan replikasi sebanyak dua kali untuk memastikan 

ketepatan hasil.  

 

Gambar 2. Profil KLT analitik ekstrak kental kulit jeruk purut 1) maserasi, 2) refluks, 3) 

UAE, 4) MAE 

Berdasarkan Farmakope Herbal, ekstrak kulit jeruk purut memiliki senyawa standar hesperidin 

dengan nilai Rf sebesar 0,34 pada analisis menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). 

Pada Gambar 2 hasil analisis KLT terhadap ekstrak kulit jeruk purut pada replikasi 1, 2, dan 3 

menunjukkan terbentuknya satu noda utama yang berpendar di bawah sinar UV 366 nm dengan nilai 

Rf 0,31 . Nilai Rf yang diperoleh dari sampel tersebut memiliki hasil ≤ 0,05 terhadap nilai Rf senyawa 

standar yang tercantum dalam referensi, sehingga perbedaan tersebut berada dalam batas yang dapat 

diterima. Kesamaan nilai Rf yang teridentifikasi menandakan bahwa senyawa tersebut memiliki 

karakteristik yang serupa atau mirip (Putri et al., 2024). Meskipun tidak menunjukkan nilai Rf dan 

warna bercak yang sama dengan senyawa standar, penelitian ini tetap dilanjutkan dengan berfokus 

pada bercak utama yang muncul untuk dikembangkan sebagai senyawa pembanding alternatif.  

Konsistensi nilai Rf ditunjukkan oleh kesamaan nilai Rf antar senyawa, di mana dua senyawa 

dapat dikatakan identik apabila memiliki nilai Rf yang sama (Darmawansyah et al., 2023). 

Berdasarkan hasil analisis KLT, spot yang dihasilkan dari empat metode ekstraksi dengan tiga kali 

replikasi menunjukkan perbedaan intensitas fluoresensi antar spot. Observasi visual memperlihatkan 

bahwa metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) menghasilkan bercak dengan fluoresensi paling 

tajam dan jelas, menandakan konsentrasi senyawa target yang lebih tinggi dibandingkan metode 

ekstraksi lainnya. Metode UAE replikasi 1, 2, dan 3 selanjutnya dibandingkan berdasarkan intensitas 

bercak yang dihasilkan dan hasil pengamatan menunjukkan bahwa sampel UAE pada replikasi 1 

memberikan fluoresensi paling kuat dibandingkan replikasi 2 dan 3. Oleh karena itu, ekstrak UAE 

pada replikasi 1 dipilih sebagai sampel untuk dilakukan pemisahan lebih lanjut menggunakan 

kromatografi kolom. Sampel terpilih kemudian dikeringkan menggunakan waterbath hingga seluruh 



 

 

pelarut menguap dan tidak terdapat lagi pelarut yang mengalir. Metode ekstraksi modern seperti UAE 

memiliki efisiensi yang lebih unggul dibandingkan teknik konvensional, karena pemanfaatan 

gelombang ultrasonik mampu memecah struktur dinding sel tanaman. Proses ini memungkinkan 

pelarut dapat mengekstrak senyawa aktif berlangsung lebih cepat dan optimal (Dwiyanti et al., 2025). 

Dengan keunggulan tersebut, metode UAE pada replikasi 1 dipilih sebagai metode ekstraksi paling 

efektif untuk dilanjutkan pada tahap pemisahan menggunakan kromatografi kolom dan Kromatografi 

Lapis Tipis preparatif. 

Berdasarkan hasil analisis KLT tersebut, senyawa kandidat marker yang terdeteksi selanjutnya 

ditinjau kesesuaiannya dengan pendekatan penentuan senyawa marker yang digunakan dalam 

Farmakope Herbal Indonesia. Farmakope Herbal Indonesia menetapkan identifikasi mutu kulit jeruk 

purut menggunakan senyawa penanda (marker) berbasis profil Kromatografi Lapis Tipis. Pendekatan 

ini berperan penting dalam pengendalian mutu bahan alam, namun memiliki keterbatasan karena 

bersifat kualitatif hingga semi-kuantitatif serta sangat dipengaruhi oleh kondisi ekstraksi dan sistem 

elusi yang digunakan. Selain itu, pendekatan Farmakope tersebut umumnya menggunakan metode 

ekstraksi konvensional dan belum mengevaluasi pengaruh penggunaan metode ekstraksi cepat 

terhadap karakteristik senyawa marker. Oleh karena itu, penelitian ini memberikan gambaran 

mengenai penentuan senyawa marker kulit jeruk purut berdasarkan metode ekstraksi cepat tanpa 

mengesampingkan kesesuaian dengan standar Farmakope Herbal Indonesia. 

3.5 Hasil Pemurnian dengan Kolom Kromatografi 

Kromatografi kolom merupakan teknik pemisahan untuk memperoleh senyawa metabolit 

sekunder yang lebih murni berdasarkan perbedaan sifat fisikokimia senyawa (Fasya et al., 2018). 

