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Abstract. Banjarnese siam orange (Citrus nobilis (Lour.) var. Microcarpa Hassk.) is one of the 

leading orange varieties from South Borneo known for its antioxidant and antimicrobial 

activity because the presence of phenol, flavonoid, and terpenoid compounds. However, 

research on the distribution of bioactive compounds from the body of C. nobilis has yet to be 

available. This research proposed studying the distribution of phenol, flavonoid, and terpenoid 

compounds in the histochemistry of C. nobilis leaves and peels under different maturation. The 

distribution was examined based on the alteration of color after adding a specific reagent: 

phenol was detected by FeCl3 10%, flavonoid with AlCl3 10%, and terpenoid with Cu2(CH3COO)4 

5%. Phenol, flavonoid, and terpenoid compounds were found distributed on both young and 

old leaves’ palisade mesophyll, around the secretory cavity, spongy mesophyll, vascular 

bundles, adaxial epidermis, sclerenchyma, and midrib parenchyma. As for the peels, these 

compounds were found all over the layers with slight differences: flavonoids and terpenoids 

were mainly found in the albedo layer, while phenol was mainly in the whole layers. Phenol 

and flavonoid compounds were found concentrated in secretory cavities scattered through the 

albedo and flavedo. In addition, more mature age, both in leaves and peels, showed darker 

color alteration indicating the accumulation of phenol, flavonoid, and terpenoid compounds. 
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Abstrak. Jeruk siam banjar (Citrus nobilis (Lour.) var. Microcarpa Hassk.) merupakan 

varietas jeruk unggulan dari Kalimantan Selatan memiliki aktivitas antioksidan dan 

antibakteri karena adanya senyawa metabolit sekunder seperti fenol, flavonoid, dan 

terpenoid.  Riset terkait persebaran senyawa bioaktif pada bagian tubuh C. nobilis secara 

histokima masih belum dilakukan. Penelitian ini bertujuan mengkaji distribusi senyawa 

fenol, flavonoid, dan terpenoid secara histokima dari daun dan kulit buah C. nobilis dengan 

umur yang berbeda. Ditribusi berdasarkan perubahan warna sampel setelah diberi reagen 

spesifik: fenol dideteksi dengan menggunakan reagen FeCl3 10%; flavonoid menggunakan 

AlCl3 10%; dan terpenoid menggunakan Cu2(CH3COO)4 5%. Senyawa fenol, flavonoid, dan 

terpenoid pada daun tua dan muda terdistribusi pada jaringan mesofil palisade, sekitar 

rongga jaringan sekretori, jaringan spons, pembuluh vaskular, epidermis, sklerenkim, 

kolenkim, dan parenkim ibu tulang daun. Distribusi senyawa fenol, flavonoid, dan terpenoid 

pada kulit tua dan muda ditemukan pada keseluruhan lapisan flavedo dan albedo dengan 

sedikit perbedaan yaitu, flavonoid dan terpenoid kebanyakan ditemukan pada lapisan 

albedo, sedangkan fenol lebih banyak pada lapisan keseluruhan lapisan. Fenol dan flavonoid 
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ditemukan terkonsentrasi pada rongga sekretori dan sekitarnya yang tersebar di lapisan 

flavedo dan albedo. Umur lebih tua pada daun maupun kulit menunjukkan perubahan 

warna lebih gelap yang mengindikasikan adanya akumulasi senyawa fenol, flavonoid, dan 

terpenoid. 

Kata kunci: histokimia; jeruk siam banjar; Citrus nobilis, daun; kulit buah 

 
 
