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ABSTRAK 
 

Citrus hystrix atau jeruk purut di Indonesia belum banyak dimanfaatkan sebagai obat. 
Ekstrak etanolik kulit buah jeruk purut sampai saat ini belum diteliti sifat sitotoksiknya terhadap 
sel HeLa, sementara ekstrak daun jeruk purut telah banyak digunakan. Pada penelitian ini 
digunakan kulit buah jeruk purut yang diekstraksi dengan pelarut etanol. Tujuan dari penelitian 
ini adalah mengetahui golongan senyawa yang ada pada ekstrak etanolik kulit jeruk purut dan 
mengetahui kemampuan sitotoksik ekstrak etanolik kulit buah jeruk purut pada sel HeLa. 
Kromatografi lapis tipis digunakan untuk mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder 
yang terdapat pada pada kulit buah jeruk. Dari analisa KLT diperoleh hasil bahwa ekstrak 
etanolik kulit jeruk purut mengandung Alkaloida, flavonoida, terpenoid, tanin, dan saponin. 
Metode MTT assay digunakan untuk menguji efek sitotoksik ekstrak etanolik kulit buah jeruk 
purut. Dari hasil MTT assay didapatkan IC50 ekstrak sebesar 873,277 µg/mL, Sehingga dapat 
disimpulkan bahwa ekstrak etanolik kulit jeruk purut tidak bersifat toksik pada sel HeLa. 
 

ABSTRACT 
Citrus hystrix or know as kefir lime in Indonesia were not used as medicine. Kefir lime 

were more used as skin and body treatment rather as food composition. The research of cytotoxic 
effect on HeLa from ethanolic extract of kefir lime peels is never been done before, ethanolic 
extract of kefir lime peels were used on this research. The point of this research is to know the 
main compound that built ethanolic extract of kefir lime peels and to know the cytotoxic effect of 
ethanolic extract from kefir lime peels. Thin layer chromatography (TLC) were being used to 
identify the secondary metabolites in citrus peels extract. From the TLC Alkaloids, Flavonoids, 
Terpenoids, Tanin, and Saponin, were identified. The method that being used to identify the 
cytotoxic effect of citrus peel extract in this research were MTT assay. From the MTT assay we 
can obtain the IC50 of the sample. The IC50 of this Kefir lime peel extract is 873,277 µg/mL. 
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PENDAHULAN 

Indonesia memiliki berbagai ragam flora yang tumbuh di hutan hujan tropis. Salah satu 

tanaman yang banyak dijumpai di beberapa wilayah Indonesia adalah tanaman dari Suku 

rutaceae. Rutaceae terdiri dari 130 marga yang terdapat di dalam tujuh subsuku (Rahmi et al 

2013).  

Salah satu spesies dari Suku rustaceae adalah Citrus hystrix atau jeruk purut. Di 

Indonesia daun jeruk purut digunakan sebagai bumbu masak. Buahnya lebih banyak digunakan 

untuk perawatan tubuh dan kulitnya digunakan untuk makanan. Kulit buah ini dapat 

dimanfaatkan untuk bahan shampoo pencuci rambut (Rahmi, 2013). 

Jeruk purut mengandung flavanoid, karotenoid, limonoid dan mineral. Flavanoid utama 

dalam jeruk adalah naringin, narirutin, dan hesperidin yang terdapat pada kulit buah, dan bulir-

bulir daging buah jeruk. Flavanoid berfungsi sebagai bahan anti oksidan yang mampu 

menetralisir oksigen reaktif dan berkontribusi terhadap pencegahan penyakit kronis seperti 

kanker (Devy et al., 2010).  

