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ABSTRAK 

Kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge) merupakan salah satu tanaman 

yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus, sehingga dapat 

digunakan sebagai zat aktif dalam sediaan spray hand sanitizer dari mikroemulsi 

minyak atsiri kulit jeruk kalamansi. Penelitian ini bertujuan untuk memformulasikan 

minyak atsiri kulit jeruk kalamansi dalam bentuk sediaan mikroemulsi spray hand 

sanitizer serta menguji aktivitas antibakterinya terhadap Staphylococcus aureus 

dengan menggunakan difusi agar. Dalam penelitian ini dibuat 3 formula spray hand 

sanitizer dengan variasi konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 20%, 40% 

dan 60% . Kemudian dilakukan evaluasi kestabilan fisik dengan parameter uji 

meliputi organoleptis, uji kecepatan mengering, pemeriksaan pH, uji stabilitas, uji 

homogenitas dan penentuan ukuran partikel mikroemulsi dan analisis data 

menggunakan ANOVA satu arah. Hasil penelitian menunjukkan berdasarkan uji 

kestabilan fisik didapatkan bahwa secara organoleptis, uji kecepatan mengering, 

pemeriksaan pH, uji homogenitas, uji stabilitas untuk ketiga formula stabil selama 6 

bulan penyimpanan. Selanjutnya berdasarkan uji antibakteri spray hand sanitizer 

terhadap Staphylococcus aureus didapatkan hasil bahwa konsentrasi minyak atsiri 

kulit jeruk kalamansi berpengaruh terhadap penghambatan pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dengan menunjukkan rata-rata daya hambat sebesar 12.16 mm 

(kuat) pada konsentrasi 20%, 13.6 mm (kuat) pada konsentrasi 40%, dan 15.6 mm 

(kuat) pada konsentrasi 60%. Analisis uji aktivitas antibakteri pada setiap formula 

menggunakan statistik ANOVA satu arah didapatkan nilai signifikan 0,000 karena 

nilainya <0,05. 

 

Kata kunci : Citrus x microcarpa, Mikroemulsi hand sanitizer, Staphylococcus 

aureus 
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ABSTRACT 

 
Kalamansi orange peel (Citrus x microcarpa Bunge) is a plant that has antibacterial 

activity against Staphylococcus aureus, so it can be used as an active ingredient in 

hand sanitizer spray preparations from kalamansi orange peel essential oil 

microemulsion. This study aims to formulate the essential oil of kalamansi orange 

peel in the form of a microemulsion spray hand sanitizer and to test its antibacterial 

activity against Staphylococcus aureus using agar diffusion. In this study, 3 hand 

sanitizer spray formulas were made with variations in the concentration of 20%, 40% 

and 60% of the Kalamansi orange peel essential oil. Then the physical stability 

evaluation was carried out with test parameters including organoleptic, drying speed 

test, pH examination, stability test, homogeneity test and microemulsion particle size 

determination and data analysis using one-way ANOVA. The results showed that 

based on the physical stability test, it was found that organoleptically, drying speed 

test, pH examination, homogeneity test, stability test for the three formulas were 

stable for 6 months of storage. Furthermore, based on the spray hand sanitizer 

antibacterial test against Staphylococcus aureus, it was found that the essential oil 

concentration of kalamansi orange peel had an effect on the inhibition of the growth 

of Staphylococcus aureus by showing an average inhibitory power of 12.16 mm 

(strong) at a concentration of 20%, 13.6 mm (strong) at a concentration. 40%, and 

15.6 mm (strong) at a concentration of 60%. Analysis of the antibacterial activity test 

in each formula using one-way ANOVA statistic obtained a significant value of 0.000 

because the value is <0.05. 

 

Keywords: Citrus x microcarpa, Microemulsion hand sanitizer, Staphylococcus 

aureus 
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BAB I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Dalam menjaga kesehatan, memelihara kebersihan tangan merupakan salah 

satu cara untuk menjaga kesehatan tubuh dari bakteri. Infeksi dari berbagai 

penyakit, biasanya sebagian besar terjadi akibat kemalasan dalam menjaga 

kebersihan tangan. Salah satu upaya untuk mencegah terjadinya infeksi melalui 

tangan yaitu dengan penggunaan antiseptik sebagai pengganti sabun dan air yang 

dinilai tidak praktis dalam pemakaiannya. Antiseptik merupakan zat yang dapat 

digunakan untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme 

yang hidup di permukaan tubuh (Isadiartuti & Sari, 2005). 

Sediaan hand sanitizer merupakan pembersih tangan antiseptik yang 

memiliki kelebihan dalam membunuh atau mengurangi jumlah bakteri penyebab 

infeksi secara cepat, harga terjangkau dan praktis dalam penggunaannya. 

(Adikusumo dkk, 2013). 

Pengembangan jenis hand sanitizer yang sudah banyak dilakukan seperti 

kandungan alkohol yang tinggi untuk keefektifan membunuh bakteri pada 

tangan. Alkohol adalah kandungan utama bahan aktif yang terdapat dalam 

produk hand sanitizer di pasaran pada umumnya. Alkohol memiliki keuntungan 

sebagai antibakteri yang sangat baik namun memiliki efek samping yaitu dapat 

merusak lapisan lemak sebum pada kulit sehingga tangan menjadi terasa kering 

setelah menggunakannya. Oleh karena itu, diperlukan bahan utama yang lain 

sebagai alternatif bahan aktif sediaan hand sanitizer yang memiliki efek samping 

kecil, namun memiliki manfaat yang sama dengan alkohol, memiliki efek dingin 

seperti alkohol serta sebagai antibakteri (Isnawati, 2019) 
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Antiseptik memerlukan bahan aktif yang memiliki aktivitas antibakteri 

dalam pembuatannya. Salah satu tanaman yang tersebar di beberapa daerah 

Indonesia serta berpotensi untuk dikembangkan sebagai bahan antibakteri adalah 

tanaman jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge.) yang dapat mengobati 

penyakit infeksi akibat bakteri Staphylococcus aureus. Kulit buah jeruk 

kalamansi memiliki kandungan kimia antara lain phenyl ethyl alcohol, geraniol, 

eugenol (Debora et al., 2018). 

Pada penelitian Debora et al (2018) menyatakan bahwa minyak atsiri kulit 

jeruk kalamansi memiliki efek antibakteri dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Staphylococcus aureus, hal ini ditunjukkan dengan konsentrasi minyak 

atsiri 5%, 25% dan 50% mempunyai daya hambat antibakteri tergolong sedang, 

konsentrasi 100% tergolong kuat. Dalam penelitian lain (Amiliah et al, 2018) 

telah dilakukan uji daya hambat minyak atsiri kulit jeruk kalamansi terhadap 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus disimpulkan bahwa minyak atsiri 

kulit jeruk kalamansi memiliki daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus pada konsentrasi 20% dengan diameter zona hambat 8,3 mm (sedang).  

Salah satu sistem penghantaran obat (Drug Delivery System) yang bisa 

digunakan untuk mengatasi ketidakstabilan adalah mikroemulsi. Mikroemulsi 

merupakan sistem yang stabil secara termodinamika (Jufri dkk, 2006). 

Mikroemulsi adalah suatu sistem dispersi minyak dengan air yang distabilkan oleh 

lapisan antarmuka dari molekul surfaktan. Mikroemulsi yang dibuat pada 

penelitian ini adalah mikroemulsi dengan tipe minyak dalam air (M/A) 

menggunakan minyak atsiri sebagi fase minyaknya. 
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Berdasarkan hal tersebut, peneliti tertarik untuk memformulasikan dan 

menguji aktivitas antibakteri spray hand sanitizer dari mikroemulsi minyak atsiri 

kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge.) terhadap Staphylococcus 

aureus. 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Apakah minyak atsiri kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge)  

dapat diformulasikan menjadi sediaan mikroemulsi sebagai spray hand 

sanitizer? 

2. Bagaimanakah aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dari 

spray hand sanitizer mikroemulsi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

(Citrus x microcarpa Bunge)? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk memformulasikan mikroemulsi dari minyak atsiri kulit jeruk 

kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge) sebagai spray sanitizer. 

2. Untuk melihat aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dari 

spray hand sanitizer mikroemulsi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

(Citrus x microcarpa Bunge). 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Bagi Peneliti 

Hasil penelitian ini bermanfaat dalam pengembangan ilmu pengetahuan 

terutama di bidang farmasi. 

2. Bagi Masyarakat 

Hasil dari penelitian ini, masyarakat dapat menikmati hasil olahan minyak 

atsiri kulit jeruk kalamansi menjadi spray hand sanitizer mikroemulsi 
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untuk mengurangi prevalensi penyakit akibat bakteri serta dapat 

meningkatkan pemanfaatan herba jeruk kalamansi di tengah masyarakat. 

3. Bagi Pemerintah 

Hasil dari penelitian ini dapat menjadi solusi untuk meningkatkan 

pemanfaatan herba buah jeruk kalamansi yang di olah menjadi salah satu 

sediaan farmasi berupa spray hand sanitizer mikroemulsi dan dapat 

menurunkan prevalensi penyakit akibat bakteri salah satunya yaitu bakteri 

Staphylococcus aureus. 
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tinjauan Biologi  

2.1.1 Klasifikasi Tumbuhan Jeruk Kalamansi 

Jeruk kalamansi (Inggris: calamondin atau calamansi;) adalah jenis buah 

jeruk yang berkembang pesat di Bengkulu, berbau harum, dan memiliki rasa yang 

asam ketika sudah masak, dan pahit ketika masih mentah. Klasifikasi tanaman 

jeruk kalamansi sebagai berikut: 

Kingdom  : Plantae 

Tanpa takson  : Angiospermae 

Tanpa takson  : Eudikotil 

Ordo    : Sapindales 

Family   : Rutaceae 

Genus   : Citrofortunella 

Species  : Citrus microcarpa Bunge. 

 
Gambar 1. Jeruk kalamansi Citrus microcarpa Bunge (Yuniarti, 2008) 

 

 

https://id.wikipedia.org/wiki/Inggris
https://id.wikipedia.org/wiki/Provinsi_Bengkulu


 

6 
 
 

2.1.2 Morfologi Tumbuhan Jeruk Kalamansi 

Buah jeruk kalamansi memiliki kulit dengan permukaan halus dan berpori 

minyak, berwarna kuning, atau berwarna hijau kekuning-kuningan. Besar jeruk 

kalamansi berdiameter antara 3–4 cm.  

Pohon jeruk kalamansi mampu tumbuh dengan ketinggian kira-kira 2–7 m, 

tumbuh tegak ramping, silindris, cabang yang padat, batang berduri, daun dan 

batang mengembang menyamping, memiliki akar tunggang. 

Daun jeruk kalamansi sangat aromatik, berbentuk oval, berwarna hijau 

gelap, permukaan atas mengilap, permukaan bawah berwarna hijau kekuningan, 

dan berukuran 4–7 cm. Pada bagian dekat tangkai, daunnya bertepi halus, semakin 

ke pucuk semakin bergerigi. 

Bunga jeruk kalamansi terdiri dari bunga majemuk, memiliki putik dan 

benang sari dalam satu bunga pada satu pohon, sehingga satu pohon kalamansi 

mampu melakukan pembuahan tanpa adanya pohon lain (Yuniarti, 2008) 

2.1.3.  Nama Daerah 

Tanaman jeruk kalamansi memiliki nama yang berbeda-beda di setiap 

daerahnya, seperti di Malaysia Jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge) ini 

lebih dikenal dengan nama kasturi lime atau limau kasturi. Di Philipina Citrus 

microcarpa dikenal dengan nama kumquat, sedangkan di Indonesia masyarakat 

lebih mengenal dengan nama jeruk/limau kalamansi. (Dalimartha, 2008). 