PENDAHULUAN 

 Jeruk siam banjar (Citrus nobilis (Lour.) var. Microcarpa Hassk.) merupakan 
varietas asli dari pulau Kalimantan dan diunggulkan berdasarkan Keputusan Mentri 
Pertanian No.862/Kpts/TP.240/11/98 [1]. Riset terkait jeruk siam banjar telah 
banyak dieksplorasi pada berbagai bidang seperti penggunaan minyak atsiri hasil 
destilasi bagian kulit sebagai agen antibakteri dari beberapa jenis bakteri [2][3]. 
Selain itu kadar kandungan antioksidan dari ekstrak kulit buahnya juga telah diteliti 
[4]. Aplikasi penggunaan ekstrak kulit jeruk siam banjar juga telah dilakukan yaitu 
untuk keperluan remineralisasi gigi desidui [5]. Penelitian yang telah dilakukan 
tersebut didasarkan oleh adanya senyawa aktif seperti fenol, flavonoid, dan 
terpenoid yang ada di pada bagian tubuh jeruk siam banjar. 
 Kulit jeruk siam (Citrus nobilis) mengandung senyawa fenolik dan flavonoid 
dalam jumlah besar. Beberapa kelas senyawa fenolik seperti flavonoid, limonoid, 
komarin, asam fenolik, terpenoid, tanin, stilbena, lignan, dan karotenoid dilaporkan 
telah menyusun hampir setengah dari kandungan senyawa aktif kulit jeruk secara 
keseluruhan [6]. Peran utama senyawa fenolik secara umum yaitu sebagai 
antimikrob, antioksidan, anti kanker (anti-proliferative activity), dan anti inflamasi 
[7]. Flavonoid secara umum memiliki peran yang hampir sama dengan senyawa 
fenolik, yaitu sebagai agen antiviral, antiulcer, anti alergi, dan bahkan berpotensi 
menjadi anti diabetes [8][9]. Terpenoid merupakan konstituen utama dari minyak 
atsiri yang banyak diekstraksi dari bagian tubuh tumbuhan dan berfungsi sebagai 
bahan pengobatan, wewangian atau aromaterapi, dan bahkan berpotensi menjadi 
bahan tambahan pangan dalam hal preservasi [10]. Informasi dari kandungan 
senyawa aktif ini sangat bermanfaat bagi riset aplikatif ke depannya. Namun, hal 
yang sangat krusial yaitu distribusi dari senyawa fenolik, flavonoid, dan terpenoid 
beserta bagian tumbuhan mana yang memproduksinya belum dapat dideterminasi 
kecuali menggunakan metode histokimia. 
 Histokimia merupakan metode pengamatan yang berfokus pada persebaran 
atau distribusi senyawa kimia tertentu pada jaringan makhluk hidup. Metode ini 
berasal dari penggabungan dua bidang keilmuan yaitu biokimia dan histologi yang 
memiliki prinsip utama berkaitan dengan kemampuan jaringan dan sel makhluk 
hidup menyerap suatu zat pewarna tertentu. Reaksi yang terjadi saat proses 
pewarnaan berupa produk akhir jaringan yang berwarna berbeda sehingga dapat 
diamati pada mikroskop [11]. Metode ini telah banyak digunakan untuk mengetahui 
berbagai komponen hasil metabolit primer maupun metabolit sekunder dari 
beberapa jenis tumbuhan obat misalnya tanaman genus Sesbania, Thymus 
quinquecostatus, Piper betle, Rhodomyrtus tomentosa, dan tanaman obat lainnya  
[12][13][14][15]. Sedangkan riset terkait distribusi senyawa bioaktif pada bagian 
tubuh C. nobilis secara histokimia masih belum dilakukan. 
 Senyawa flavonoid, fenol, dan terpenoid pada jeruk siam banjar dapat 
diketahui distribusi dan tempat disintesisnya senyawa ini serta dieksresikan guna 
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memudahkan dalam proses ekstraksi, isolasi, dan kuantifikasi atau penghitungan 
kadar senyawa-senyawa tersebut untuk keperluan riset dan pengembangan obat 
maupun hilirisasi produk berbasis jeruk siam banjar [16]. Pemilihan bagian kulit 
dan daun jeruk siam banjar karena bagian ini termasuk limbah yang dalam 
kehidupan sehari-hari umumnya tidak digunakan. Oleh karenanya, diperlukan 
informasi terkait distribusi senyawa fenol, flavonoid, dan terpenoid dari bagian kulit 
dan daun dari jeruk siam banjar sebagai dasar pengefektivitasan riset lanjutan 
lainnya yang memerlukan senyawa aktif ini. Selain itu, melalui informasi yang 
tersedia dapat diterapkannya prinsip waste minimization dari limbah kulit dan daun 
jeruk siam banjar atau hilirisasi limbah menjadi suatu produk obat. 
  
 
METODOLOGI PENELITIAN 

 Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli sampai dengan Agustus 2023. 
Pelaksanaan penelitian ini dilakukan di laboratorium Anatomi dan Fisiologi 
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lambung Mangkurat, 
Banjarbaru, Kalimantan Selatan. Penelitian ini terdiri dari dua tahapan utama, yaitu 
pengumpulan dan penentuan sampel pengujian histokimia kulit buah dan daun 
jeruk siam banjar (Citrus nobilis (Lour.) var. Microcarpa Hassk.). Hasil histokimia 
dari jaringan kulit buah dan daun jeruk siam banjar kemudian diamati dan data hasil 
pengamatan dianalisis secara kualitatif deskriptif. 
 