Kromatografi kolom memiliki prinsip dasar yang terletak diperbedaan absorbansi dari senyawa-

senyawa campuran yang akan dipisahkan. Apabila senyawa polar yang lebih kuat cenderung lebih 

tertarik dan bergerak lebih lambat pada fase padat (Riyanto et al., 2024). Pemisahan senyawa target 

dari kulit jeruk purut dilakukan dengan metode kromatografi kolom menggunakan prinsip 

kromatografi eksklusi (gel filtration), menggunakan Sephadex LH-20 sebagai fase diam dan metanol 

sebagai fase gerak. Sephadex LH-20 efektif digunakan dalam pemisahan flavonoid karena mampu 

memisahkan senyawa dengan struktur yang mirip melalui kombinasi filtrasi molekuler dan adsorpsi 

(Wu et al., 2023). Metanol dipilih sebagai fase gerak karena bersifat universal maka dapat melarutkan 

analit yang sifatnya   polar (-OH)   dan   nonpolar (-CH3) (Inhibition et al., 2022). Prinsip pemisahan 

kromatografi menggunakan Sephadex didasarkan pada perbedaan ukuran molekul. Senyawa dengan 

berat molekul kecil akan masuk dan tertahan sementara di dalam gel Sephadex sebelum akhirnya turun 

keluar dari kolom. Sebaliknya, senyawa dengan berat molekul besar akan langsung terelusi keluar 



 

 

kolom karena tidak dapat menembus gel. Dengan demikian, molekul berukuran lebih besar akan keluar 

terlebih dahulu, kemudian diikuti oleh molekul berukuran lebih kecil (Anggistia et al., 2016). Kolom 

yang digunakan memiliki diameter 3,5 cm dan tinggi 43 cm. 

Preparasi kolom diawali dengan menimbang serbuk Sephadex sebanyak 100 gram, kemudian 

ditambahkan 414 mL metanol dan diaduk hingga membentuk suspensi kental dan homogen. Suspensi 

tersebut selanjutnya dimasukkan secara perlahan ke dalam kolom untuk membentuk kolom yang 

bagian bawahnya telah ditutup dengan kapas, kemudian ditambahkan metanol hingga mencapai batas 

atas kolom. Setelah itu dilakukan pengecekan aliran untuk memastikan fase gerak dapat mengalir turun 

dengan lancar dan stabil. Penambahan metanol terus dilakukan hingga tetesan yang keluar dari kolom 

tampak jernih, yang menunjukkan bahwa fase diam telah terdistribusi secara homogen di dalam kolom 

dan sistem kromatografi berada pada kondisi yang sesuai untuk proses pemurnian. 

Sampel yang berupa ekstrak kental sebanyak 513 mg dilarutkan dengan metanol kurang lebih 

sebanyak 900 µL agar diperoleh larutan yang homogen sebelum diaplikasikan dalam kolom. Setelah 

sampel dimasukkan ke dalam kolom secara perlahan menggunakan pipet tetes dan terserap maka 

dimasukkan pelarut metanol pada bagian dinding kolom secara perlahan untuk mendorong sampel 

agar meresap kebawah. Pastikan bagian bawah kolom terbuka agar dapat menampung larutan, 

kemudian metanol terus ditambahkan hingga batas. Ketika larutan yang menetes sudah tidak berwarna 

bening dan posisi senyawa sudah dibagian bawah maka diganti vial dengan ukuran 10 mL. 

Pengumpulan tampungan eluat pada vial 10 mL kurang lebih sebanyak 8,5 mL pada setiap vial 

kemudian diganti hingga diperoleh 15 vial. Hasil eluat sebanyak 15 vial eluat tersebut dianalisis 

menggunakan KLT dengan ukuran plat silika gel GF254 (4 x 5 cm). 

 

Gambar 3. Profil KLT dari kolom kromatografi visualisasi pada sinar UV 366 nm 

Hasil analisis KLT seperti pada Gambar 3 terhadap 15 vial menunjukkan bahwa vial nomor 3, 

4, 5, 6, 7, dan 8 memiliki fluoresensi dengan nilai Rf yang sama, yaitu 0,33 yang mengindikasikan 

keberadaan senyawa identik. Namun, keberadaan beberapa spot lain menunjukkan bahwa masih 

mengandung campuran senyawa sehingga memerlukan tahap pemurnian lanjutan. Berdasarkan 

keseragaman nilai Rf, hasil kolom tersebut kemudian dikelompokkan menjadi 3 bagian, yaitu vial 3 

(bagian 1), vial 4 dan 5 (bagian 2), dan vial 6, 7, dan 8 (bagian 3). 3 bagian tersebut diuapkan dengan 



 

 

waterbath pada suhu 50 oC hingga tidak ada pelarut yang mengalir. Dari ketiga kelompok tersebut, 

fraksi bagian 2 (vial 4 dan 5) dipilih untuk KLT preparatif karena memiliki intensitas spot paling 

berfluoresens, sehingga digunakan pada tahap pemurnian selanjutnya. 