2.1.4. Kandungan Kimia 

Berbagai penelitian mengungkapkan bahwa di dalam kulit jeruk kalamansi 

terdapat khasiat utama yaitu minyak atsiri. Komponen senyawa kimia diantaranya 

phenyl ethyl alcohol, geraniol, eugenol. (Debora et al., 2018). 
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Pada buah jeruk kalamansi sangat kaya akan bulir-bulir sitrat yang mudah 

dipisahkan dan mengandung vitamin C. Satu buah jeruk kalamansi memiliki 

kandungan karbohidrat 3%, mineral 1%, asam askorbat 0,1%, dan asam sitrat 3%. 

Kulitnya kaya akan minyak esensial dan asam askorbat (0,15%). Satu jeruk 

kalamansi terdiri dari kira-kira 12 kalori, berisi sekitar 1,2 g serat, 37 mg kalium, 

7,3 mg vitamin C, 57,4 mg IU vitamin A, 8,4 mg kalsium,  dan 3,1 g karbohidrat 

(Yuniarti, 2008) 

2.2. Tinjauan Farmakologi 

2.2.1. Penelitian yang Telah Dilakukan 

Penelitian tentang pemanfaatan dan khasiat dari jeruk kalamansi masih 

sedikit dilakukan, baik dalam bidang kesehatan maupun dalam bidang ilmu 

lainnya. Hasil dari penelitian menyatakan bahwa kulit jeruk kalamansi memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

Konsentrasi 5%, 25%, dan 50% mempunyai daya antibakteri tergolong sedang, 

konsentrasi 100% tergolong kuat pada bakteri Staphylococcus aureus. 

Konsentrasi 5% dan 25% mempunyai daya antibakteri tergolong sedang, 

konsentrasi 50% dan 100% tergolong kuat pada bakteri Eschericia coli (Debor et 

al., 2018).  

2.3. Tinjauan Farmasetik 

2.3.1. Spray Hand sanitizer 

Hand sanitizer adalah produk pembersih tangan dalam bentuk cairan atau 

gel yang mengandung zat antiseptik yang digunakan untuk mencuci tangan tanpa 

harus membilasnya dengan air (Depkes RI, 2008). Spray hand sanitizer 

merupakan bentuk sediaan semprot antikuman praktis berupa cairan antiseptik, 
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pemakaiannya dengan cara disemprotkan pada telapak tangan, kemudian 

diratakan pada permukaan tangan tanpa luka. Pada umumnya, bahan antiseptik 

yang digunakan dalam formula sediaan adalah dari golongan alkohol (etanol, 

propanol, isopropanol) dengan konsentrasi lebih kurang 50% sampai dengan 70% 

dan jenis desinfektan lain seperti chlorhexidine dan triclosan (Block, 

2001;Gennaro, 1995). 

2.3.2. Fungsi dan Karakteristik Hand sanitizer yang Ideal 

Hand sanitizer berfungsi untuk menghambat dan membunuh bakteri 

(Retnosari dan Isadiartuti, 2006). Pada sediaan hand sanitizer ini juga dikenal 

dengan detergen sintetik cair pembersih tangan yang merupakan sediaan 

pembersih dibuat dari bahan aktif detergen sintetik dengan atau tanpa 

penambahan zat lain yang tidak menimbulkan iritasi pada kulit (SNI, 1992). Di 

negara berkembang, detergen sintetik telah menggantikan sabun sebagai bahan 

kebersihan. Di Indonesia, syarat mutu detergen sintetik cair pembersih tangan 

diatur berdasarkan SNI 06-2588-1992 yang dapat dilihat dalam tabel : 

Tabel 1. Standar Mutu Detergen Sintetik Pembersih Tangan 

No. Jenis Uji Persyaratan 

1. Kadar zat aktif Minimal 5,0% 

2. pH 4,5 – 8,0 

3. Emulsi cairan Stabil 

4. Zat Tambahan Sesuai peraturan yang berlaku 

Sumber : Standar Nasional Indonesia : 1992 

Menurut Marriot (1999), hand sanitizer yang ideal harus memiliki beberapa 

hal seperti dibawah ini :  
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1. Memiliki sifat menghancurkan mikroba, aktivitas spektrum melawan fase 

vegetatif bakteri, kapang, dan khamir. 

2. Tahan terhadap lingkungan (efektif pada lingkungan yang mengandung bahan 

organik, deterjen, sisa sabun, kesadahan air, dan perbedaan pH). 

3. Mampu membersihkan dengan baik. 

4. Tidak beracun dan tidak menimbulkan iritasi. 

5. Larut dalam air dalam berbagai konsentrasi. 

6. Bau dapat diterima. 

7. Konsentrasi stabil. 

8. Mudah digunakan. 

9. Tidak mahal. 

10. Mudah pengukurannya jika digunakan dalam larutan.  

Hand sanitizer adalah gel dengan berbagai kandungan yang cepat 

membunuh mikroorganisme yang ada di kulit tangan. Hand sanitizer banyak 

digunakan karena alasan kepraktisan pada saat darurat tidak ada air. Hand 

sanitizer mudah dibawa dan bisa cepat digunakan tanpa perlu menggunakan air. 

Kelebihan hand sanitizer diutarakan menurur US FDA (Food and Drug 

Administration) dapat membunuh kuman dalam waktu relatif cepat (Verica, 

2014). 

2.3.3 Mikroemulsi 

Mikroemulsi merupakan sistem yang stabil secara termodinamika dan 

transparan, merupakan dispersi dari minyak dan air yang distabilkan oleh lapis 

tipis (film) molekul ampifilik (surfaktan dan ko-surfaktan) (Talegaonkar et al., 
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2008). Mikroemulsi yang baik memiliki ukuran droplet yang kecil yaitu kurang 

dari 150 nm, stabil secara termodinamik dan transparan (Santos et al., 2008). 

Mikroemulsi menyebabkan penghantaran obat lebih baik dibandingkan 

emulsi konvensional karena dapat meningkatkan kelarutan dari obat-obat yang 

sukar larut dalam air sebab ukuran partikelnya yang lebih kecil (Shalvitri et al., 

2011). Secara umum, mikroemulsi tersusun dari fase minyak, fase air, surfaktan 

dan kosurfaktan (Dizaj, 2013).  

2.3.4 Keuntungan Mikroemulsi 

Mikroemulsi menunjukkan beberapa keuntungan dibanding dengan bentuk 

sediaan konvensional (Pathan et al., 2012) 

a. Mikroemulsi merupakan sistem yang stabil dibandingkan dengan emulsi, dan 

stabilitasnya memungkinkan self-emulsification dari sistem yang sifatnya 

tidak tergantung dari proses kelanjutannya 

b. Mikroemulsi merupakan obat ‘supersolvents’. Obat yang bersifat hidrofilik 

maupun lipofilik dapat diberikan dengan sistem mikroemulsi 

c. Dibandingkan emulsi dan suspensi, rata–rata diameter droplet mikroemulsi di 

bawah 0,22 µm sehingga sistem ini dapat disterilkan menggunakan metode 

filtrasi 

d. Karena stabil secara secara termodinamika, maka mikroemulsi mudah dibuat 

dan tidak memerlukan energi yang besar dalam pembuatannya. Mikroemulsi 

mempunyai viskositas yang rendah jika dibandingkan dengan emulsi 

e. Penggunaan mikroemulsi dalam penghantaran obat dapat meningkatkan 

khasiat obat yaitu dalam hal dosis total. Pembentukan mikroemulsi bersifat 

reversible. Mikroemulsi mungkin tidak stabil pada rendah dan saat 
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mikroemulsi berada pada suhu stabilitasnya maka sistem mikroemulsi akan 

terbentuk kembali 

2.3.5 Komposisi Mikroemulsi  

Menurut Maulik et al. (2010), komposisi dari mikroemulsi adalah: fasa 

minyak, fasa air, surfaktan dan kosurfaktan. Sistem isotropik ini lebih mudah 

merumuskannya daripada makroemulsi. Jenis struktur yang terbentuk pada 

komponen-komponen pada suhu tertentu tidak hanya tergantung kepada sifat 

kimia dari masing-masing komponen tapi juga pada konsentrasi relatif. 

1. Fasa Minyak 

Dalam rangka membuat sistem mikroemulsi agar diterima di industri 

farmasi, perlu mempersiapkan sistem tersebut dengan menggunakan 

komponen minyak yang tidak beracun aman dan berasal dari alam dan 

turunannya, misalnya trigliserida yang mudah terdegradasi oleh 

mikroorganisme dan dianggap tidak berbahaya terhadap lingkungan. 

Pembentukan mikroemulsi dengan minyak mineral telah diteliti secara 

intensif dalam model percobaan untuk industri farmasi. Fase lipofilik dari 

minyak nabati dapat diterima dalam penggunaan. Pembuatan mikroemulsi 

tergantung pada minyak alamnya, hal ini disebabkan oleh perbedaan dalam 

penetrasi minyak ke dalam lapisan surfaktan. Contoh: minyak jarak, minyak 

bunga matahari, minyak zaitun, minyak sesami. 

2. Surfaktan 

Sebuah molekul surfaktan dibentuk oleh dua bagian yang berbeda 

sifatnya dengan pelarut. Salah satu bersifat polar yaitu air dan minyak yang 

bersifat nonpolar. Surfaktan bertindak sebagai pensolubilisasi yang 
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bertanggung jawab dalam pembentukan misel sekaligus menurunkan 

tegangan antarmuka minyak dan air. Surfaktan yang digunakan untuk 

menstabilkan sistem mikroemulsi nonionik, pertukaran ion, kationik atau 

anionik. Kombinasi ini khususnya ionik dan nonionik, sangat efektif untuk 

meningkatkan luasnya wilayah mikroemulsi.  

3. Ko-surfaktan 

Sebagian besar surfaktan rantai tunggal tidak menurunkan tegangan 

antarmuka minyak-air yang diperlukan untuk membentuk mikroemulsi. 

Kosurfaktan ditambahkan untuk lebih menurunkan tegangan antarmuka 

antara fasa minyak dan air, memasuki daerah hidrokarbon pada lapisan 

antarmuka dan mempengaruhi lekukan lapisan, sehingga tegangan 

permukaan menjadi kecil, kosurfaktan pada umumnya merupakan golongan 

alkohol dan turunan dari alkohol seperti etanol, propilenglikol, gliserin, 

sorbitol. 

2.3.6 Metode Pembuatan Mikroemulsi (Flanagan et al., 2006) 

Berdasarkan teori, penyusunan molekul pengemulsi (kemungkinan 

ditambah kosurfaktan) dapat terjadi secara spontan. Akan tetapi pada beberapa 

kasus penyusunan kembali molekul surfaktan dapat dipercepat atau dihambat 

akibat keberadaan energi kinetik. Ada tiga metode dasar dalam pembentukan 

mikroemulsi yaitu metode emulsifikasi, metode PIT (phase inversion 

temperature) dan metode homogenisasi tekanan tinggi. 

a. Metode Emulsifikasi 

Pembuatan mikroemulsi dapat dilakukan melalui tiga metode 

emulsifikasi energi rendah yang berbeda yaitu pengenceran campuran 
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minyak-surfaktan dengan air, pengenceran campuran air-surfaktan dengan 

minyak dan mencampurkan seluruh komponen (air, minyak, surfaktan) 

bersamaan pada satu komposisi. Setiap metode yang digunakan melibatkan 

pembentukan mikroemulsi secara langsung, jenis bahan yang ditambahkan 

menentukan pembentukan mikroemulsi. 

b. Metode PIT (Phase Inversion Temperature) 

Metode PIT pada mikroemulsi biasanya digunakan jika memakai 

surfaktan nonionik. Ketika emulsi minyak dalam air (M/A) yang mengandung 

surfaktan nonionik dipanaskan, emulsi akan berubah menjadi emulsi air 

dalam minyak (A/M) hingga suhu kritis, yaitu merupakan PIT. Pada PIT 

tersebut, ukuran droplet dan tegangan antarmuka mencapai minimum dan 

ketika didinginkan selama pengadukan, mikroemulsi minyak dalam air (M/A) 

akan terbentuk. 

c. Metode Homogenisasi Tekanan Tinggi 

Homogenisasi dapat juga digunakan untuk membuat mikroemulsi, 

meskipun proses emulsifikasinya secara umum kurang efisien karena 

melepaskan panas. Sebagai tambahan, proses homogenisasi kemungkinan 

sangat terbatas karena kemungkinan campuran air/minyak/surfaktan menjadi 

sangat kental sebelum mikroemulsi terbentuk. 