Alat dan Bahan 
  Alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya mikroskop binokuler 
(Nikon), kamera mikroskop (OptiLab), pisau cutter, pisau silet, pinset, kaca objek, 
kaca penutup (cover glass), pipet tetes, cawan Petri (Normax), aplikasi OptiLab 
Viewer 2.2, dan Image Raster 3. 
 Bahan yang digunakan meliputi kulit buah muda warna hijau, kulit tua 
berwarna kuning, daun muda dan tua  jeruk siam banjar (Citrus nobilis (Lour.) var. 
Microcarpa Hassk.), akuades steril, larutan pereaksi besi(III) klorida (FeCl3) 10%, 
natrium karbonat (NaCO3), aluminum klorida (AlCl3) 10%, dan tembaga(II) asetat 
5%. 
 
Pengumpulan dan Penentuan Sampel 
 Sampel berupa jeruk siam banjar (Citrus nobilis (Lour.) var. Microcarpa Hassk.) yang 
diperoleh dari Desa Karang Dukuh, Kecamatan Belawang, Kabupaten Barito Kuala, 
Kalimantan Selatan (3°08'38.2"S 114°38'19.3"E). Bagian daun dan kulit buah diambil 
dengan umur yang berbeda diambil dengan kriteria warna yang berdasarkan pada Munsell 
Color Charts for Plant Tissues [17].  Daun muda diambil pada pucuk tangkai atau daun urutan 
ke-2 dengan warna hijau lumut  (Munsell Color Charts: 5 GY (4/2-4/4)). Daun tua diambil 
pada pangkal tangkai atau daun urutan ke-10 dengan warna hijau tua (Munsell Color Charts: 
2,5 GY (7/8-6/8)). Kulit muda diambil dari buah yang belum matang bewarna hijau 
kekuningan gelap (Munsell Color Charts: 2,5 GY (6/8-6/10)). Kulit tua diambil dari buah 
matang yang berwarna hijau kekuningan terang (Munsell Color Charts: 5Y (8/10-8/12)). 
 