Kanker adalah kelompok penyakit yang ditandai dengan pertumbuhan dan penyebaran 

sel abnormal yang tidak terkendali. Ada empat faktor utama penyebab kanker seperti lingkungan, 

makanan, biologis dan psikologis (Lumongga, 2008). Telah lama manusia memerangi kanker 

dan sebagian besar pasien pengidap kanker akan mendapatkan kemoterapi yang melibatkan 

pemakaian obat anti kanker dan obat pendukung untuk mengurangi efek samping pemakaian 

obat anti kanker (Duran et al., 2006), salah satu obat anti kanker adalah doksorubisin, namun 

penggunaan doksorubisin dalam jangka waktu yang panjang telah dilarang karena bersifat racun 

bagi organ-organ penting (Kumar et al., 2012). Oleh karena itu banyak dikembangkan penelitan 

untuk mencari senyawa antikanker lain yang bersifat alami guna meminimalisir efek samping 

dari obat anti kanker tersebut. 

Salah satu metode pengujian senyawa yang berpotensi sebagai antikanker adalah dengan 

pengujian sitotoksik dan sejauh ini belum pernah dilakukan penelitian uji sitotoksisitas ekstrak 

kulit jeruk purut pada sel kanker serviks. Oleh karenanya diperlukan pengujian efek sitotoksik 

ekstrak etanolik dari kulit jeruk purut terhadap sel HeLa sebagai model sel kanker serviks. 
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METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik, vacuum filter, 

saringan, waterbath, erlenmeyer, oven, gelas beker,lemari pendingin, blender, rotary evaporator, 

mikropipet, inkubator CO2, inverted microscope, serta ELISA reader. 

Bahan yang digunakan untuk esktraksi adalah parutan kulit jeruk purut (Citrus hystrix), 

serta etanol sebagai pelarut. Sedangkan bahan yang digunakan untuk menguji sitotoksisitas 

adalah kultur sel HeLa, medium Roswell Park Memoriam Institute(RPMI) 1640, penstrep, 

fungizon, plate 96 wells, kertas saring, microtube, dimethyl sulfoxide (DMSO), methyl-thiazolyl-

tetrazolium(MTT), sodium dodecyl sulfate(SDS), 1% HCl 0,1N, serta Doksorubisin. 

 Cara kerja 

Ekstraksi jeruk purut diawali dengan memilih jeruk dengan karakteristik tua, berwarna 

warna hijau gelap, segar dan tidak ditemukan penyakit di kulit jeruk. Jeruk purut yang 

didapatkan dicuci dengan air mengalir, kemudian dipotong dan diambil kulit bagian luar, 

dikeringkan menggunakan oven selama 12 jam dengan suhu 40oC, kemudian dihaluskan dengan 

blender kering. Sebanyak 50g sample diekstrak dalam 250ml etanol teknis 96% digojok dan 

ditutup rapat menggunakan kertas payung, kapas dan karet gelang. Setelah dimaserasi selama 24 

jam, filtrat disaring dan residunya dimaserasi kembali dengan etanol teknis 96% dengan cara 

yang sama. Maserasi diulang sebanyak tiga kali dan kemudian masing-masing filtrat pada setiap 

ulangan dikumpulkan menjadi satu dalam elenmeyer yang tertutup rapat. Ekstrak kemudian di 

uapkan menggunakan rotary evaporator selama 35 menit, suhu 60o C, 80 rpm, ekstrak di 

tampung diatas cawan porselen, dikeringkan dengan menggunakan waterbath hingga diperoleh 

ekstrak dengan berat kontstan. Ekstrak tersebut kemudian di timbang dengan menggunakan 

timbangan analitik dan disimpan di freezer hingga digunakan. (Chueahongtong et al (2011) yang 

dimodifikasi oleh Setyawati (2013)) 

Analisis fitokimia dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Lima jenis senyawa yang 

dideteksi secara kualitatif, adalah flavonoida, alkaloida, terpenoida, saponin, dan tanin.  

Uji aktifitas sitotoksik dilakukan dengan mengultur Sel HeLa dengan medium lengkap 

pada kultur flask, dengan penggantian medium dilakukan setiap dua hari sekali. Pemeliharaan sel 

HeLa dilakukan dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 37ºC. Pemanenan sel HeLa dilakukan 
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apabila sel sudah konfluen yaitu meratanya sel sebagai sel monolayer sampai menutupi tissue 

disk. 