3.6 Hasil Pemurnian dengan KLT Preparatif 

KLT preparatif bertujuan untuk memisahkan campuran suatu reaksi maka diperoleh senyawa 

murni berdasarkan hasil pengerokan dari berbagai pemisahan senyawa pada pita-pita yang sudah 

terbentuk pada preparatif (Herwin et al., 2021). KLT preparatif menggunakan plat silika gel GF254 

berukuran 20 cm × 20 cm sebagai fase diam. Eluat dengan bobot 172,3 mg kemudian dilarutkan dalam 

metanol sebanyak 900 µL diaplikasikan memanjang membentuk pita pada plat dan dielusi dengan fase 

gerak etil asetat : aseton : asam format : air (10:6:1:2) dengan total volume 100 mL. Plat KLT yang 

telah terelusi secara merata dikeringkan, kemudian diamati di bawah sinar UV pada panjang 

gelombang 254 nm dan 366 nm. Hasil pemisahan senyawa secara KLT preparatif diperoleh 2 spot 

yaitu spot 1 dan 2 terlihat pada sinar UV366. Namun, spot  yang terbentuk tidak terpisah secara 

sempurna, ditandai dengan lebar spot yang tidak seragam, cenderung menyebar, batas spot tidak jelas, 

dan tidak tajam. Oleh karena itu, dilakukan proses elusi ulang untuk mengoptimalkan pemisahan 

senyawa pada pita tersebut, tetapi hasil yang diperoleh tetap menunjukkan pola yang sama seperti 

awal. Pemisahan senyawa hasil KLT preparatif dengan cara dikerok dengan spatula besi disimpan 

untuk dilanjutkan tahap berikutnya. 

 

Gambar 4. Profil KLT preparatif visualisasi pada sinar UV 366 nm 

Masing-masing 2 spot pada Gambar 4 berupa serbuk tersebut dialiri dengan metanol kemudian 

ditampung per tetesan dengan vial 5 mL. Proses pengaliran dengan 3 mL metanol pada serbuk yang 

memiliki tujuan untuk memisahkan senyawa target. Apabila tetesan sudah berhenti, hasil kolom 

dianalisis dengan KLT menggunakan dengan ukuran plat silika gel GF254 (4 x 5 cm) dan fase gerak 

etil asetat : aseton : asam format : air (10:6:1:2) dengan volume total 5 mL. 



 

 

 

Gambar 5. Profil Kromatografi Lapis Tipis dari eluat visualisasi pada sinar UV 366 nm 

Pengamatan hasil KLT dilakukan dibawah sinar UV 366 nm yang memperoleh hasil bahwa spot 

1 manghasilkan spot berpendar pada Gambar 5 dengan nilai Rf 0,35 sedangkan pada spot 2 tidak 

menunjukkan adanya spot sehingga mengindikasikan bahwa spot tersebut tidak mengandung senyawa 

target atau memiliki konsentrasi yang rendah maka tidak terdeteksi. Berdasarkan hasil tersebut, spot 1 

dipilih sebagai sampel isolat untuk dilakukan analisis lebih lanjut. Hasil larutan isolat dikeringkan 

dengan menggunakan waterbath pada suhu 50 oC hingga benar-benar bebas pelarut, termasuk 

menghilangkan embun yang dapat menempel pada dinding vial. Apabila isolat sudah kering kemudian 

vial ditimbang dan diperoleh bobot 17,6 mg. Hasil tersebut dibagi menjadi 2 vial, diperoleh bobot 7,9 

mg dan 7,7 mg. Vial ditutup rapat dan dilapisi dengan solatip pada bagian tutupnya untuk memastikan 

tidak terjadi pertukaran udara kemudian isolat dapat disimpan dikulkas pada suhu 2-8oC agar stabilitas 

senyawa terjaga. Vial 2 dengan bobot 7,9 mg dianalisis lanjutan menggunakan spektrometer 1H-NMR 

dengan pelarut DMSO-d6 untuk dapat mengetahui struktur senyawa kimia dari isolat.   

3.7 Spektrofotometri UV VIS 

Spektrofotometri UV–Vis adalah suatu metode analisis yang menggunakan panjang gelombang 

UV dan Visible sebagai area serapan untuk mengidentifikasi keberadaan suatu senyawa. Sinar 

ultraviolet memiliki rentang panjang gelombang antara 200–400 nm, sedangkan sinar tampak berada 

pada kisaran 400–800 nm (Haryanto et al., 2025). Hasil analisis spektrofotometri UV–Vis terhadap 

senyawa hasil isolasi dari kulit jeruk purut menunjukkan satu puncak serapan maksimum (λ max) pada 

panjang gelombang 285.5 nm seperti pada Gambar 6.  



 

 

 

Gambar 6. Panjang Gelombang Isolat 

Gugus kromofor pada cincin A dan B berperan dalam menyerap cahaya UV yang mengalami 

transisi π→π*. Sedangkan, terdapat gugus auksokrom yang ditunjukkan OH dicincin A, gugus OH, 

dan -OCH3 dicincin B yang menyebabkan pergeseran batokromik (Pavia et al., 2001). Pergeseran 

batokromik adalah pergeseran pada pita panjang gelombang yang lebih panjang (energi rendah) (Sahri 

et al., 2019). Kriteria pertama untuk pelarut yang baik adalah pelarut tersebut tidak boleh menyerap 

radiasi ultraviolet di daerah yang sama dengan zat yang spektrumnya sedang ditentukan. Sedangkan 

pelarut yang digunakan adalah methanol dengan serapan maksimal <205nm sehingga tidak 

mengganggu proses serapan (Pavia et al., 2001). Puncak serapan utama yang teramati pada panjang 

gelombang maksimum 285.5 nm adalah karakteristik khas flavonoid golongan flavanon dan sesuai 

dengan serapan Pita II flavonoid. Flavanon menunjukkan puncak serapan Pita II yang sangat kuat pada 

rentang 270–295 nm, sehingga serapan pada 285.5 nm berada pada rentang karakteristik tersebut 