2.4. Tinjauan Umum 

2.4.1. Bakteri pada Kulit 

Pada dasarnya, kulit dan mukosa manusia selalu dihuni oleh berbagai 

macam mikroba yang dapat dibagi menjadi dua klasifikasi, yaitu flora tetap dan 

flora sementara. Flora tetap adalah mikroorganisme tertentu yang hidup di tempat 
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tertentu di tubuh manusia yang mengikuti perubahan pada manusia dan 

beradaptasi dengan lingkungan yang ada di tubuh manusia yang biasanya terdapat 

hubungan umpan balik antara mikroba dan manusia sedangkan flora sementara 

yang juga disebut flora transient adalah mikroorganisme patogen ataupun tidak 

yang berasal dari lingkungan dan hanya hidup beberapa saat di tubuh manusia. 

Jumlah flora sementara ini sangat tergantung dengan flora tetap yang ada di tubuh 

manusia sebagai inhibitor kompetitifnya (Ahvaz, 2009). 

Flora normal kulit adalah mikroorganisme yang hidup di kulit manusia, 

namun karena kulit adalah lapisan terluar dari tubuh manusia memungkinkan kulit 

cenderung berisikan banyak flora sementara. Mikroorganisme yang sering 

ditemukan pada kulit manusia diantaranya tercantum dalam tabel berikut : 

Tabel 2. Flora Normal Kulit 

Tempat Predileksi Mikroorganisme 

Kulit 

Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus aureus (dalam jumlah 

kecil) 

Spesies mirococcus 

Spesies neissera non pathogen 

Streptococcus Alpha-hemolytic, non 

hemolytic 

Spesies Propionbacterium 

Spesies Peptostreptococcus 

Dan yang lainnya (candida, 

acinobacter dll) 

Sumber : Jawetz, Melnick, & Adelberg's. Medical Microbiology ; 2007 

2.4.1.1.Staphylococcus aureus 

Menurut Brooks GF et al., 2013 klasifikasi dari Staphylococcus aureus adalah 

sebagai berikut : 

Kingdom : Monera 

Divisi  : Protophyta  

Kelas  : Schizomycetes  
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Ordo  : Eubacteriales  

Family  : Micrococcaceae  

Genus  : Staphylococcus  

Spesies : Staphylococcus aureus 

 

Gambar 2. Staphylococcus aureus (Brooks GF et al., 2013) 

Staphylococcus (dalam bahasa Yunani staphyle berarti sekelompok anggur 

dan coccos yang berarti granula) adalah genus dari bakteri gram positif. Di 

mikroskop mereka tampak berbentuk bulat serta bergerombol seperti 

sekelompok anggur. 

Genus staphylococcus mencakup 31 spesies berdasarkan komposisi DNA, 

namun hanya 14 spesies yang hidup pada tubuh manusia. Staphylococcus aureus 

merupakan satu-satunya spesies yang menghasilkan enzim koagulase dan 

membedakannya dengan 14 spesies lainnya (Brooks GF et al., 2013). 

2.4.1.2. Morfologi Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif anggota famili 

Micrococcaceae berbentuk bulat, bergerombol seperti susunan buah anggur koloni 

https://id.wikipedia.org/wiki/Bahasa_Yunani
https://id.wikipedia.org/wiki/Anggur
https://id.wikipedia.org/wiki/Genus
https://id.wikipedia.org/wiki/Spesies
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berwarna abu-abu hingga kuning tua, koagulase positif dan sifatnya sebagai 

bakteri komensal dalam tubuh manusia yang jumlahnya berimbang dengan flora 

normal lain. S.aureus pada manusia diantaranya ditemukan pada hidung, kulit, 

tenggorok dan lain-lain (Jawetz et al., 1996) . Dalam keadaan kering pada benang, 

kertas, kain dan dalam nanah dapat tetap hidup selama 6-14 minggu 

(Syahrurahman et al., 2010). 

2.4.1.3. Patogenitas Staphylococcus aureus 

S.aureus merupakan bakteri patogen penyebab infeksi. S.aureus dapat 

menyebabkan penyakit mulai dari yang ringan sampai yang berat bahkan sampai 

sepsis. S.aureus sering menyebabkan akne dan frunkulosis pada kulit, infeksi 

S.aureus pada tulang juga sering menyebabkan osteomielitis, infeksi S.aureus 

pada organ dalam dapat menyebabkan endokarditis, pneumonia dan infeksi berat 

lainnya. Pada luka terbuka S.aureus juga sering menyebabkan infeksi. (Jawetzet et 

al., 2008).  

Toksin yang dihasilkan dari Staphylococcusaureus (Staphilotoxin, 

Staphylococcal enterotoxin, dan Exfoliatin) memungkinkan organism ini untuk 

menyelinap pada jaringan dan dapat tinggal dalam waktu yang lama pada daerah 

infeksi, menimbulkan infeksi kulit minor (Bowersox, 2007). Koagulasi fibrin di 

sekitar lesi dan pembuluh getah bening, sehingga terbentuk dinding yang 

membatasi proses nekrosis. Selanjutnya disusul dengan sebukan sel radang, di 

pusat lesi akan terjadi pencairan jaringan nekrotik, cairan abses ini akan mencari 

jalan keluar di tempat yang resistensinya paling rendah. Keluarnya cairan abses 

diikuti dengan pembentukan jaringan granulasi dan akhirnya sembuh 

(Syahrurahman et al., 2010). 
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Staphylococcus aureus menyebabkan sindrom infeksi yang luas. Infeksi 

kulit dapat terjadi pada kondisi hangat yang lembab atau saat kulit terbuka akibat 

penyakit seperti eksim, luka pembedahan, atau akibat alat intravena (Gillespie et 

al., 2008).  

2.4.2. Isolasi Minyak Atsiri 

Ekstraksi merupakan kegiatan menarik kandungan kimia yang dapat larut 

sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan menggunakan suatu 

pelarut. Isolasi minyak atsiri dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu: 

1. Metode penyulingan 

a. Penyulingan dengan air 

Pada metode ini, bahan tanaman yang akan disuling mengalami 

kontak langsung dengan air mendidih. Bahan dapat mengapung di atas air 

atau terendam secara sempurna, tergantung pada berat jenis dan jumlah 

bahan yang disuling. Ciri khas model ini yaitu adanya kontak langsung 

antara bahan dan air mendidih. Oleh karena itu, sering disebut 

penyulingan langsung.Penyulingan dengan cara langsung ini dapat 

menyebabkan banyaknya rendemen minyak yang hilang (tidak tersuling) 

dan terjadi pula penurunan mutu minyak yang diperoleh. 

b. Penyulingan dengan uap 

Model ini disebut juga penyulingan uap atau penyulingan tak 

langsung. Pada prinsipnya, model ini sama dengan penyulingan langsung. 

Hanya saja, air penghasil uap tidak diisikan bersama-sama dalam 

ketel penyulingan. Uap yang digunakan berupa uap jenuh atau uap 

kelewat panas dengan tekanan lebih dari 1 atmosfer. 
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c. Penyulingan dengan air dan uap 

Pada model penyulingan ini, bahan tanaman yang akan disuling 

diletakkan di atas rak-rak atau saringan berlubang. Kemudian ketel 

penyulingan diisi dengan air sampai permukaannya tidak jauh dari bagian 

bawah saringan. Ciri khas model ini yaitu uap selalu dalam keadaan 

basah, jenuh, dan tidak terlalu panas. Bahan tanaman yang akan disuling 

hanya berhubungan dengan uap dan tidak dengan air panas (Lutony & 

Rahmayati, 1994). 

2. Metode pengepresan 

Ekstraksi minyak atsiri dengan cara pengepresan umumnya 

dilakukan terhadap bahan berupa biji, buah, atau kulit buah yang memiliki 

kandungan minyak atsiri yang cukup tinggi. Akibat tekanan pengepresan, maka 

sel-sel yang mengandung minyak atsiri akan pecah dan minyak atsiri akan 

mengalir ke permukaan bahan. Contohnya minyak atsiri dari kulit jeruk dapat 

diperoleh dengan cara ini (Ketaren, 1985). 

3. Ekstraksi dengan pelarut menguap 

Prinsipnya adalah melarutkan minyak atsiri dalam pelarut organik 

yang mudah menguap. Ekstraksi dengan pelarut organik pada umumnya 

digunakan mengekstraksi minyak atsiri yang mudah rusak oleh pemanasan uap 

dan air, terutama untuk mengekstraksi minyak atsiri yang berasal dari bunga 

misalnya bunga cempaka, melati, mawar, dan kenanga.Pelarut yang umum 

digunakan adalah petroleum eter, karbon tetra klorida dan sebagainya (Ketaren, 

1985). 
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4. Ekstraksi dengan lemak padat 

Proses ini umumnya digunakan untuk mengekstraksi bunga-bungaan, untuk 

mendapatkan mutu dan rendeman minyak atsiri yang tinggi. Metode ekstraksi 

dapat dilakukan dengan dua cara yaitu enfleurasi dan maserasi. 

2.4.3. Antibakteri 

Antibakteri adalah zat yang dapat menghambat pertumbuhan dan 

metabolisme bakteri melalui mekanisme penghambatan pertumbuhan bakteri. 

Berdasarkan aktivitasnya, zat antibakteri dibedakan atas dua yaitu aktivitas 

bakteriostatik (menghambat pertumbuhan bakteri) dan bakterisid (membunuh 

bakteri) (Pelczar et al, 1988). Bakteriostatik merupakan efek yang menghambat 

pertumbuhan bakteri, tetapi tidak menyebabkan kematian seluruh bakteri. 

Mekanisme bakteriostatik biasanya terjadi pada ribosom yang menyebabkan 

penghambatan sintesis protein. Sedangkan bakterisid yaitu efek yang bersifat 

membunuh bakteri dengan menimbulkan lisis atau pecahnya sel bakteri (Madigan 

et al, 2003). 

2.4.3.1. Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Metode pengujian aktivitas antibakteri menurut Pratiwi (2008) sebagai 

berikut: 

1. Metode Difusi 

Metode difusi ini dibagi atas : 

a. Disc diffusion method (Metode Kirby Bauer) 

Metode ini digunakan untuk menentukan aktivitas agen antimikroba. 

Piringan yang berisi agen anti mikroba diletakkan pada media agar yang telah 

ditanami mikroorganisme yang akan berdifusi pada media agar tersebut. Area 
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jernih mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan microorganism oleh agen 

antimikroba pada permukaan media agar. 

b. E-test/Epsilometer method 

Metode ini digunakan untuk mengestimasi MIC (Minimum Inhibitory 

Concentration) atau KHM (Kadar Hambat Minimum), yaitu konsentrasi minimal 

suatu agen antimikroba untuk dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme. 

Pada metode ini digunakan strip plastik yang mengandung agen antimikroba dari 

kadar terendah dan tertinggi dan diletakkan pada permukaan media agar yang 

telah ditanami mikroorganisme. Pengamatan dilakukan pada area jernih yang 

ditimbulkannya yang menunjukkan agen antimikroba yang menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme pada media agar. Ada 3 jenis metodeE-tes yaitu 

Ditch plate technique, Cup-plate technique dan Gradient-plate technique. 