Pengujian Histokimia 
 Sampel daun dan kulit dengan umur berbeda dipotong secara melintang dalam 
keadaan segar dengan menggunakan pisau silet. Potongan melintang sampel kemudian 
diberikan penambahan reagen Besi(III) klorida (FeCl3) 10% dengan tambahan serpihan 
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padatan natrium karbonat (NaCO3) secukupnya untuk penentuan distribusi senyawa fenol 
[18]. Perubahan warna menjadi hijau dengan opasitas tinggi atau gelap menandakan hasil 
positif.  Reagen aluminum klorida (AlCl3) dengan konsentrasi 10% digunakan untuk 
penentuan distribusi senyawa flavonoid dan hasil positif ditandai dengan perubahan warna 
sampel menjadi kuning, biru, dan hijau [19].  Tembaga(II) asetat (Cu2(CH3COO)4) 5% 
digunakan untuk penetuan distribusi senyawa terpenoid. Warna kuning kecoklatan 
menandakan adanya hasil positif [15]. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Hasil pengujian histokimia memberikan gambaran distribusi senyawa 
metabolit sekunder fenol, flavonoid, dan terpenoid secara kualitatif tanpa 
melibatkan pengukuran konsentrasi atau kadarnya [20]. Senyawa-senyawa ini 
positif ditemukan pada daun muda dan tua serta kulit muda dan tua C. nobilis 
dengan lokasi yang berbeda-beda. Warna dan tempat ditemukannya senyawa pada 
beberapa hasil pengujian senyawa tertentu berhubungan dengan perbedaan umur 
pada daun dan kulit C. nobilis.  
    Hasil histokimia senyawa fenol, flavonoid, dan terpenoid daun semuanya 
positif yang menandakan ketiga senyawa ini terdapat pada bagian daun muda dan 
tua C. nobilis (Gambar 1.).  Penampang melintang daun tua dan segar bagian ibu 
tulang daun dan lamina dijadikan sebagai acuan untuk melihat perubahan warna  
dan letak distribusi senyawa. Daun muda segar (1a-b) memiliki warna hijau yang 
lebih terang dibandingkan daun tua segar (1c-1d). Berkas pembuluh memiliki tipe 
kolateral, terlihat jelas pada ibu tulang daun berwarna kehitaman, dan dapat 
dibedakan antara xilem dan floem. Berkas pembuluh dikelilingi oleh jaringan 
sklerenkim. Bagian lamina teridiri dari dua lapis jaringan palisade yang tersusun 
rapat dan mengandung banyak klorofil. Jaringan spons pada beberapa bagian rapat 
dan pada bagian lainnya renggang serta terdapat aerenkim. Jaringan sekretori 
membentuk rongga sekretori yang di sekitar rongga tersebut terdapat sel-sel 
sekretori. Letak rongga sekretori tersebar di seluruh bagian daun baik pada lamina 
maupun ibu tulang daun. 
 Keberadaan fenol ditandai dengan perubahan warna jaringan menjadi hijau 
tua hingga kehitaman seperti pada daun muda dan daun tua C. nobilis (1e-1h). Daun 
muda dan daun tua tidak memiliki perbedaan signifikan secara tampilan akibat 
perubahan warna satu sama lain. Fenol pada daun muda dan tua ditemukan di 
jaringan yang sama, yaitu pada rongga sekretori, jaringan parenkim ibu tulang daun, 
dalam jumlah kecil pada epidermis atas. 
 Perubahan warna hijau kekuningan pada daun muda dan tua mengindikasikan 
keberadaan senyawa flavonoid (1i-1l). Daun tua menunjukkan warna hijau 
kekuningan yang lebih gelap dan area lebih luas dibandingkan pada daun muda. 
Ditribusi senyawa flavonoid pada daun muda dan tua sama, yaitu pada jaringan 
palisade, parenkim ibu tulang daun, palisade bagian atas, dadn beberapa jaringan 
spons serta parenkim ibu tulang daun di sekitar rongga sekretori. Distribusi ini 
berkesesuaian dengan lokasi akumulasi dari senyawa flavonoid pada sebagian 
tanaman yaitu pada bagian mesofil [21]. 
 Terpenoid diindikasikan oleh perubahan warna jaringan daun muda dan tua 
menjadi kuning kecoklatan (1m-1p). Daun muda dan tua memiliki distribusi 
terpenoid kurang lebih sama yaitu terkonsentrasi pada sel-sel sekretori, jaringan 
palisade, dan spons yang berada di sekitar rongga sekretori, serta pada pembuluh 
vaskular xilem dan floem ibu tulang daun. Senyawa terpenoid tidak ditemukan pada 
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jaringan epidermis manapun. Sel sekretori pada rongga sekretori menyintesiskan 
terpenoid sebagai konstituen dari minyak atsiri. Hal ini sejalan dengan riset terkait 
kandungan limbah daun C. limon telah diteliti yang menunjukkan banyaknya jenis 
senyawa volatil seperti limonen, geranial, dan neral dari limbah daun jeruk [22]. 
 