(Kumar and Pandey, 2013). Secara struktural, flavonoid memiliki kerangka C6–C3–C6 dengan dua 

kromofor yang saling berinteraksi, sehingga menghasilkan dua daerah serapan karakteristik, yaitu Pita 

I dan Pita II. Pita II berhubungan dengan transisi elektronik pada sistem benzoil cincin A (Nastasi, 

2025). 

Hesperidin sebagai flavanon glikosida menunjukkan serapan maksimum pada panjang 

gelombang sekitar 286 nm yang disebabkan oleh konjugasi gugus keto dan atom oksigen lainnya 

dengan sistem cincin aromatik (Berger and Sicker, 2009). Perbedaan panjang gelombang maksimum 

antara hasil perhitungan dan hasil pengamatan umumnya mengalami pergeseran sebesar 0 - 4 nm, 

sehingga pergeseran yang teramati masih dapat diterima (Prananta et al., 2020). Oleh karena itu, 



 

 

puncak serapan maksimum pada 285.5 nm menunjukkan kesesuaian karakteristik spektral senyawa 

hasil isolasi dengan hesperidin dan mendukung identifikasi senyawa tersebut sebagai flavanon.  

Tidak teramati serapan signifikan pada daerah 300–380 nm (Pita I), yang umumnya muncul pada 

flavonoid golongan flavon atau flavonol (Gattuso et al., 2007). Hal ini semakin menguatkan dugaan 

bahwa senyawa dominan yang terdeteksi bukan berasal dari golongan tersebut, melainkan flavanon 

glikosida seperti hesperidin. Dengan demikian, hasil analisis UV–Vis ini secara spesifik mendukung 

keberadaan hesperidin sebagai senyawa dominan dalam isolat kulit jeruk purut dan memperkuat hasil 

identifikasi berdasarkan profil KLT. 

3.8 Hasil Karakteristik Isolat dengan H-NMR 

Hasil isolasi yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan spektroskopi NMR. NMR 

(Nuclear Magnetic Resonance) merupakan metode analisis yang digunakan untuk memperoleh suatu 

informasi mengenai struktur dan konformasi senyawa kimia (Ismail et al., 2022). Prinsip spektrometri 

NMR didasarkan pada fenomena resonansi magnetik inti atom dalam senyawa organik. Pada saat 

atom-atom ditempatkan dalam medan magnet, inti tersebut akan menyerap energi elektromagnetik 

pada frekuensi tertentu yang selanjutnya ditampilkan sebagai spektrum NMR. Hal ini dipengaruhi oleh 

sifat intrinsik inti atom, khususnya momen magnetik, yang berinteraksi dengan medan magnet 

eksternal (Emawati et al., 2024). Spektrum NMR merupakan kumpulan satu atau lebih puncak 

resonansi pada frekuensi tertentu. Penelitian ini menggunakan spektroskopi 1H-NMR, suatu metode 

analisis untuk menentukan struktur senyawa berdasarkan jenis proton (hidrogen), yang memberikan 

informasi terkait jumlah serta lingkungan kimia masing-masing proton dalam suatu senyawa (Ismail 

et al., 2022). Pengukuran spektrum 1H-NMR pada penelitian ini menggunakan pelarut dimetil 

sulfoksida-d6 (DMSO-d6), yang dipilih karena mampu melarutkan flavonoid aglikon maupun 

glikosida dengan baik sehingga mendukung analisis struktur secara optimal. Sinyal proton residu 

DMSO-d₆ muncul pada rentang pergeseran kimia yang sempit (±2,4 – 2,6 ppm), berada di luar wilayah 

serapan utama proton flavonoid, sehingga kemungkinan tidak mengganggu interpretasi spektrum. 

Selain itu, penggunaan DMSO-d₆ dalam kondisi anhidrat memungkinkan pengamatan proton pada 

gugus hidroksil fenolik yang berperan penting dalam penentuan struktur flavonoid (Marry et al., 1970). 

Pada Gambar 7 menampilkan spektrum 1H-NMR hasil analisis sampel, yang digunakan sebagai dasar 

dalam karakterisasi struktur senyawa yang diperoleh. 



 

 

 

Gambar 7. Spektrum 1H-NMR isolat (400 MHz, DMSO-d6) 

Berdasarkan spektrum 1H-NMR isolat (400 MHz, DMSO-d6) seperti pada Gambar 7, senyawa 

target menunjukkan beberapa sinyal khas yang mengindikasikan kemiripan dengan struktur 

hesperidin, meskipun tidak seluruh sinyal karakteristik teramati secara lengkap. Oleh karena itu, 

spektrum tersebut dianalisis lebih lanjut dan dibandingkan dengan data 1H-NMR hesperidin yang 

dilaporkan dalam literatur untuk memastikan kesesuaian struktur senyawa hasil isolasi. Identifikasi 

sinyal proton pada spektrum 1H-NMR isolat dijelaskan pada Tabel 3.  