Pada metode Ditch plate technique, sampel uji berupa agen antimikroba 

yang diletakkan pada parit yang dibuat dengan cara memotong media agar 

dalamcawan petri pada bagian tengah secara membujur dan mikroba uji 

(maksimum 6 macam) digoreskan pada parit yang berisi agen antimikroba. Pada 

metode Cup-plate technique, serupa dengan metode disc diffusion, dimana dibuat 

sumur pada media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme dan pada 

sumur tersebut diberi agen antimikroba yang diuji. 

Pada metode Gradient-plate technique, konsentrasi agen antimikroba pada 

media agar secara teoritis bervariasi dari 10 hingga maksimal. Media agar 

dicairkan dan larutan uji ditambahkan campuran kemudian dituang kedalam 

cawan petri dan diletakkan dalam posisi miring. Nutrisi dua selanjutnya dituang di 

atasnya dan diinkubasi selama 24 jam untuk memungkinkan agen antimikroba 



 

21 
 
 

berdifusi dan permukaan media mengering. Mikroba uji (maksimal 6 macam) 

digoreskan pada arah mulai dari konsentrasi tinggi ke rendah. Hasil 

diperhitungkan sebagai panjang total pertumbuhan mikroorganisme maksimum 

yang mungkin dibandingkan dengan panjang pertumbuhan hasil goresan. Bila X : 

panjang total pertumbuhan mikroorganisme yang mungkin, Y : panjang 

pertumbuhan aktual, C : konsentrasi final agen antimikroba pada total volume 

media mg/mL atau µg/mL maka konsentrasi hambat adalah : 
𝑋.𝑌

𝐶
 (mg/mL atau 

µg/mL). 

2. Metode Dilusi  

a. Metode dilusi cair/broth dilution test 

Metode ini mengukur MIC atau KHM, dan MBC (Minimum Bactericidal 

Concentration atau Kadar Bunuh Minimum/BM). Cara yang dilakukan adalah 

membuat seri pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang ditambahkan 

dengan mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil yang terlihat 

jernih tanpa adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan sebagai KHM. Larutan 

yang ditetapkan sebagai KHM tersebut selanjutnya dikultur ulang pada media cair 

tanpa penambahan mikroba uji ataupun agen antimikroba, dan diinkubasi selama 

18-24 jam. Media cair yang tetap terlihat jernih setelah diinkubasi ditetapkan 

sebagai KBM. 

b. Metode dilusi padat/solid dilution test 

Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan media 

padat (solid). Keuntungan metode ini adalah satu konsentrasi agen antimikroba 

yang diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji. 

 



 

22 
 
 

Tabel 3. Klasifikasi Kekuatan Daya Hambat (Davis and Stout, 1971) 

   

Diameter Zona Hambat (mm)  Kekuatan Daya Hambat 

< 5 mm  Lemah 

5-10 mm Sedang 

10-20 mm Kuat 

>20 mm Sangat Kuat 

 

2.4.4 Monografi Bahan Spray Hand sanitizer 

a. Asam Sitrat 

Asam sitrat (baik sebagai bahan monohidrat atau anhidrat) banyak digunakan 

dalam formulasi farmasi dan produk makanan,terutama untuk menyesuaikan pH 

larutan. Juga telah digunakansecara eksperimental untuk menyesuaikan pH 

matriks tablet dalam formulasi salut enterik untuk pemberian obat khusus usus 

besar. Penggunaan asam sitrat sebagai larutan buffer antara 0,1 - 2 %(Rowe dkk, 

2009). Asam sitrat berbentuk hablur bening tidak berwarna atau serbuk hablur 

granul sampai halus, putih tidak berbau. Rasa sangat asam. Sangat mudah larut 

dalam air, mudah larut dalam etanol dan agak sukar larut dalam eter (Departemen 

Kesehatan RI, 1995). 

b. Polisorbat 20 

Polisorbat 20 adalah cairan kental berwarna kuning seperti warna minyak, 

memiliki bau khas dan rasa yang hangat agak pahit. Polisorbat 20 memiliki nilai 

HLB 15,0 dengan viskositas 425 mPas. Polisorbat 20 larut dalam air dan etanol. 

Polisorbat 20 memiliki pH 6,0-8,0 dalam larutan air. Kegunaan tween dalam 

formulasi atau teknologi farmasi digunakan untuk agen pelarut, emulsifying 
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agent, non ionik surfaktan, suspending agent dan sebagai pembasah (Rowe et al., 

2009). 

Polysorbat mengandung 20 unit oksietilen yang merupakan surfaktan non 

inonik hidrofil yang digunakan secara luas sebagai pengemulsi atau digunakan 

dalam formulasi minyak dalam air yang stabil. Polisorbat 80 juga dapat 

digunakan sebagai pelarut berbagai zat termasuk minyak esensial dan vitamin 

yang larut minyak, dan sebagai wetting agent dalam formulasi suspensi oral dan 

parenteral. Tween juga banyak digunakan dalam kosmetik dan produk makanan. 

Tween sebagai emulsifying agent (1-15%), sebagai solubilizing agent (1-15%), dan 

sebagai wetting agent (0,1-3%) (Rowe et al., 2009) 

c. BHT  

Butil hidroksitoluen (BHT) memiliki pemerian yaitu hablur padat, berwarna 

putih, bau khas lemah. Kelarutannya yaitu larut dalam air dan dalam 

propilenglikol, mudah larut dalam etanol, dalam kloroform dan dalam eter. Titik 

leleh 70oC. Biasanya digunakan sebagai antioksidan sintetik untuk mencegah 

oksidasi lemak dan minyak menjadi tengik (Depkes, RI 2014). 

Konsentrasi BHT yang digunakan untuk formulasi sediaan topikal adalah 

0,0075-0,1% (Rowe, 2009). 

d. Aqua dest 

Aqua dest adalah cairan yang jernih, tidak berwarna, tidak berbau, dan tidak 

berasa. Istilah air digunakan untuk menggambarkan air minum yang baru 

diambil langsung dari suplai publik dan cocok untuk diminum. Air yang 

digunakan dalam industri farmasi dan disiplin terkait diklasifikasikan sebagai air 

minum, air murni, steril air murni, air untuk injeksi, air steril untuk injeksi, air 
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bakteriostatik untuk injeksi, air steril untuk irigasi, atau air steril untuk inhalasi 

(Rowe et al., 2009) 

Air dapat bercampur dengan sebagaian besar pelarut polar. Air digunakan 

secara luas sebagai bahan pelarut dalam pengolahan, formulasi dan pembuatan 

produk farmasi, bahan farmasi aktif dan zat antara, dan reagen analitis. Air murni 

digunakan sebagai bahan pelarut untuk pembuatan produk obat dan sediaan 

farmasi namun tidak cocok digunakan dalam pembuatan produk parenteral. 

Sediaan parenteral menggunakan air untuk injeksi atau air yang sudah disterilkan 

untuk injeksi (Rowe et al., 2009). 

e. DMDM hydantoin 

DMDM hydantoin merupakan salah satu jenis pengawet yang banyak 

digunakan dalam produk kosmetik dengan konsentrasi penggunaan hingga 1%. 

Digunakan sebagai bahan antimikroba denga spectrum luas, efektif untuk, kapang 

serta bakteri gram positif dan bakteri gram negative. DMDM hydantoin atau 1,3-

dimethylol-5,5-dimethyl hydantoin, 1,3-Bis(Hydroxymethyl)-5,5-Dimethyl-2,4-

Imidazolidenedione. Dengan berat molekul 188,19 dengan penampakan berbentuk 

cair warna bening dengan sedikit berbau (Ann Liebert, 1988).  
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BAB III. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini telah dilakukan dari bulan Januari sampai Juli 2020 di 

Laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Perintis Indonesia Padang.  

3.2 Metode penelitian 

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kaca arloji, cawan 

penguap, botol semprot, beaker glass, gelas ukur, erlemeyer, kertas perkamen, 

timbangan digital, kertas saring, piknometer, tabung reaksi, rak tabung reaksi, 

pipet tetes, alat destilasi, magnetic heater stirrer, Particle Size Analyzer (PSA), 

sonikator, batang pengaduk, oven, pinset, spatel, pH meter, , cawan petri, penjepit, 

inkubator, autoklaf, lampu spritus, jarum ose, kapas steril, koran bekas, kain kasa 

steril. 

3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan adalah minyak atsiri kulit jeruk kalamansi, 

tween 20, DMDM hyndation, Asam sitrat, Aqua dest, biakan bakteri 

Staphylococcus aureus, media nutrien agar, larutan NaCl fisiologis, Mc Farland 

dan spray hand sanitizer pembanding. 

3.3 Pengambilan Bakteri 

Bakteri Staphylococcus aureus diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Farmasi Universitas Perintis Indonesia Padang. 
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3.4. Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Pengambilan Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah jeruk kalamansi 

(Citrus microcarpa Bunge) yang diambil di Kecamatan Kampung Melayu, 

Kelurahan Padang Serai, Kota Bengkulu. 

3.4.2 Identifikasi Sampel 

Identifikasi sampel dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA Universitas 

Andalas (ANDA) Padang. 

3.4.3 Penyiapan Simplisia Kulit Jeruk Kalamansi (Citrus x microcarpa 

Bunge) 

Sampel yang digunakan berupa kulit buah jeruk kalamansi sebanyak 6 kg 

kulit jeruk. Sampel disiapkan terlebih dahulu, kemudian buah jeruk yang telah 

dikumpulkan dibersihkan dari kotoran dengan cara dibersihkan dengan kain, 

selanjutnya dipisahkan bagian kulit dan buah jeruk tersebut dan sampel kulit jeruk 

dipotong. 

3.4.4 Destilasi Minyak atsiri kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa 

Bunge) 

Kulit buah jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge) yang telah 

dipotong-potong dimasukkan kedalam labu destilasi dan ditambahkan dengan air 

suling sehingga kulit buah jeruk kalamansi terendam. Pasang alat destilasi dan 

hidupkan pemanas. Destilasi selama 8 jam, destilat ditampung dalam erlemeyer. 

Destilat yang diperoleh dipindahkan dalam corong pisah, diamkan hingga 

terbentuk dua lapisan. Pisahkan lapisan minyak kedalam vial dan tambahkan 

serbuk natrium sulfat anhidrat untuk menyerap sesepora air yang terdapat dalam 

minyak. Masukkan minyak ke dalam wadah (Tyler, et al 1976). 
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3.4.5 Pemeriksaan Minyak atsiri kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa 

Bunge) 
 

a. Pemeriksaan Organoleptis  

Dilakukan secara visual dengan mengamati bentuk, warna, dan bau. 

b. Penentuan Rendemen Minyak Atsiri 

Rendemen minyak atsiri dihitung dengan cara membandingkan berat minyak 

atsiri yang didapat dengan berat sampel awal. 