Sebelum dipanen, sel dicuci menggunakan RPMI 1640 sebanyak tiga kali, lalu diberi 

tripsin sebanyak 0,5 mL per flask. Sel dibiarkan terlepas dari dasar flask sambil digoyang pelan-

pelan sesekali. Apabila sel sudah terlepas, sel dipindah ke konikel 15 mL yang berisi medium 

lengkap, dan disentrifus selama 5 menit, 3000 rpm. Setelah disentrifus, medium dibuang, diganti 

dengan medium lengkap yang baru dan dihomogenasi menggunakan vortex, lalu dihitung 

kerapatan selnya menggunakan hemositometer.  

Sebanyak 50µL suspensi sel ditambah 900µL medium lengkap dan ditempatkan pada 

microtube, kemudian dihomogenasi menggunakan vortex. Selanjutnya, diambil sebanyak 10µL 

suspensi sel diteteskan pada hemositometer dan dihitung jumlah selnya di bawah inverted 

microscope. Setelah kerapatan sel diketahui, maka dapat dihitung volume sel yang harus diambil 

sesuai kebutuhan. Sel yang digunakan untuk pengujian ditempatkan pada tabung konikal 50mL, 

ditambah medium lengkap sesuai perhitungan, dan dihomogenasi menggunakan vortex. Sel 

HeLa yang telah disiapkan dikultur dengan kerapatan 2 x 104 sel/ sebanyak 100µl/ sumuran. Sel 

kemudian diinkubasi dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 37ºC selama semalam.  

Pada akhir masa inkubasi, masing-masing sumuran ditambahkan 100 µL MTT (5mg 

dalam 1 mL PBS + 10 mL medium lengkap). Sebelum diberi MTT, medium dalam sumuran 

dibuang. Setelah MTT, suspensi diinkubasi pada suhu 37ºC, CO2 5%, selama 4 jam. Reaksi 

dihentikan dengan penambahan SDS1% dalam 0,1N HCl sebanyak 100µL/sumuran. Nilai 

absorbansi dibaca dengan ELISA reader λ=550 nm setelah didiamkan pada ruangan gelap pada 

suhu kamar selama semalam. 

 

Analisis Data 

Persentase penghambatan sel yang diperoleh dianalisis dengan Oneway ANAVA 

dilanjutkan dengan TUKEY HFD Test untuk mengetahui beda nyata antar konsentrasi perlakuan. 

Kemudian dari persentase penghambatan ditentukan nilai IC 50 ekstrak menggunakan analisis 

probit. Oneway ANAVA dan analisis probit ditentukan menggunakan program SPSS Statistics 

17.0.  
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Ekstraksi Kulit Buah Jeruk Purut. 

Jenis pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi dipengaruhi oleh jenis bahan yang 

diekstrak. Kelarutan suatu senyawa dalam pelarut tergantung dari gugus-gugus yang terikat 

pada pelarut tersebut. Pelarut yang mempunyai gugus hidroksil (alkohol) dan karbonil (keton) 

termasuk pelarut polar, sedangkan hidrokarbon termasuk ke dalam non polar. Pemilihan pelarut 

harus didasarkan pada sifat polaritas, dan stabilitas (Nurmillah, 2009). 

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah maserasi. Maserasi adalah 

sebuah proses perendaman sampel menggunakan pelarut organik pada temperatur ruangan. 

Senyawa metabolit yang terdapat pada kulit jeruk purut dapat diektraksi menggunakan pelarut 

etanol 96% (Putri, 2013). Rahmi et al (2013) mengemukakan bahwa kulit jeruk purut memiliki 

kandungan metabolit tertinggi pada ekstrak etanolik, oleh karena itu etanol digunakan dalam 

penelitian ini. 