Tabel 3. Interpretasi data 1H-NMR isolat (400 MHz, DMSO-d6) 

Pergeseran 

kimia δ (ppm) 

Literatur 

Pergeseran 

kimia δ (ppm) 

Hasil Uji 

Pola Pemisahan 

Integrasi 

Analisis Sinyal 

5,46 5,44 s 1H H-2 

3,08 3,13 s 1H H-3a 

2,82 2,82 t 1H H-3b 

3,78 3,78 s 3H -OCH3 

2,48 2,46 s - Impuritas DMSO 

11,99 - - - 5-OH 

1,09 1,09 d 1H H-6 

6,11 6,03 s 1H H-6 

6,13 - - - H-8 

6,93 6,99 s 1H H-2′ 

6,91 6,89 s 1H H-5′ 

6,89 6,99 s 1H H-6′ 

4,97 - - - H-1′′ 

4,97 - - - H-1′′′ 

7,09 - - - H-3′ 

3,16 – 3,64 3,20 – 3,61 m 6H H-2′′ - H-6′′ 

3,16 – 3,64 3,20 – 3,61 m 6H H-2′′′ - H-6′′′ 

0,7 – 1,3 1,047 – 1,192 m 3H Metil alifatik (-

CH3) 



 

 

Analisis komponen penyusun dan karakteristik struktur senyawa dilakukan menggunakan 

spektrum 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) seperti pada Tabel 3. Spektrum ditinjau berdasarkan 

pembagian rentang pergeseran kimia untuk mengidentifikasi jenis proton dan lingkungan kimianya. 

Sinyal pada pada δ 5,44 ppm (s, H-2) proton H-2 tersebut terletak pada atom karbon C-2 yang 

merupakan bagian dari cincin heterosiklik flavanon (cincin C). Posisi proton ini berada di antara dua 

gugus penting, yaitu gugus karbonil (C=O) pada posisi C-4 dan atom oksigen heterosiklik pada cincin 

flavanon. Pada daerah δ 3,13 ppm dan δ 2,82 ppm masing-masing teramati sinyal proton H-3a dan H-

3b yang berasal dari gugus metilena pada posisi C-3 cincin flavanon. Kedua proton tersebut bersifat 

diastereotopik (berada pada lingkungan yang berbeda) sehingga menghasilkan pergeseran kimia yang 

berbeda. 

Sinyal khas lainnya teramati pada δ 3,78 ppm (s, O-CH3) yang berkaitan dengan gugus metoksi 

(–OCH3). Keberadaan gugus metoksi tersebut merupakan ciri struktural yang khas pada senyawa 

hesperidin, yaitu sebagai substituen metoksi pada posisi 4′ cincin aromatik B, sehingga memperkuat 

identifikasi senyawa hasil isolasi sebagai hesperidin. Selain itu, sinyal pelarut DMSO-d6 juga 

teridentifikasi pada δ 2.46 ppm sebagaimana tercantum dalam tabel. Proton 5-OH tidak terdeteksi pada 

spektrum ¹H-NMR karena gugus fenol –OH mudah mengalami pertukaran proton dengan pelarut 

maupun air sisa, sehingga sinyal menjadi melebar dan intensitasnya sangat lemah (Charisiadis et al., 

2014). 

Sistem cincin aromatik pada struktur hesperidin terdiri dari cincin A dan cincin B. Proton 

aromatik pada cincin A yaitu H-6 dan H-8. Pada δ 6,03 ppm (s, H-6) dan 1,09 (d, H-6)menunjukkan 

adanya sinyal metin (CH) proton H-6 berada pada atom karbon C-6. Munculnya 2 senyawa proton 

pada proton H-6 disebabkan oleh keberadaan 2 proton yang tidak ekuivalen, akibat substituen -OH 

pada C-5 dan gugus O-glikosida pada C-7. Sedangkan proton H-8 terletak pada atom karbon C-8 pada 

cincin A yang juga berdekatan dengan gugus hidroksi. Namun, proton H-8 tidak terlihat pada spektrum 

¹H-NMR diduga karena bertumpuk dengan sinyal proton aromatik lain (misalnya H-6 atau proton 

cincin B), sehingga tidak terpisah secara jelas sebagai satu puncak individu. 

Sinyal proton aromatik cincin B pada rentang δ 6,89 – 6,93 ppm (m, 3H, H-2', H-5', dan H-6') 

daerah ini merupakan ciri khas proton aromatik yang berasal dari sistem cincin benzena pada struktur 

aglikon flavonoid. Keberadaan sinyal aromatik tersebut mengindikasikan adanya sistem aromatik 

terkonjugasi, yang umum ditemukan pada senyawa flavonoid. Proton H-1'' dan H-1''' tidak terdeteksi 

karena proton pada gugus gula memiliki banyak sinyal berdekatan, sehingga terjadi tumpang tindih 

dan puncaknya tidak tampak jelas pada spektrum ¹H-NMR. Proton H-3' tidak terdeteksi karena karena 

gugus fenol –OH mudah mengalami pertukaran proton dengan pelarut maupun air sisa, sehingga sinyal 

menjadi melebar dan intensitasnya sangat lemah (Charisiadis et al., 2014). 