% Rendemen =  
Berat minyak atsiri

Berat sampel awal
 x 100% 

c. Bobot jenis 

Timbang piknometer kosong, lalu isi dengan air suling, bagian luar piknometer 

dilap sampai kering dan ditimbang. Buang air suling tersebut, keringkan 

piknometer lalu isi dengan minyak atsiri yang akan diukur bobot jenisnya pada 

suhu yang sama pada saat pengukuran air suling, dan timbang. Dan hitung 

dengan menggunakan persamaan: 

Bobot jenis =  
W3 (g) − W1(g)

W2 (g) − W1 (g)
 x ρ air 

Keterangan = 

W1 = piknometer kosong 

W2 = piknometer kosong + air suling 

W3 = piknometer kosong + minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

ρ  = masa jenis air (1,0 g/cm3) 
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3.4.6 Formulasi Mikroemulsi Minyak atsiri kulit jeruk kalamansi sebagai 

Spray Hand sanitizer 

 

Tabel 4. Formulasi Mikroemulsi Minyak atsiri kulit jeruk kalamansi sebagai 

Spray Hand sanitizer (Wahyu Eliza, 2015) 

Bahan 

 

Kegunaan 
Konsentrasi  

 F0 F1 F2 F3 

Minyak atsiri 

kulit jeruk 

kalamansi 

Zat Aktif 0 20 mL 40 mL 60 mL 

Tween 20 Surfaktan 10 g 10 g 10 g 10 g 

Asam Sitrat Pengatur pH 0,25 g 0,25 g 0,25 g 0,25 g 

BHT Antioksidan 0,1 g 0,1 g 0,1 g 0,1 g 

DMDM 

Hydantoin 
Pengawet 0,6 g 0,6 g 0,6 g 0,6 g 

Aquadest Pelarut 
ad. 50 

mL 

ad. 50 

mL 

ad.50 

mL 

ad. 50 

mL 

 

3.4.7 Pembuatan Mikroemulsi Minyak atsiri kulit jeruk kalamansi (Citrus 

microcarpa Bunge.) sebagai Spray Hand sanitizer 

Larutkan Tween 20, DMDM hyndatoin dan Asam Sitrat ke dalam 

Aquades, dihomogenkan dengan magnetic stirrer pada kecepatan 500 rpm 

selama 15 menit (fase air). Larutkan BHT ke dalam Minyak Atsiri 

dihomogenkan dengan magnetic stirrer pada  kecepatan 500  rpm selama  15  

menit  (fase  minyak).  Fase  minyak didispersikan ke dalam fase air, 

dihomogenkan dengan magnetic stirrer pada kecepatan 500 rpm selama 30 

menit hingga terbentuk sediaan mikroemulsi yang jernih. Selanjutnya pengecilan 

ukuran mikroemulsi dilakukan dengan carasonikasi selama 24 menit (3 siklus) 

menggunakan sonikator jenis bath (Wahyu Eliza, 2015). 
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3.4.8 Evaluasi Spray Hand sanitizer Mikroemulsi 
 

a. Evaluasi Organoleptis  

Evaluasi sediaan spray hand sanitizer mikroemulsi dilakukan dengan 

mengamati dari segi bentuk, warna, aroma dan kejernihan dilakukan secara visual 

dengan menggnakan panca indera selama 6 minggu (Depkes, 1995). 

b. Uji Kecepatan Mengering 

Pengujian dilakukan dengan cara menyemprotkan sekali semprot sediaan 

spray antiseptik pada telapak dan punggung tangan lalu dioleskan merata, 

kemudian dihitung waktu yang dibutuhkan oleh cairan antiseptik untuk mengering 

dan dibandingkan dengan sediaan pembanding. 

c. Pemeriksaan pH  

Pemeriksaan pH dilakukan dengan pH meter. Alat dikalibrasi terlebih 

dahulu dengan menggunakan larutan dapar pH 4 dan pH 7sehingga posisi alat 

menunjukan harga pH tersebut. Elektroda dibilas dengan air suling dan 

dikeringkan. Pengukuran pH sediaan spray mikroemulsi hand sanitizer dilakukan 

dengan cara: ambil 1 mL sediaan, elektroda dicelupkan dalam wadah tersebut, 

biarkan angka bergerak sampai posisi konstan. Angka yang ditunjukkan oleh pH 

meter merupakan nilai pH sedian tersebut. (Febriyenti dkk, 2014) 

d. Uji Stabilitas 

Uji stabilitas menggunakan metode Freeze and Thaw dilakukan untuk 

melihat kestabilan suatu sediaan dengan pengaruh variasi suhu selama waktu 

penyimpanan tertentu. Sediaan disimpan pada suhu dingin (4±2°C) selama 24 

jam, lalu dipindahkan ke dalam oven yang bersuhu 40±2°C selama 24 jam. 
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Perlakuan ini disebut 1 siklus. Pengujian dilakukan sebanyak 6 siklus dan diamati 

terjadinya perubahan fisik (Djajadisastra, dkk, 2009). 

e. Uji Homogenitas 

Pengujian dilakukan dengan cara sampel spray antiseptik diteteskan pada 

objek glass, sediaan tersebut harus menunjukkan susunan yang homogen dan tidak 

terlihat adanya butiran kasar. 

f. Penentuan Ukuran Partikel Mikroemulsi 

Ukuran globul mikroemulsi dan distribusi ukuran ditentukan dengan 

menggunakan PSA (Particle Size Analyzer) SZ-100. Pengukuran distribusi ukuran 

globul dengan memilih aligment (untuk menyiapkan dan mengatur detektor), 

measuring background (untuk pengukuran sampel). Setelah alat siap digunakan, 

sampel sediaan mikroemulsi sejumlah tertentu dimasukkan ke dalam kuvet dan 

dimsukkan hingga layar monitor menunjukkan keterangan OK ataupun high yang 

menunjukkan bahwa sampel siap untuk diukur. Memilih menu particle size. 

Pengukuran berlangsung hingga pada layar monitor memperlihatkan adanya 

grafik hubungan antara diameter globul (nm) dengan volume (%). 

3.4.9 Uji Daya Hambat Antibakteri Mikroemulsi Minyak atsiri kulit jeruk 

kalamansi sebagai Spray Hand sanitizer 

 

1. Sterilisasi Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan terlebih dahulu telah dicuci bersih dan dikeringkan 

sebelum disterilkan. Cawan petri dibungkus dengan koran, tabung reaksi dan pipet 

tetes ditutup mulutnya dengan kapas lalu dibungkus satu persatu dengan kertas 

koran. Semua alat disterilkan dalam oven pada suhu 160˚C selama 1 jam. Mulut 

erlenmeyer dan gelas ukur ditutup dengan kapas dan dibungkus satu persatu 

dengan kertas koran lalu disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 
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menit tekanan 15 lbs. Pinset, jarum ose dan kaca objek disterilkan dengan cara 

dibakar menggunakan lampu spritus.  

2. Pembuatan Media Nutrien Agar (NA) 

Sebanyak 2 g serbuk nutrien agar dilarutkan dalam 100 mL air suling dan 

dipanaskan sampai mendidih sambil diaduk, kemudian disterilkan dalam autoklaf 

pada suhu 121oC selama 15 menit setelah steril ditunggu hingga suhu 45oC 

kemudian dituangkan ke dalam cawan petri (Andriani, 2010). 

3. Pembuatan Suspensi Mikroba Uji 

Koloni bakteri disuspensikan dalam larutan NaCl fisiologis dalam tabung 

reaksi steril dan dihomogenkan dengan menggunakan alat vortex mixer kemudian 

di ukur kekeruhannya dengan membandingkan dengan standar kekeruhan larutan 

Mc. Farland 0,5%. 

4. Uji Daya Hambat Spray Hand sanitizer Mikroemulsi 

Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metoda difusi agar melalui 

pengamatan besarnya diameter daerah hambat. Celupkan kapas lidi steril kedalam 

suspensi bakteri, kemudian diusapkan merata di atas media, selanjutnya kertas 

cakram steril ditetesi dengan 10 µL sediaan uji kemudian diinkubasi pada suhu 

37oC, selama ± 24 jam. Diamati diameter daya hambat ditandai dengan adanya 

daerah bening pertanda tidak ditumbuhi oleh bakteri. Pengujian dilakukan 

terhadap sediaan F0, F1, F2, F3 dan pembanding.  

3.4.10 Analisis Data 

Data hasil pengujian aktivitas antibakteri minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

dalam sediaan spray hand sanitizer Mikroemulsi diolah secara statistik dengan 

analisis variasi (ANOVA) satu arah. Hasil akan berarti bila perbandingan daya 
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hambat pada setiap formula memberikan perbedaan yang nyata dan bermakna 

secara statistik. 
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Hasil 

4.1.1. Hasil Pemeriksaan Identifikasi Jeruk Kalamansi (Citrus x microcarpa 

Bunge.)  

Hasil pemeriksaan identifikasi dilakukan di Herbarium Jurusan Biologi 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) UNAND tanaman 

daun piladang yaitu Citrus x microcarpa Bunge dengan nomor identifikasi 500/K-

ID/ANDA/XII/2019 (Lampiran 2, Gambar 9). 

4.1.2 Hasil Pemeriksaan  minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

1. Pemeriksaan organoleptis minyak atsiri kulit jeruk kalamansi didapat 

hasil minyak berbentuk cairan berwarna kuning muda, memiliki bau khas 

jeruk kalamansi (Lampiran 6, Tabel 7) 

2. Hasil penentuan rendemen terhadap minyak atsiri yaitu 0,535 % 

(Lampiran 6, Tabel 8) 

3. Hasil penentuan bobot jenis terhadap minyak atsiri yaitu 0,8533 

(Lampiran 6, Tabel 9) 

4.1.3 Hasil Pemeriksaan Bahan Tambahan 

Pemeriksaan bahan tambahan yang digunakan dalam pembuatan spray 

hand sanitizer mikroemulsi telah dilakukan, hasil yang diperoleh dari pemeriksaan 

terhadap Tween 20, DMDM hyndation, Asam sitrat, Aqua dest telah memenuhi 

persyaratan menurut Farmakope Edisi III, Farmakope Edisi IV dan Handbook of 

Pharmaceutical Exipient Edisi II. (Lampiran 7, Tabel 10-13) 

4.1.4 Hasil Evaluasi Spray Hand sanitizer Mikroemulsi 

1. Hasil pemeriksaan organoleptis spray hand sanitizer mikroemulsi 

dilakukan selama 6 minggu, didapatkan bentuk cairan, warna putih susu, 
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bau khas aromatis, dan stabil dalam penyimpanan 6 minggu (Lampiran 8, 

Tabel 14) 

2. Pemeriksaan uji waktu mengering diperoleh F0 (48,46), F1 (55,14 detik), 

F2 (56,05 detik), F3 (60,95 detik), P (24,09 detik) (Lampiran 8, Tabel 15) 

3. Hasil pemeriksaan pH yang dilakukan selama 6 minggu menunjukan 

hasil yang berubah setiap minggunya dimana pH rata-rata pada F0 (5.65), 

F1 (4.75), F2 (4.6), F3 (4.81), P (6,00) (Lampiran 8, Tabel 16) 

4. Hasil pemeriksaan stabilitas dengan metode freeze and thaw dilakukan 

selama 6 siklus didapatkan bahwa sediaan tidak memisah (Lampiran 8, 

Tabel 17) 

5. Hasil pemeriksaan homogenitas spray hand sanitizer mikroemulsi 

dilakukan selama 6 minggu, didapatkan sediaan homogen yang dilakukan 

selama 6 minggu (Lampiran 8, Tabel 19) 

6. Pemeriksaan ukuran partikel menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) 

Beckman Coulter diperoleh hasil yaitu pembanding (1495,6 nm), F0 

(4112,5), F1 (495,8 nm), F2 (1141,3 nm), F3 (1217,6 nm), nilai Indeks 

Polidispersitas (IP) diperoleh hasil yaitu untuk F1 (0,414), F2 (0,327), an 

F3 (0,353) (Lampiran 8, Gambar 13-15) 

4.1.5 Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Pemeriksaan aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

menggunakan metode difusi, dimana hasil pemeriksaan spray mikroemulsi hand 

sanitizer berikut : 

1. Untuk F0 rata-rata diameter hambat antibakteriya adalah 0 mm 

2. Untuk F1 rata-rata diameter hambat antibakteriya adalah 12.16 mm 
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3. Untuk F2 rata-rata diameter hambat antibakteriya adalah 13.6 mm 

4. Untuk F3 rata-rata diameter hambat antibakteriya adalah 15.6 mm  

5. Untuk pembanding rata-rata diameter hambat antibakteriya adalah  5.18 mm 

4.2 Pembahasan 

Penelitian ini bertujuan memformulasi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

dalam bentuk sediaan spray hand sanitizer mikroemulsi dan menghitung daya 

hambatnya terhadap bakteri Staphylococcus aureus.  