Gambar 1. Pengamatan irisan melintang daun C. nobilis bagian ibu tulang daun  dan 
bagian lamina. (a-b) Penampang melintang daun muda segar, (c-d) penampang melintang 
daun tua segar, (e-f) reaksi positif senyawa fenol pada daun muda, (g-h) reaksi positif 
senyawa fenol pada daun tua, (i-j) reaksi positif senyawa flavonoid pada daun muda, (k-l) 
reaksi positif senyawa flavonoid pada daun tua, (m-n) reaksi positif senyawa terpenoid 
pada daun muda, (o-p) reaksi positif senyawa terpenoid pada daun tua. Keterangan: (pm) 
mesofil palisade, (sm) mesofil spons, (s) rongga sekretori, (co) kolenkim, (sc) sklerenkim, 
(mp) parenkim ibu tulang daun, (ea) epidermis atas, (eb) epidermis bawah, (f) floem, (xi) 
xilem, (dc) kristal oksalat, (ic) kristal idioblas, (v) berkas pembuluh. 
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Gambar 2. Pengamatan irisan melintang kulit buah C. nobilis. (a) Penampang melintang 
kulit muda segar, (b) penampang melintang kulit tua segar, (c) reaksi positif senyawa fenol 
pada kulit muda dan kulit tua (d), (e) reaksi positif senyawa flavonoid pada kulit muda dan 
kulit tua (f), (g) reaksi positif senyawa terpenoid pada kulit muda dan kulit tua (h). 
Keterangan: (fl) flavedo, (al) albedo, (s) rongga sekretori, (p) parenkim, (co) kolenkim, (ea) 
epidermis atas. 
 Histokimia kulit muda maupun tua menunjukkan hasil positif untuk 
keberadaan senyawa fenol, flavonoid, dan terpenoid (Gambar 2.). Kulit muda (2a) 
memiliki warna hijau yang lebih terang dbandingkan kulit tua (2b). Kulit C. nobilis 
dibedakan menjadi dua lapisan yaitu lapisan flavedo atau eksokarp dan lapisan 
albedo atau mesokarp. Flavedo mencakup bagian terluar yang berpigmen (colored 
flavedo), kutikula, epidermis, jaringan kolenkim yang tersusun rapat, dan 3 hingga 5 
lapis parenkim. Albedo mencakup beberapa lapisan parenkim hingga lapisan 
serabut terluar dan beberapa berkas pembuluh. Rongga sekretori tersebar pada 
kedua lapisan kulit [23]. 
 Fenol terdistribusi di keseluruhan lapisan kulit muda dan tua ditandai dengan 
warna kehitaman (2c-2d). Senyawa ini terkonsentrasi di setiap rongga sekretori. 
Kulit muda memiliki distribusi fenol pada bagian parekim di lapisan albedo. Kulit 
tua memiliki distribusi fenol pada epidermis, kolenkim, dan beberapa lapisan 
parenkim flavedo. 
 Hasil positif flavonoid ditandai dengan warna hijau kekuningan. Distribusi 
flavonoid tidak terkonsentrasi pada jaringan tertentu, namun menyebar ke seluruh 
bagian lapisan kulit. Kulit tua memiliki warna yang lebih gelap dibandingkan kulit 
muda dan area yang lebih menyeluruh. Flavonoid terdistribusi pada kulit muda di 
seluruh lapisan flavedo dan sedikit lapisan parenkim albedo bagian atas. Kulit tua  
memiliki distribusi flavonoid di kedua lapisan flavedo dan albedo. Flavonoid 
merupakan senyawa polifenol yang berperan dalam perlindungan terhadap 
berbagai cekaman dan memiliki peran penting dalam hal reproduksi dan 
perkembangan. Kulit tua memiliki kadar flavonoid yang lebih banyak sejalan dengan 
peran dari flavonoid tersebut untuk melindungi buah dari gangguan ketika sedang 
matang [24]. 
 Terpenoid positif keberadaanya di kulit muda dan tua. Distribusi terpenoid 
terkonsentrasi pada rongga sekretori dan jaringan parenkim sekitarnya di kedua 
lapisan kulit. Kulit muda memiliki ditribusi terpenoid hanya pada rongga sekretori 
dan parenkim sekitarnya. Kulit tua memiliki distribusi terpenoid pada rongga 
sekretori dan parenkim sekitarnya, serta pada jaringan kolenkim. 
Terkonsentrasinya distribusi terpenoid di bagian rongga sekretori pada kulit C. 
nobilis sesuai dengan peran dari sel-sel sekretori dalam mensintesis terpenoid 
sebagai konsituen utama minyak atsiri  [25]. 
 
KESIMPULAN 

 Berdasarkan hasil dari penelitian ini, maka dapat disimpulkan bahwa senyawa 
fenol, flavonoid, dan terpenoid terdistribusi pada daun tua dan muda C. nobilis pada 
jaringan mesofil palisade, sekitar rongga jaringan sekretori, jaringan spons, 
pembuluh vaskular, epidermis, sklerenkim, kolenkim, dan parenkim ibu tulang 
daun. Distribusi senyawa fenol, flavonoid, dan terpenoid pada kulit tua dan muda 
ditemukan pada keseluruhan lapisan flavedo dan albedo dengan sedikit perbedaan 
yaitu, flavonoid dan terpenoid kebanyakan ditemukan pada lapisan albedo, 

https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/


 

107 
 

Copyright © The Author(s) 
This work is licensed under a Creative Commons 
Attribution-ShareAlike 4.0 International License 

Prosiding Seminar Nasional Sains dan Teknologi Terapan, Vol. 6, 2023 

sedangkan fenol lebih banyak pada keseluruhan lapisan. Fenol dan flavonoid 
ditemukan terkonsentrasi pada rongga sekretori dan sekitarnya yang tersebar di 
lapisan flavedo dan albedo. Umur lebih tua pada daun maupun kulit menunjukkan 
perubahan warna lebih gelap yang mengindikasikan adanya akumulasi senyawa 
fenol, flavonoid, dan terpenoid. 
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