 

 

Secara umum, sinyal dominan teramati pada daerah δ 3,20 – 3,61 (m, H2'' – H6'') yang dapat 

dikaitkan dengan proton-proton gula (H2''–H6'' dan H2''' H6''' ) pada struktur flavonoid glikosida, yang 

ditandai dengan banyaknya puncak yang saling tumpang tindih. Daerah ini umumnya diasosiasikan 

dengan proton yang terikat pada karbon beroksigen (C–O), seperti pada gugus alkohol, eter, dan 

khususnya unit gula. Hal ini didukung oleh data pada Tabel 3. Sinyal pada daerah δ 1,047–1,192 (m, 

CH3) berada pada posisi C-5''' rhamnosa.  

Berdasarkan pola spektrum 1H-NMR dan hasil penugasan sinyal, isolat kulit jeruk purut 

diketahui mengandung senyawa dengan gugus gula, sistem aromatik, dan gugus metoksi.  

Karakteristik ini konsisten dengan struktur flavonoid glikosida, khususnya hesperidin, yang tersusun 

atas kerangka flavanon yang terikat pada unit gula. Pergeseran kimia, pola pemisahan, dan integrasi 

sinyal proton yang diamati sesuai dengan data spektrum ¹H-NMR hesperidin dalam penelitian (Köksal 

Karayıldırım, 2017). 

Berdasarkan hasil pengujian 1H-NMR dengan pelarut DMSO-d6, spektrum yang diperoleh 

menunjukkan intensitas sinyal proton yang muncul relatif kecil dan pemisahan sinyal yang kurang 

tajam , sehingga menyulitkan proses interpretasi serta integrasi sinyal proton secara optimal. Meskipun 

DMSO-d₆ dikenal memiliki kemampuan melarutkan yang baik terhadap berbagai senyawa, spektrum 

yang dihasilkan pada penelitian ini menunjukkan kualitas analitik yang belum optimal. Permasalahan 

tersebut sejalan dengan penelitian (Beyer et al., 2010) yang menyatakan bahwa DMSO-d6 sebagai 

pelarut tunggal dapat menyebabkan pergeseran kimia yang relatif seragam dan tumpang tindih sinyal 

proton, terutama pada senyawa dengan struktur molekul yang kompleks atau lingkungan proton yang 

berdekatan, sehingga berdampak pada penurunan resolusi spektrum. Kondisi ini terutama terjadi pada 

senyawa polar hingga semipolar akibat interaksi ikatan hidrogen yang kuat dengan DMSO-d₆, 

sehingga perbedaan pergeseran kimia antar proton menjadi kurang jelas. Menurut (Beyer et al., 2010) 

yang menyatakan bahwa optimasi pelarut berperan penting dalam meningkatkan pemisahan sinyal 

proton maka dilakukan pengujian ulang spektrum ¹H-NMR dengan menggunakan metanol-d4 dengan 

tujuan diharapkan memperoleh resolusi spektrum yang lebih baik dan keakuratan interpretasi struktur 

isolat. 

3.9 Hasil Pemurnian dengan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif 

Isolat target dengan bobot 7,7 mg menunjukkan 3 spot pada analisis KLT sebelumnya, yang 

mengindikasikan bahwa isolat tersebut belum murni sehingga dilakukan pemurnian lanjutan 

menggunakan KLT preparatif. Isolat dilarutkan dengan 600 µL metanol dan dianalisis ulang dengan 

KLT preparatif untuk mengoptimalkan pemisahan senyawa. Kemudian dilakukan pengamatan dengan 

sinar UV 366nm, diperoleh 2 spot seperti  pada Gambar 8 dengan bentuk pita tidak menyebar, batas 



 

 

pita jelas, dan tajam, namun keberadaan 2 spot tersebut menunjukkan kemungkinan masih terdapat 2 

senyawa. Proses elusi ulang dilakukan sebagai upaya untuk mengoptimalkan pemisahan, tetapi hasil 

yang diperoleh tetap menunjukkan pola yang sama.  

 

Gambar 8. Profil KLT preparatif visualisasi pada sinar UV 366 nm 

Selanjutnya, kedua pita tersebut dikerok dan dimurnikan kembali dengan dialiri 3 mL metanol, 

kemudian hasil eluat ditampung dalam vial 5 mL. Larutan isolat dikeringkan menggunakan waterbath 

pada suhu 50 oC hingga bebas pelarut dan embun. Setelah pengeringan, diperoleh isolat 1 dengan 

bobot 2,1 mg dan isolat 2 dengan bobot 1,8 mg. Isolat 1 dengan bobot terbesar kemudian dianalisis 

kembali dengan KLT setelah dilarutkan dalam 200 µL metanol untuk memastikan keberadaan 

senyawa yang terkandung didalamnya seperti pada Gambar 9 dengan diperoleh 1 spot yang 

berpendar.  