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit jeruk kalamansi. 

Pengambilan sampel dilakukan di kelurahan Kampung Melayu, kecamatan 

Padang Serai, Kota Bengkulu. Sebelum dilakukan penelitian, sampel 

diidentifikasi di Herbarium Andalas (ANDA). Hal ini merupakan langkah awal 

agar diperoleh identitas sampel sehingga tidak terjadi kesalahan terhadap tanaman 

yang digunakan. Berdasarkan identifikasi diperoleh hasil bahwa sampel yang 

digunakan adalah jeruk kalamansi  

Pada penelitian ini untuk mendapatkan minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

digunakan metode destilasi. Ada berbagai macam cara metode penyulingan salah 

satunya yang peneliti gunakan yaitu destilasi air dan uap. Metode ini digunakan 

karena prosesnya sederhana dan lebih cepat menghasilkan minyak atsiri. Minyak 

atsiri yang diperoleh setelah destilasi air dan uap masih terdapat molekul-molekul 

air, sehingga perlu dipisahkan dengan penambahan natrium sulfat anhidrat yang 

bertujuan untuk memisahkan air dengan minyak.  

Selanjutnya dilakukan pemeriksaan minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

yang meliputi pemeriksaan organoleptis, rendemen dan bobot jenis. Pemeriksaan 
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terhadap organoleptis minyak atsiri kulit jeruk kalamansi memberikan hasil 

berbentuk cairan berwarna kuning muda dan bau khas.  

Rendemen minyak atsiri kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa 

Bunge) yang diperoleh sebesar 0,535 %. Tujuan dilakukan rendemen untuk 

mengetahui berapa berat sampel yang didapat dari berat sampel segar. Selanjutnya 

dilakukan pemeriksaan bobot jenis minyak atsiri kulit jeruk kalamansi diperoleh 

0,8533 g/mL. (Lampiran 6, Tabel 9). Hasil ini masuk kedalam rentang persyaratan 

yang ditetapkan oleh Guenther (1987), dimana minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

mempunyai bobo jenis antara 0,800-1,180 g/mL. 

 

Gambar 3.  Minyak atsiri kulit jeruk kalamansi (Citrus x microcarpa 

Bunge) 

 

Pemeriksaan bahan tambahan seperti Tween 20, DMDM hyndation, Asam 

sitrat, Aqua dest yang digunakan dalam pembuatan spray mikroemulsi hand 

sanitizer dilakukan menurut Farmakope Indonesia Edisi III, IV dan Handbook of 

Pharmaceutical Exipient. Pemeriksaan tersebut meliputi pemeriksaan pemerian 

dan kelarutan. Dari hasil pemeriksaan bahan tambahan menunjukkan hasil bahwa 

semua bahan tambahan yang digunakan dalam penelitian kali ini sudah memenuhi 

persyaratan. 
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Sebelum diformulasikan terlebih dahulu dilakukan orientasi terhadap 

surfaktan mikroemulsi, untuk mengetahui apakah surfaktan yang digunakan 

memenuhi syarat sebagai spray mikroemulsi. Formulasi spray mikroemulsi hand 

sanitizer minyak atsiri kulit jeruk kalamansi ini dibuat dalam 4 formula dengan 

berbagai variasi konsentrasi yaitu F0 (0% minyak atsiri kulit jeruk kalamansi), F1 

(20% minyak atsiri kulit jeruk kalamansi), F2 (40% minyak atsiri kulit jeruk 

kalamansi), F3 (60% minyak atsiri kulit jeruk kalamansi). Dalam formulasi 

menggunakan tween 20 sebagai surfaktan yang memiliki konsentrasi yang sama 

untuk setiap formula yaitu 10%. Asam sitrat 0,25% berfungsi sebagai pengatur 

pH. BHT 0,1% berfungsi sebagai antioksidan, DMDM Hydantoin 0,6% berfungsi 

sebagai pengawet. Aqua dest 50 mL berfungsi sebagai pelarut. 

Pemeriksaan organoleptis terhadap spray mikroemulsi hand sanitizer kulit 

jeruk kalamansi untuk semua formula meliputi, bentuk, warna dan bau yg stabil 

selama penyimpanan 6 minggu dihasilan sediaan cair, berwarna bening untuk F0 

dan pembanding serta berwarna kekuningan untuk F1. Pada F2 dan F3 berwarna 

Kekuningan dan terdapat pemisahan. Hal ini kemungkinan disebabkan oleh 

kurangnya konsentrasi surfaktan sehingga tidak cukup kuat untuk menghalangi 

penggabungan tetesan - tetesan fase dalam (Maya, 2009). Pengamatan 

pemisahann fase mengalami ketidakstabilan mikroemulsi merupakan creaming 

yaitu terpisahnya mikroemulsi menjadi dua lapisan, dimana satu bagian 

mengandung fase disper lebih banyak daripada lapisan yang lain. Creaming 

bersifat reversible, artinya jika dikocok perlahan-lahan akan terdisepersi kembali. 

(Eliza, 2015). Spray mikroemulsi hand sanitizer memiliki bau yang khas.  
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Hasil evaluasi uji waktu mengering sediaan spray hand sanitizer 

mikroemulsi dilakukan terhadap 5 orang panelis. Sediaan disemprot merata pada 

telapak tangan, kemudian diratakan mulai dari sela-sela jari sampai punggung 

tangan panelis. Definisi kering menurut panelis sediaan tersebut tidak basah, tidak 

ada airnya lagi. Setiap panelis berbeda waktu mengeringnya, dikarnakan setiap 

tangan mempunyai kelembaban yang berbeda ada yang lembab dan kering. Hasil 

dari masing-masing panelis diperoleh F0 (48,46), F1 (55,14 detik), F2 (56,05 

detik), F3 (60,95 detik), P (24,09 detik) (Lampiran 8 Tabel 15). Konsentrasi 

minyak atsiri mempengaruhi waktu kecepatan mengering. Pada pembanding lebih 

cepat mengering dikarenakan pembanding mengandung alkohol yang mudah 

menguap. 

Evaluasi homogenitas menunjukkan bahwa sediaan spray hand sanitizer 

mikroemulsi tidak memperlihatkan butir-butir kasar pada saat sediaan dioleskan 

pada kaca objek, hal ini menunjukkan bahwa sediaan antiseptik tangan 

mempunyai susunan yang homogen selama penyimpana (Lampiran 8. Tabel 19) 

Hasil pemeriksaan stabilitas freeze and thaw selama 4 siklus suhu 

ekstrime, suhu tinggi (40±2°C) dan suhu dingin (4±2°C) menunjukkan bahwa 

spray mikroemulsi hand sanitizer minyak atsiri kulit jeruk kalamansi tidak 

mengalami pemisahan dan perubahan fisik pada suhu kamar (Lampiran 8, Tabel 

17). Tujuan uji stabilitas adalah untuk penentuan waktu kadaluarsa atau untuk 

melihat apakah terjadi pemisahan fase warna dalam sediaan selama proses 

penyimpanan (ICH, 2003) 

Pemeriksaan pH bertujuan untuk memastikan bahwa sediaan spray hand 

sanitizer mikroemulsi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi sesuai dengan pH 
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normal kulit yang baik yaitu antara 4,5-6,5 (Tranggono dan Latifa, 2007). Pada 

penelitian ini, pH yang diamati selama 6 minggu menunjukkan hasil yang 

berubah-ubah setiap minggunya dimana pH rata-rata F0 (5.65), F1 (4.75), F2 

(4.6), F3 (3.81), P (6,00). Pada F3 mengalami pH yang asam. Dikarenakan 

semakin tinggi konsentrasi  minyak atsiri kulit jeruk kalamansi maka semakin 

rendah yang berarti pH menjadi asam. Pada (Lampiran 8, Tabel 16) terlihat bahwa 

selama proses penyimpanan terjadi penurunan pH. Walaupun terjadi penurunan 

pH pada F0, F1 dan F2 tetap masih memenuhi persyaratan sediaan topical yaitu 

pH 4,5 – 6,5. Selain itu penurunan pH dapat juga disebabkan oleh faktor 

lingkungan seperti suhu dan penyimpanan yang kurang baik (Dwi Puji Astuti, 

2017) 

Pada pemeriksaan ukuran parikel menggunakan alat Particle Size Analizer. 

Prinsip kerja alat ini adalah adanya daya hamburan cahaya yang terjadi akibat 

penembakan sinar laser mengenai partikerl dalam sampel. Cahaya yang 

dihamburkan tersebut akan dibaca oleh detector foton pada sudut tertentu secara 

cept sehingga dapat menentukan ukuran partikel (Volker, 2009). Pada penelitian , 

hasil yang diharapkan mempunyai ukuran droplet yang kurang dari 100 nm. 

Namun, berdasarkan hasil pemeriksaan, ukuran droplet yang dihasilkan masih 

berada di atas 100 nm.  

Indeks polidispersitas (IP) adalah ukuran dari distribusi massa molekul 

dalam sampel tertentu. Semakin kecil nilai IP, maka semakin tinggi keseragaman 

ukuran droplet pada sediaan (Chhabra, Chuttani, Mishra, and Pathak, 2011). Pada 

formula 1 memiliki indeks polidispersitas sebesar 0,414, pada formula 2 memiliki 

indeks polidispersitas sebesar 0,327. Hal ini menunjukkan bahwa formula 1 dan 
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formula 2 menghasilkan ukuran droplet yang lebih seragam. Sedangkan pada 

formula 3 memiliki indeks polidispersitas sebesar 0,353. Nilai indeks 

polidispersitas ketiga formula ini masuk kedalam rentang nilai tengan dari indeks 

polidispersitas yaitu 0,08 – 0,7, ini adalah kisaran atas yang mana algoritma 

distribusi beroperasi paling baik. Jika nilai IP >0,7 menunjukkan distribusi yang 

sangat luas dari ukuran partikel dan kemungkinan teradi sedimentasi. (Cita, 2017) 

(Lampiran 8, Tabel 20) 
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Tabel 5. Hasil Rekapitulasi Evaluasi Spray Hand sanitizer Mikroemulsi 

 

No 

 

Evaluasi 
Pengamatan 

F0 F1 F2 F3 P 

1. 

Organoleptis 

-Bentuk 

-Warna 

-Bau 

-Kejernihan 

 

CR 

B 

Tb 

J 

 

CR 

K 

K 

TJ 

 

CR 

KS 

K 

TJ 

 

CR 

KS 

K 

TJ 

 

CR 

B 

W 

J 

2. Homogenitas H H H H H 

3. Ph 
5.65 ± 

0.0377 

4.75 ± 

0.0278 
4.6 ± 0.0252 

3.81 ± 

0.1177 

6.00 ± 

0.1081 

4. 
Uji waktu 

mengering 

48.464 detik 

± 1.169 

55,14 detik 

± 1.2786 

56,05 detik 

± 4.3862 

60.95 detik 

± 5.0865 

24,09 detik 

± 0,8910 

6. 

Kestabilan 

Terhadap 

- Suhu Kamar 

- freeze and thaw 

 

TM 

TM 

 

TM 

TM 

 

TM 

TM 

 

TM 

TM 

 

TM 

TM 

7. 