 

  

2. Analisis Kualitatif Kandungan Fitokimia Ekstrak Etanolik Kulit Jeruk Purut 

 Pada penelitian ini dilakukan analisis kualitatif kandungan fitokimia pada ekstrak kulit 

jeruk purut dengan menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) karena dianggap cukup 

mudah, akurat, dan cepat. Golongan senyawa yang diuji adalah alkaloida, flavonoida, 

terpenoida, tannin, dan saponin. 

Berdasarkan penelitian Rahmi,et al (2013) kulit jeruk purut memiliki kandungan 

flavonoida dan alkaloida, senyawa ini telah banyak diteliti dan diketahui memiliki potensi 

sebagai senyawa antikanker (Kanadaswami et al, 2005; Lu, et al, 2012; Batra, 2013). Rahmi et 

al (2013) juga mengemukakan bahwa kulit jeruk purut selain memiliki kandungan flavonoida, 

juga memiliki kandungan fenolik dan terpenoida yang paling tinggi dibandingkan dengan 

bagian lain dari tanaman jeruk purut. 
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Tabel 1. Analisis kualitatif kandungan fitokimia Ekstrak Etanolik Kulit Jeruk Purut 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berdasarkan Tabel 3 dapat dilihat bahwa ekstrak etanolik kulit jeruk purut mengandung 

semua senyawa yang diujikan, hal ini berbeda dengan Rahmi, et al (2013) yang tidak 

menemukan senyawa saponin dan alkaloida. Perbedaan pada hasil yang didapatkan diakibatkan 

bedanya metode ekstraksi. Sedangkan Setyawati (2013) menemukan bahwa ekstrak daun jeruk 

purut memiliki kandunan saponin dan alkaloida, hal ini serupa dengan hasil yang didapat dalam 

penelitian kali ini yang menggunakan kulit buah jeruk purut. 

Untuk mengetahui potensi anti kanker pada suatu sampel diperlukan sebuah rangkaian 

uji, diantaranya adalah uji sitotoksisitas yang merupakan uji pendahuluan untuk mengetahui 

sifat toksik dari suatu ekstrak pada sel kanker (Setyawati, 2013). Pada penelitian kali ini uji 

sitotoksik dilakukan pada kultur sel HeLa. 

Kultur sel adalah teknik yang digunakan untuk menumbuhkan sel diluar kondisi 

alaminya. Kelebihan dari metode kultur sel adalah kebebasan peneliti untuk mengatur kondisi 

lingkungan tempat hidup pada keadaan konstan. Kekurangan dari metode ini adalah adanya 

kemungkinan mutasi pada sel yang dikultur. Untuk meminimalisir hal tersebut kondisi 

lingkungan kultur harus dibuat semirip mungkin dengan lingkungan awal di dalam tubuh supaya 

sel tumbuh dengan baik (Zarisman, 2006). 

Kondisi sel didalam kultur dipengaruhi oleh medium kultur dan kondisi lingkungan. 

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah RPMI. RPMI adalah medium yang baik 

untuk menumbuhkan sel kanker dalam jangka waktu yang pendek (Gusmita 2010). FBS (Fetal 

Bovine Serum) ditambahkan kedalam medium sebagai growth factor. FBS adalah suplemen 

Golongan senyawa Kandungan Fitokimia 

Alkaloida + 

Flavonoida + 

Terpenoida + 

Tannin + 

Saponin + 
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peningkat pertumbuhan yang sering digunakan karena kompleks dan mengandung banyak 

faktor pertumbuhan, melindungi sel dan memberi nutrisi. Kandungan tersebut dibagi menjadi 

beberapa polipeptida spesifik yang memacu pertumbuhan sel, protein transport, protection 

agent, faktor pelekat dan nutrisi. Pada medium RPMI juga ditambahkan penisilin-streptomisin 

yang bertujuan untuk menghindari terjadinya kontaminasi bakteri. Penisilin-Streptomisin adalah 

antibiotik yang tidak bersifat toksik, memiliki spektrum antimikroba luas dan ekonomis 

(Zarisman 2006).  