 

Gambar 9. Profil KLT dari eluat visualisasi pada sinar UV 366 nm 

Isolat 1 dengan bobot terbesar kemudian dianalisis kembali dengan KLT setelah dilarutkan 

dalam 200 µL metanol untuk memastikan keberadaan senyawa yang terkandung didalamnya. Hasil 



 

 

analisis KLT menunjukkan satu spot berpendar dengan nilai Rf sebesar 0,25, yang mengindikasikan 

tingkat kemurnian isolat lebih baik dibandingkan hasil sebelumnya. Larutan isolat kemudian 

dikeringkan menggunakan waterbath pada suhu 60 oC hingga bebas pelarut, termasuk menghilangkan 

embun yang menempel pada dinding vial. Setelah kering, vial ditutup rapat dan disolatip untuk 

mencegah pertukaran udara, kemudian isolat disimpan pada suhu 2–8 oC. Selanjutnya, isolat dianalisis 

menggunakan spektrometer 1H-NMR dengan pelarut metanol-d4. 

3.10 Hasil Karakteristik Isolat dengan H-NMR 

Analisis 1H-NMR isolat dilakukan menggunakan pelarut metanol pada frekuensi 400 MHz. 

Spektrum yang dihasilkan digunakan untuk mengidentifikasi pergeseran kimia dan pola pemisahan 

proton, sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 10. 

Berdasarkan spektrum 1H-NMR isolat (400 MHz, metanol-d4) pada Gambar 10, senyawa target 

memperlihatkan beberapa sinyal khas yang menunjukkan kemiripan dengan struktur hesperidin, 

meskipun tidak semua sinyal karakteristik terdeteksi secara lengkap. Sehingga spektrum tersebut 

dianalisis lebih lanjut dengan membandingkannya terhadap data 1H-NMR hesperidin yang dilaporkan 

dalam literatur guna memastikan kesesuaian struktur senyawa hasil isolasi. Identifikasi sinyal proton 

pada spektrum 1H-NMR isolat disajikan pada Tabel 4. 

Tabel 4. Interpretasi data 1H-NMR isolat (400 MHz, metanol-d4) 

Pergeseran 

kimia δ (ppm) 

Literatur 

Pergeseran 

kimia δ (ppm) 

Hasil Uji 

Pola Pemisahan Integrasi Analisis Sinyal 

5,48 - - - H-2 

2,78 - - - H-3a 

Gambar 10. Spektrum 1H-NMR isolat (400 MHz, 

metanol-d4) 



 

 

3,25 3,29 m 1H H-3b 

3,78 3,65 s 3H -OCH3 

3,31 3,30 m - Impuritas 

metanol 

6,13 - - - H-6 

6,12 - - - H-8 

6,94 - - - H-2′ 

6,93 - - - H-5′ 

6,90 - - - H-6′ 

4,97 4,90 s 1H H-1′′ 

3,23 3,31 m 1H H-2′′ 

3,26 3,31 m 1H H-3′′ 

3,14 3,13 s 1H H-4′′ 

3,53 3,51 s 1H H-5′′ 

3,43 3,44 m 1H H-6a′′ 

3,81 2,84 s 1H H-6b′′ 

4,52 - - 1H H-1′′′ 

3,63 3,63 s 1H H-2''' 

3,42 3,46 d 1H H-3''' 

3,14 - - - H-4''' 

3,40 3,43 m 1H H-5''' 

1,08 1,10 s 3H H-6''' 

0,7 – 1,3 0,9 – 1,28 d 3H Metil alifatik (–

CH₃) 

Berdasarkan hasil analisis 1H-NMR dengan menggunakan pelarut metanol-d4 pada Tabel 4  

menunjukkan pemisahan sinyal yang lebih tajam dibandingkan penggunaan DMSO-d6. Sinyal proton 

H-2 yang menurut literatur muncul pada δ 5,48 ppm tidak terdeteksi pada spektrum hasil uji. 

Ketidakterdeteksian ini diduga disebabkan oleh lingkungan yang kompleks serta penggunaan pelarut 

protik (metanol) yang dapat menyebabkan relaksasi proton sehingga tidak terdeteksi secara jelas. 

Proton H-3a yang secara literatur berada pada δ 2,78 ppm juga tidak teramati, sedangkan proton H-3b 

terdeteksi pada δ 3,29 ppm dengan pola multiplet. Perbedaan keteramatan ini dapat dijelaskan oleh 

lingkungan magnetik yang berbeda antara kedua proton tersebut, di mana H-3a mengalami pelebaran 

sinyal dengan sinyal lain di daerah alifatik. 

Sinyal pada δ 3,65 ppm (s,-OCH3) merupakan ciri khas proton gugus metoksi (–OCH₃). Gugus 

ini merupakan salah satu ciri khas hesperidin karena terikat pada cincin aromatik flavonoid, sehingga 

kemunculannya mendukung identifikasi senyawa sebagai hesperidin. Selain sinyal proton struktural, 

pada spektrum juga teramati sinyal pada δ 3,30 ppm yang diidentifikasi sebagai sinyal residual pelarut 

metanol-d₄. 