Ukuran Partikel 

- Droplet 

- IP 

 

- 

- 

 

495,8 nm 

0,414 

 

1141,3 nm 

0,327 

 

1271,6 nm 

0,353 

 

- 

- 

7. 
Uji Aktivitas 

Antibakteri 
0 

12.16 mm± 

0,2886 

13.6 mm ± 

0,2357 

15.6 mm± 

0,2886 

5.18 mm± 

0,0577 

 

Keterangan: 

CR : Cairan 

K : Kuning 

KS : Kuning Susu 

TB : Tidak Berbau 

K : Khas 

H : Homogen 

TM : Tidak Memisah 

J : Jernih 

TJ : Tidak Jernih 

W : Wangi 

IP : Indeks Polidispersitas 

 

Pengujian aktivitas antibakteri sediaan spray mikroemulsi hand sanitizer 

minyak atsiri kulit jeruk kalamansi terhadap bakteri Staphylococus aureus 

dilakukan menggunakan metode difusi agar menggunakan kertas cakram dengan 
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diameter 5 mm. Metode ini paling umum digunakan untuk menentukan aktivitas 

bahan uji terhadap bakteri. Bakteri uji diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 

Laboratorium Mikrobiologi STIFI Perintis Padang, dan diidentifikasi 

menggunakan pewarnaan gram. Hasil identifikasi memberikan warna ungu, yang 

menunjukkan bakteri gram positif. Identifikasi bakteri dengan pewarnaan ini 

menggunakan larutan Kristal violet, bertujuan agar pewarna dapat melekat 

sempurna pada dinding sel bakteri, lugol digunakan dalam identifikasi ini dengan 

tujuan agar pengikatan warna oleh bakteri menjadi semakin kuat, etanol 96% 

digunakan dalam identifikasi ini bertujuan untuk mencuci/melunturkan zat warna 

pada sel bakteri dan safranin (pewarna sekunder) bertujuan untuk mewarnai 

kembali sel-sel yang telah kehilangan pewarna utama setelah perlakuan dengan 

alkohol atau memberikan warna pada mikroorganisme non-target serta 

menghabiskan sisa-sisa pewarnaan (Pelczar, M.J and Chan, 1988) 

 

Gambar 4. Pengujian Pewarnaan Gram Bakteri Staphylococcus aureus 

Pengujian aktivitas spray mikroemulsi hand sanitizer minyak atsiri kulit 

jeruk kalamansi menggunakan difusi agar. Pada media NA yang sudah 
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mengandung bakteri diletakkan kertas cakram yang telah diteteskan spray 

mikroemulsi hand sanitizer  minyak atsiri kulit jeruk kalamansi dengan F0 (tanpa 

ditambahkan minyak atsiri), F1 (ditambahkan minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 

20%), F2 (ditambahkann minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 40%), F3 

(ditambahkan minyak atsiri kulit jeruk kalamansi 60%) dan spray hand sanitizer 

yang beredar dipasaran sebagai pembanding. Selanjutnya media diinkubasi dalam 

inkubator selama 24 jam pada suhu 37oC pada posisi terbalik. Setelah 24 jam 

media tersebut dapat dilihat dan diukur diameter zona bening pada kertas cakram 

yang menunjukkan potensi daya hambat dari sediaan terhadap bakteri. Semakin 

tinggi konsentrasi minyak atsiri semakin besar daya hambatnya.  

Tabel 6. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri Mikroemulsi Minyak Atsiri 

Kulit Jeruk Kalamansi sebagai Spray Hand sanitizer 

Formula Diameter daya hambat (mm) 

Pengulangan 

ke 1 

Pengulangan 

ke 2 

Pengulangan 

ke 3 

Rata-rata± SD 

F0 0 0 0 0± 0 

FI 12 12.5 12 12.16± 0.2886 

F2 13.5 14 13.5 13.6±0.2357 

F3 15.5 16 15.5 15.6±0.2886 

P 5.25 5.15 5.15 5.18±0,0577 
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Gambar 5. Aktivitas Antibakteri Sediaan Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit 

Jeruk Kalamansi Sebagai Spray Hand sanitizer Terhadap Bakteri 

Staphylococcus aureus 

 

 

Gambar 6. Diagram Aktivitas Antibakteri Sediaan mikroemulsi minyak 

atsiri kulit jeruk kalamansi sebagai Spray Hand sanitizer terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus 

 

Berdasarkan grafik aktivitas antibakteri sediaan di atas, dapat di lihat 

bahwa rata-rata diameter daya hambat pada sediaan spray hand sanitizer  minyak 

atsiri kulit jeruk kalamansi pada F0 memiliki daya hambat sebesar 0 mm yang 

menandakan tidak memiliki respon daya hambat, F1 memiliki rata-rata daya 

hambat sebesar 12.16 mm yang menandakan memiliki respon daya hambat kuat, 

F2 memiliki rata-rata daya hambat sebesar 13.6 mm yang menandakan memiliki 

0

12.16
13.6

15.6

5.18

0

5

10

15

20

F0 F1 F2 F3 Pembanding

Aktivitas Antibakteri Sediaan Spray Hand 
Sanitizer (mm)

Daya Hambat…



 

45 
 
 

respon daya hambat kuat, F3 memiliki rata-rata daya hambat sebesar 15.6 mm 

yang menandakan memiliki respon daya hambat kuat. Karena menurut Davis and 

Stout (1971), respon hambatan lemah ketika diameter zona hambat antibakteri ≤ 5 

mm, respon hambatan sedang ketika diameter zona hambat antibakteri 5-10 mm, 

respon hambatan kuat ketika diameter zona hambat antibakteri 10-20 mm, respon 

hambatan sangat kuat ketika diameter zona hambat antibakteri ≥ 20 mm. Pada 

penelitian Debora et al (2018) menyatakan pada konsentrasi 25% memiliki daya 

hambat 6,16 mm (lemah) sedangkan pada penelitian ini dengan konsentrasi 20% 

telah mendapatkan daya hambat 12,16 mm (kuat). Hal ini disebabkan karena 

terjadinya difusi antara zat tambahan (DMDM Hydantoin) dan minyak atsiri kulit 

jeruk kalamansi yang dapat meningkatkan daya hambat mikroorganisme. 

Sehingga dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi konsentrasi minyak atsiri kulit 

jeruk kalamansi pada sediaan spray hand sanitizer semakin besar aktivitas 

antibakteri yang diberikan. 

Adanya aktivitas antibakteri pada minyak atsiri kulit jeruk kalamansi ini 

dikarenakan minyak atsiri merupakan senyawa metabolit sekunder yang telah 

dikenal memiliki aktivitas antibakteri, kandungan senyawa minyak atsiri dapat 

menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri yang dapat digunakan sebagai 

aktivitas antibakteri (Kan et al, 2006). 

Terdapat penelitian lain (Cahyani et al, 2017) yaitu efektivitas minyak 

atsiri kulit jeruk bergamot (Citrus bergamia) dalam masker gel peel-off sebagai 

antibakteri staphylococcus aureus ATCC 29213 pada konsentrasi 3% memiliki 

daya hambat 16,8 mm (kuat). Hal ini dikarenakan minyak atsiri kulit jeruk 
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bergamot mempunyai kandungan senyawa aktif yaitu limonene dan linalool yang 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri.  

Analisis uji aktivitas antibakteri pada setiap formula dan pembanding diuji 

dengan menggunakan statistik ANOVA satu arah dengan menggunakan SPSS 25. 

Sebagai dependent adalah diameter daya hambat bakteri dan sebagai independent 

digunakan konsentrasi formula hand sanitizer dari mikroemulsi minyak atsiri 

jeruk kalamansi. Dengan ANOVA satu arah didapatkan nilai signifikan 0,000, 

karena nilainya < 0,05 (Lampiran 10, Tabel 21-24) maka dilanjutkan dengan uji 

Duncan. Sehingga tampak F0 berbeda nyata terhadap pembanding, F1, F2 dan F3. 

Pembanding berbeda nyata terhadap F0, F1, F2, dan F3. F1 tampak berbeda nyata 

terhadap F0, Pembanding, F2, dan F3. F2 tampak berbeda nyata terhadap 

pembanding, F0, F1 dan F3. Dan F3 tampak berbeda nyata terhadap F1, F2, F3 

dan pembanding. 
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan : 

1. Mikroemulsi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi dapat diformulasi dalam 

bentuk sediaan spray hand sanitizer. 

2. Mikroemulsi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi Spray hand sanitizer 

memiliki aktivitas sebagai antibakteri, konsentrasi minyak 20% memiliki 

daya hambat sebesar 12.16 mm (kuat) 40% memiliki daya hambat sebesar 

13.6 mm (kuat) dan 60% memiliki daya hambat sebesar 15.6 mm (kuat), 

semakin tinggi konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk kalamansi maka 

semakin besar daya hambatnya terhadap bakteri staphylococcus aureus. 

5.2 Saran 

1. Untuk penelitian selanjutnya dilakukan penambahan kosurfaktan yang cocok 

sehingga membuat sediaan terlihat jernih. 
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Lampiran 1. Tanaman Jeruk Kalamansi 

A. Tanaman Jeruk Kalamansi 

 
Gambar 7. Tanaman jeruk kalamansi 

 

B. Jeruk Kalamansi 

 
Gambar 8. Kulit Jeruk Kalamansi 
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Lampiran 2. Surat Identifikasi Tanaman Jeruk Kalamansi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Surat Identifikasi Tanaman Jeruk Kalamansi 
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Lampiran 3. Skema Kerja Pengolahan Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi 

(Citrus x microcarpa Bunge ) 

 

 

 

 

• Dipotong-potong kecil 

• Dimasukkan ke dalam labu destilasi, 

tambahkan air suling 

  

-  

- pisahkan lapisan minyak 

- Tambahkan natrium sulfat anhidrat 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Gambar Skema Kerja Pengolahan Minyak Atsiri Kulit Jeruk 

Kalamansi (Citrus microcarpa Bunge ) 
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Lampiran 4. Pembuatan Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi (Citrus 

x microcarpa Bunge) sebagai Spray Hand sanitizer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 11. Skema Kerja Pembuatan dan Evaluasi Mikroemulsi Kulit eruk 

Kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge) sebagai Spray Hand sanitizer 

 

 

Fase minyak 

BHT + minyak atsiri 

dhomogenkan magnetic 

stirrer dengan kecepatan 500 

rpm (15 menit) 

 

Fase air 

Tween 20 + DMDM hydantoin + 

Asam sitrat + aqua dest dihomogenkan 

dengan magnetic stirrer dengan 

kecepatan 500 rpm (15 menit) 

Spray Hand sanitizer 

Evaluasi  

Uji Fisik 

- Organoleptis 

- Uji kecepatan mengering 

- Uji pH 

- Uji Stabilitas 

- Uji Homogenitas 

- Uji ukuran partikel 

Fase air + fase minyak 

magnetic stirrer dengan 

kecepatan 500 rpm (30 

menit) 

Campurkan  

Uji Aktivitas 

Antibakteri 

Sonikasi 

 



 

57 
 
 

Lampiran 5. Sediaan Mikroemulsi  Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi 

(Citrus x microcarpa Bunge) sebagai Spray Hand Sanitizer 

 

 
 

Gambar 12. Sediaan Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit Jeruk 

Kalamansi (Citrus x microcarpa Bunge) sebagai Spray 

Hand Sanitizer 
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Lampiran 6. Pemeriksaan  Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi  

Tabel 7. Hasil Pemeriksaan Minyak atsiri 

No Pemeriksaan Pengamatan 

1. Organoleptis 

Bentuk 

Warna 

Bau 

 

Cairan 

Kuning Muda 

Khas 

2. Rendemen 0,535 % 

3. Bobot Jenis 0,8535 

 

 

Tabel 8. Hasil Rendemen Minyak Atsiri 

No Berat sampel awal Berat minyak atsiri 

1. 14 kg 75 mL 

 