Jumlah sel kanker hidup dalam suspensi yang digunakan dalam kultur tiap sumuran 

adalah 2 x 105 sel/sumuran. Jumlah sel diharapkan dapat bertahan selama waktu perlakuan (24 - 

48 jam). Penentuan waktu inkubasi 24 - 48 jam adalah untuk mencegah berkurangnya 

ketersediaan nutrisi yang dikonsumsi oleh sel. Berkurangnya nutrisi dapat disebabkan karena 

jumlah sel yang terus bertambah sehingga nutrisi yang tersedia tidak mencukupi.Medium RPMI 

akan berfungsi maksimal dalam mengultur sel kanker selama dua hari (Zarisman, 2006). 

Medium yang digunakan dalam tiap sumuran adalah medium lengkap yang beriisikan RPMI, 

Fungizone, Penisilin-streptomisin, dan FBS. 

Dimetil Sulfoksida (DMSO) berfungsi sebagai solvent yang meningkatkan kelarutkan 

sample. DMSO adalah sebuah pelarut polar aprotik yang dapat melarutkan baik senyawa polar 

dan nonpolar dan larut dalam berbagai pelarut organik maupun air (BPOM, 2010). Dalam 

penelitian kali ini DMSO digunakan untuk membantu melarutkan ekstrak dalam medium. 

Pada penelitian ini dilakukan MTT assay untuk menguji sifat toksisitas senyawa uji . 

MTT adalah garam tetrazolium yang direduksi menjadi produk formazan dengan mereduksi 

kehadiran enzim hanya pada sel yang aktif secara metabolik (Jabbar, et al., 1989), pada 

penelitian kali ini juga terbentuk kristal formazan (Gambar 2). 
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Gambar 1. Dokumentasi sel HeLa setelah pemberian MTT yang diamati dengan mikroskop 

inverted perbesaran 10x10: (a)Sel Mati (b) Sel Sehat 

 

Reaksi MTT dengan enzim mitokondria reduktase yang terdapat pada sel dihentikan 

dengan penambahan Sodium Dodesil Sulfat (SDS). SDS berfungsi sebagai detergen yang dapat 

melisiskan membran sel dan mendenaturasi protein (Maulana, et al, 2010), semakin sehat 

sebuah sel maka kristal formazan yang dihasilkan akan lebih banyak sehingga warna ungu yang 

dihasilkan akan lebih pekat, oleh karena itu tingkat sitotoksisitas bisa diukur dengan mengukur 

absorbansi cahaya dengan menggunakan microplate reader.  

Pada penelitian kali ini dapat dibuktikan bahwa doksorubisin lebih efektif dalam 

menghambat pertumbuhan sel HeLa dibandingkan dengan ekstrak. Pada konsentrasi 1,551 

µg/mL doksorubisin sudah mampu menghambat 50% pertumbuhan sel HeLa, sedangkan 

ekstrak etanolik kulit jeruk purut mencapai penghambatan 50% pada konsentrasi antara 800 

(48,64%) hingga 900 (51,53%) µg/mL. 
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Tabel 2. Sitotoksisitas Ekstrak Kulit Jeruk Purut Terhadap Sel HeLa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Keterangan: Huruf di belakang angka menunjukan bedanyata antar persentase penghambatan. 

Golongan huruf yang sama menunjukan tidak ada beda nyata sedangkan huruf 
yang berbeda menunjukan beda nyata. 

 

Berdasarkan nilai absorbansi yang diperoleh dari pembacaan microplate reader dapat 

dihitung persentase penghambatan ekstrak etanolik kulit jeruk purut terhadap sel HeLa (Tabel 2) 

dengan penghambatan kontrol sel sebesar 0%. Berdasarkan grafik pada Gambar 2 dapat 

disimpulkan bahwa penghambatan ekstrak bersifat linier, yaitu semakin besar konsentrasi 

ekstrak maka semakin besar tingkat penghambatannya.  