Proton aromatik H-6 dan H-8 pada cincin A serta proton H-2′, H-5′, dan H-6′ pada cincin B tidak 

teramati secara jelas. Ketidakterdeteksian ini diduga disebabkan oleh lingkungan yang kompleks, 

penggunaan pelarut protik (metanol) yang memicu relaksasi proton, serta bobot sampel yang lebih 



 

 

rendah. Ketidakterdeteksian sinyal kemungkinan disebabkan oleh kompleksitas lingkungan senyawa, 

penggunaan metanol sebagai pelarut protik yang memengaruhi relaksasi proton, serta jumlah sampel 

yang lebih sedikit. Sinyal pada δ 4,90 ppm (s, H- 1 ʺ) diidentifikasi sebagai proton anomerik dari unit 

glukosa. Proton pada unit glukosa, yaitu H-2ʺ - H-5ʺ muncul pada rentang δ 3,13 – 3,51 ppm dengan 

pola multiplate dan singlet yang masing-masing memiliki integrasi 1H. Sinyal proton H-6aʺ dan H-

6bʺ muncul pada δ 3,44 ppm (m) dan δ 2,84 ppm (s), yang berasal dari gugus metilena (–CH₂–) pada 

unit glukosa.  

Proton anomerik kedua, H-1ʺʺʺ dari unit rhamnosa, secara literatur berada pada δ 4,52 ppm 

namun tidak teramati secara jelas. Proton H-2ʺʺʺ - H-5ʺʺʺ pada unit rhamnosa  muncul pada daerah δ 

3.63 - 3.43 ppm, yang merupakan karakteristik proton pada gugus alkohol  gula. Sinyal pada δ 1.10 

ppm (s, H-6''') yaitu gugus metil (–CH₃) pada unit gula rhamnosa. Pada daerah alifatik, teramati sinyal 

δ 0.9 - 1.28 ppm (d, CH3) yaitu gugus metil pada unit gula rhamnosa. Karakteristik pergeseran kimia, 

pola pemisahan, dan integrasi sinyal proton menunjukkan kesesuaian dengan data spektrum ¹H-NMR 

hesperidin yang dilaporkan pada penelitian sebelumnya (Tuyen et al., 2023). 

Hasil pengujian ¹H-NMR dengan menggunakan pelarut DMSO-d₆ dan metanol-d₄, diperoleh 

perbedaan yang signifikan pada kualitas spektrum yang dihasilkan. Spektrum ¹H-NMR dengan pelarut 

DMSO-d₆ menunjukkan pemisahan sinyal yang kurang jelas, terutama pada daerah δ 3.0–4.0 ppm 

yang merupakan wilayah karakteristik proton gula, sehingga menyebabkan terjadinya tumpang tindih 

sinyal dan puncak melebar. Sedangkan, spektrum ¹H-NMR dengan pelarut metanol-d4 menunjukkan 

spektrum yang lebih tajam dan terpisah dengan jelas. Perbedaan hasil ini menunjukkan bahwa 

pemilihan pelarut berpengaruh terhadap kualitas spektrum ¹H-NMR yang dihasilkan dan berdampak 

langsung pada ketepatan interpretasi struktur senyawa. 

4 PENUTUP  

Berdasarkan hasil analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT), metode Ultrasound Assisted 

Extraction (UAE) menghasilkan spot dengan fluoresensi paling tajam dan jelas, sehingga dipilih 

sebagai metode ekstraksi cepat. Ekstrak terpilih selanjutnya dipisahkan menggunakan kromatografi 

kolom dan eluat yang diperoleh dimurnikan melalui Kromatografi Lapis Tipis preparatif. Hasil 

karakterisasi menggunakan pengujian spektrofotometri UV–Vis yang menunjukkan nilai panjang 

gelombang maksimum (λmaks) sesuai dengan karakteristik serapan hesperidin yaitu 285.5 nm. 

Dugaan ini diperkuat dengan spektroskopi ¹H-NMR yang menunjukkan kesesuaian karakteristik 

spektrum proton dengan data referensi hesperidin dalam literatur. Senyawa hasil isolasi diduga 

merupakan hesperidin yang berperan sebagai senyawa penanda (marker) pada kulit jeruk purut.Namun 

demikian, identifikasi senyawa belum dapat dijustifikasi secara pasti sebagai hesperidin karena masih 

terdapat perbedaan profil KLT dan data ¹H-NMR yang belum optimal. Oleh karena itu, diperlukan 



 

 

peningkatan bobot sampel agar diperoleh sinyal spektrum yang lebih memadai untuk interpretasi 

struktur senyawa secara lebih akurat. 

Hasil yang diperoleh memberikan kontribusi penting dalam pemilihan metode ekstraksi cepat 

untuk isolasi senyawa marker dari bahan alam, khususnya kulit jeruk purut. Penelitian ini memberikan 

acuan metodologis dalam menentukan metode ekstraksi yang sesuai untuk memperoleh senyawa 

marker secara efisien. Senyawa standar hesperidin tidak mudah diperoleh secara komersial. Selain itu, 

harga senyawa standar hesperidin relatif mahal, sehingga isolasi senyawa dari bahan alam dapat 

menjadi alternatif dalam penyediaan senyawa standar. 
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