% Rendemen = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑚𝑖𝑛𝑦𝑎𝑘 𝑎𝑡𝑠𝑖𝑟𝑖

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑎𝑤𝑎𝑙
 x 100% 

  = 
75 𝑔

14.000 𝑔
 x 100% 

  = 0,535% 

Tabel 9. Hasil Pemeriksaan Bobot Jenis Minyak Atsiri 

No Piknometer 

kosong (W1) g 

Piknometer 

kosong + air 

suling (W2) g 

Piknometer 

kosong +minyak 

atsiri (W3) g 

1. 11,6692 17,2645 16,4382 

 

Bj = 
𝑊3−𝑊1

𝑊2−𝑊1
 x ρ air 

 = 
16,4382−11,6692

17,265−11,6692
 x 1,0 

 = 
4,769

5.5953
 x 1,0 

  = 0,8533 g/mL 
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Lampiran 7. Pemeriksaan Bahan Tambahan 

Tabel 10. Hasil Pemeriksaan Tween 20 

No Pemeriksaan Persyaratan (Departemen 

Kesehatan RI, 2014) 

Pengamatan 

1. Organoleptis  

Bentuk 

  

Warna  

Bau  

 

Cairan kental seperti minyak 

  

Kuning  

Asam lemah 

 

Cairan kental seperti 

minyak  

Kuning  

Asam lemah  

2. Kelarutan  

Dalam air 

Dalam etanol 

96% 

 

Mudah larut 

Larut 

 

Mudah larut ( 1: 5) 

Larut (1 : 11) 

 

Tabel 11. Hasil Pemeriksaan DMDM hydantoin 

No Pemeriksaan Persyaratan (Departemen 

Kesehatan RI, 2014) 

Pengamatan 

1. Organoleptis  

Bentuk 

Warna  

 

 

Bau  

 

Cairan 

Tidak berwarna, mendekati 

kuning transparan 

 

Sedikit berbau aldehid 

 

Cairan 

Tidak berwarna, 

mendekati kuning 

transparan 

Sedikit berbau aldehid 

2. Kelarutan  

Dalam air 

Dalam etanol 

96% 

 

Larut 

Larut 

 

Mudah larut ( 1: 16) 

Larut (1 : 22) 
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Lampiran 7 (Lanjutan) 

Tabel 12. Hasil Pemeriksaan Asam Sitrat 

No Pemeriksaan Persyaratan (Departemen 

Kesehatan RI, 2014) 

Pengamatan 

1. Organoleptis  

Bentuk  

Warna  

Bau  

 

Hablur putih 

Tidak berwarna  

Tidak berbau 

 

Hablur putih 

Tidak berwarna  

Tidak berbau 

2. Kelarutan  

Dalam air 

 

Dalam etanol 

96% 

 

Sangat mudah larut 

 

Mudah larut 

 

Sangat mudah 

larut (1:0,8) 

Mudah larut 

(1:2,8) 

 

Tabel 13. Hasil Pemeriksaan BHT 

No Pemeriksaan Persyaratan (Departemen 

Kesehatan RI, 2014) 

Pengamatan 

1. Organoleptis  

Bentuk  

Warna  

Bau  

 

Kristal padatan 

Putih atau kuning pucat 

Karakteristik  

 

Kristal padatan 

Putih  

Karekteristik  

2. Kelarutan  

Dalam air 

 

Dalam etanol 

96% 

 

Praktis tidak larut 

 

Larut 

 

Praktis tidak 

larut (1:10.080) 

Larut (1:11) 
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Lampiran 8. Hasil Evaluasi Spray Mikroemulsi Hand Sanitizer 

Tabel 14. Hasil Evaluasi Organoleptis  

 

Keterangan : 

CR : Cair 

B : Bening 

K : Kuning 

Ks : Kuning Susu 

Kh : Khas 

Tb : Tidak berbau 

W : Wangi 

J : Jernih 

Tj : Tidak Jernih 

 

 

 

 

 

 

 

 

Formula Organoleptis 
Minggu ke- 

1 2 3 4 5 6 

F0 

Bentuk 

Warna 

Bau 

Kejernihan  

CR 

B 

Tb 

J 

CR 

B 

Tb 

J 

CR 

B 

Tb 

J 

CR 

B 

Tb 

J 

CR 

B 

Tb 

J 

CR 

B 

Tb 

J 

F1 

Bentuk 

Warna 

Bau 

Kejernihan 

CR 

K 

Kh 

Tj 

CR 

K 

Kh 

Tj 

CR 

K 

Kh 

Tj 

CR 

K 

Kh 

Tj 

CR 

K 

Kh 

Tj 

CR 

K 

Kh 

Tj 

F2 

Bentuk 

Warna 

Bau 

Kejernihan 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

F3 

Bentuk 

Warna 

Bau 

Kejernihan 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

CR 

Ks 

Kh 

Tj 

P 

Bentuk 

Warna 

Bau 

Kejernihan 

CR 

B 

W 

J 

CR 

B 

W 

J 

CR 

B 

W 

J 

CR 

B 

W 

J 

CR 

B 

W 

J 

CR 

B 

W 

J 
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Lampiran 8 (Lanjutan) 

Tabel 15. Hasil Pemeriksaan Waktu Kecepatan Mengering 

Formula Waktu Mengering (detik) 

Panelis 

I 

Panelis 

II 

Panelis 

III 

Panelis 

IV 

Panelis 

V 

Rata-Rata 

± SD 

F0 47,00 

detik 

50,26 

detik 

48,56 

detik 

48,27 

detik 

48,23 

detik 
48,46 ± 

   1,1694 

F1 53,56 

detik 

57,32 

detik 

54,24 

detik 

55,48 

detik 

55,13 

detik 
55,14± 

1,2786 

F2 57,00 

detik 

59,27 

detik 

48,36 

detik 

58,23 

detik 

57,39 

detik 
56,05± 

4,3862 

F3  58,00 

detik 

1 menit 

10 

detik 

59,23 

detik 

58,35 

detik 

59,17 

detik 60,95± 

5,0865 

P 25,00 

detik 

 25,13 

detik 

23,57 

detik 

23,30 

detik 

23,48 

detik 
24,09± 

0,8910 

 

Tabel 16. Hasil Pemeriksaan pH 

 

No 

 

Formula 

Minggu ke   

I 

 

II 

 

III IV V IV Rata-

rata 
±SD 

1. F0 5.58 5.67 5.67 5.67 5.68 5.67 5.65 0.037771 

2. F1 4.77 4.76 4.74 4.77 4.77 4.7 4.75 0.027869 

3. F2 4.58 4.64 4.62 4.6 4.58 4.58 4.6 0.025298 

4. F3 3.91 3.67 3.8 3.91 3.67 3.91 3.81 0.117714 

5. P 6.05 5.87 6.1 6.05 5.87 6.1 6.00 0.108197 

 

Tabel 17. Hasil Pemeriksaan Stabilitas Dengan Metode Freeze And Thaw 

Formula Siklus ke 

I II III IV V VI 

F0 TM TM TM TM TM TM 

F1 TM TM TM TM TM TM 

F2 TM TM TM TM TM TM 

F3 TM TM TM TM TM TM 

P TM TM TM TM TM TM 

 Keterangan 

TM : Tidak memisah 
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Lampiran 8 (Lanjutan) 

Tabel 18. Hasil Pemeriksaan Stabilitas Pada Suhu Kamar 

Formula Siklus ke 

I II III IV V VI 

F0 TM TM TM TM TM TM 

F1 TM TM TM TM TM TM 

F2 TM TM TM TM TM TM 

F3 TM TM TM TM TM TM 

P TM TM TM TM TM TM 

 

Keterangan : 

TM : Tidak memisah 

 

Tabel 19. Hasil Pemeriksaan Homogenitas 

Formula Minggu ke 

I II III IV V VI 

F0 H H H H H H 

F1 H H H H H H 

F2 H H H H H H 

F3 H H H H H H 

P H H H H H H 

 

Keterangan : 

H = Homogen 

 

Tabel 20. Hasil Pemeriksaan Ukuran Partikel 

No. Formula 
Distribusi ukuran 

partikel (nm) 

Indeks 

Polidispersitas (IP) 

1. F1 495,8 0,414 

2. F2 1141,3 0,327 

3. F3 1271,6  0,353 
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Lampiran 8 (Lanjutan) 

 

 
Gambar 13. Grafik Ukuran Partikel Terdispersi F1 
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Lampiran 8 (Lanjutan) 

 

 
Gambar 14. Grafik Ukuran Partikel Terdispersi F2 
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Lampiran 8 (Lanjutan) 

 

 
Gambar 15. Grafik Ukuran Partikel Terdispersi F3 
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Lampiran 9. Skema Kerja Pengujian Aktivitas Antibakteri Mikroemulsi 
Kulit Buah Jeruk Kalamansi (Citrus microcarpa Bunge) sebagai Spray 

Hand sanitizer Terhadap Staphylococcus aureus 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 16. Skema Kerja Pengujian Aktivitas Antibakteri 

 

 

 

 

Strerilisasi Alat dan Bahan 

Serbuk agar dilarutkan dalam aquadest, 

dipanaskan sampai mendidih, disterilkan, 

ditunggu hingga suhu 45o C dituangkan 

kedalam cawan petri. 

Suspensi Bakteri 
Nutrien agar  

Suspensi bakteri diusapkan keatas media 

natrium agar yang telah memadat. 

Media nutrien agar yang 

telah diusapkan bakteri 

Ukur diameter daya hambat  

1 ose koloni + NaCl fisiologis 0,9% 

dihomogenkan,kekeruhannya 

dibandingkan dengan Mc. Farland 0,5%. 

 

- + kertas cakram dan teteskan 

sediaan spray gel hand sanitizer 

dengan berbagai konsentrasi 

sebanyak 10 µl 

- Inkubasi 37°C ± 24 jam 
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Lampiran 10. Hasil Uji Statistik ANOVA Satu Arah Aktivitas Antibakteri 

Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi Sebagai 

Spray Hand sanitizer  terhadap Bakteri Staphylococcus aureus 

 

Tabel 21. Hasil Uji Statistik ANOVA Satu Arah Aktivitas Antibakteri 

Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi sebagai 

Spray Hand sanitizer 

 

 

 

Tabel 22. Hasil Analisis Varian Homogenitas dari Aktivitas Antibakteri 

Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi sebagai Spray 

Hand sanitizer 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Aktivitas Antibakteri Based on Mean 6.526 4 10 .008 

Based on Median .408 4 10 .799 

Based on Median and with 

adjusted df 

.408 4 6.158 .798 

Based on trimmed mean 5.140 4 10 .016 

 

Descriptives 

Aktivitas Antibakteri   

 N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

F0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

F1 3 12.1667 .28868 .16667 11.4496 12.8838 12.00 12.50 

F2 3 13.6667 .28868 .16667 12.9496 14.3838 13.50 14.00 

F3 3 15.6667 .28868 .16667 14.9496 16.3838 15.50 16.00 

Pembanding 3 5.1833 .05774 .03333 5.0399 5.3268 5.15 5.25 

Total 15 9.3367 6.06075 1.56488 5.9803 12.6930 .00 16.00 
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Lampiran 10 (Lanjutan) 

Tabel 23. Hasil Analisis Varian dari Aktivitas Antibakteri Mikroemulsi 

Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi sebagai Spray Hand 

sanitizer 

 

ANOVA 

Aktivitas Antibakteri   

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 513.751 4 128.438 2534.954 .000 

Within Groups .507 10 .051   

Total 514.257 14    

 

Tabel 24. Hasil Analisis Uji Lanjut Duncan Aktivitas Antibakteri 

Mikroemulsi Minyak Atsiri Kulit Jeruk Kalamansi sebagai 

Spray Hand sanitizer Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus 

 

Aktivitas Antibakteri 

Duncana 

Formula N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

F0 3 .0000     

Pembanding 3  5.1833    

F1 3   12.1667   

F2 3    13.6667  

F3 3     15.6667 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 