Berdasarkan nilai absorbansi yang diperoleh dari pembacaan microplate reader dapat 

dihitung persentase penghambatan ekstrak etanolik kulit jeruk purut terhadap sel HeLa (Tabel 

2). Berdasarkan grafik pada Gambar 2 dapat disimpulkan bahwa penghambatan ekstrak bersifat 

linier, yaitu semakin besar konsentrasi ekstrak maka semakin besar tingkat penghambatannya. 

Penghambatan sel dari konsentrasi terkecil 200 µg/mL hingga konsentrasi terbesar 1000 µg/mL 

terus mengalami peningkatan. 

 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi Ekstrak (µg/mL) 
Persentase 

Penghambatan (%) 
Ekstrak Etanolik 

1000 50,49 ± 0,17ab 

900 51,53±0,39ab 

800 48,64±0,39ab 
700 46,07±0,49ab 

600 36,23±0,54abc 

500 27,84±2,19abc 
400 18,03±2,63bcd 
300 14,82±3,54cde 

200 9,71±2,25cde 
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Gambar 2. Sitotoksisitas ekstrak jeruk purut terhadap sel HeLa  
 

Tabel 3. Sitotoksisitas kontrol Positif Doksorubisin  
Konsentrasi Doksorubisin (µg/mL) Persentase Penghambatan (%) 

50 82,29 ± 0,49a 
 25 84,6 ± 0,49a 
12,5 79,95 ± 1,15ab 
6,25 55,65 ± 6,14def 
3,125 49,41 ± 11,03efg 
1,551 50,16 ± 9,57fgh 

 
Keterangan: Huruf di belakang angka menunjukan bedanyata antar persentase penghambatan. 

Golongan huruf yang sama menunjukan tidak ada beda nyata sedangkan huruf 
yang berbeda menunjukan beda nyata. 

 

Bila dibandingkan penghambatan yang dilakukan oleh ekstrak (Tabel 2) dan 

Doksorubisin (Tabel 3) maka dapat disimpulkan bahwa penghambatan yang dilakukan ekstrak 

etanolik kulit jeruk purut sangat rendah. 

Berdasarkan hasil pada Tabel 4 dan 5 dihitung Inhibitory Concertration (IC50) dari 

ekstrak dan doksorubisin, yaitu konsentrasi zat uji yang dapat menghambat pertumbuhan sel 

sebesar 50%, dihitung dari kurva regresi linier antara log konsentrasi zat uji dengan nilai probit 

aktivitas penghambatan (Agustini, 2012). 

Pada penelitian ini didapatkan IC50 ekstrak sebesar 873,277 µg/mL sedangkan IC50 

doksorubisin sebesar 1,546 µg/mL. Ampasavate et al. (2010) dalam Setyawati (2013) 

menggunakan standar suatu bahan bersifat sitotoksik apabila nilai IC50 < 100 µg/mL. 
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Berdasarkan Ampasavate dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanolik kulit jeruk purut tidak 

bersifat toksik bagi sel HeLa 

 
SIMPULAN  

Ekstrak etanolik kulit jeruk purut mengandung metabolit sekunder alkaloid, flavonoid, 

terpenoid, tannin, dan saponin. Uji sitotoksik menunjukan ekstrak etanolik jeruk purut (IC50 

=873,277 µg/mL) tidak bersifat toksik terhadap sel HeLa. Ekstrak memberikan penghambatan 

tertinggi sebesar 51,53% pada konsentrasi 900µg/mL dan penghambatan terendah sebesar 

9,71% pada konsentrasi 200 µg/mL  

 
SARAN   

Pada penelitian kali ini ekstrak etanolik kulit jeruk purut terbukti tidak memiliki efek 

sitotoksik, oleh karena itu disarankan untuk penelitian lanjutan metode ekstraksi perlu 

disempurnakan dan perlu diteliti lebih lanjut dengan menggunakan pelarut yang berbeda. Efek 

sitotoksik pada sel lain masih belum diketahui sehingga disarankan agar diujikan pada sel yang 

berbeda. Jenis kandungan fitokimia pada kulit jeruk purut juga harus diidentifikasi lebih spesifik 

dan diuji hubungan sitotoksisitas tiap senyawa. 
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