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ABSTRAK

Sinar Ultraviolet dapat menyebabkan Reactive Oxygen Species (ROS) pada
kulit. Salah satu efek ROS adalah penuaan kulit (aging). Hialuronidase merupakan
salah satu enzim yang berperan dalam proses penuaan kulit. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui aktivitas inhibisi hialuronidase secara in vitro menggunakan
metode spektrofotometer dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dengan
pelarut yang berbeda (etanol 96%, etil asetat dan n-heksan). Ekstrak terbaik akan
diformulasikan dalam bentuk sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan kitosan.
Hasil dari penelitian ini ekstrak etanol dan etil asetat mengandung senyawa
metabolit sekunder flavonoid, fenolik dan steroid sedangkan ekstrak n-heksan
hanya mengandung senyawa terpenoid. Aktivitas inhibisi hialuronidase ekstrak
daun jeruk purut menunjukkan nilai ICso ekstrak etanol, etil asetat dan n-heksan
masing-masing sebesar 55,9469 pg/mL, 97,8999 pg/mL dan 114,3011 pg/mL.
Ekstrak etanol daun jeruk purut merupakan ekstrak terbaik yang dibuat dalam
bentuk sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan kitosan dengan konsentrasi
0,5%. Berdasarkan evaluasi fisik yang dilakukan didapati hasil semua uji
memenuhi syarat. Aktivitas inhibisi gel ekstrak etanol hialuronidase memiliki
%inhibisi pada FO1 sebesar 24,1192%, FO02 sebesar 69,5122%, F1 sebesar
68,8347%, F2 sebesar 86,4499% dan ekstrak etanol sebesar 78,9973%. Kesimpulan
ekstrak daun jeruk purut memiliki aktivitas inhibisi hialuronidase dan dapat dibuat
dalam bentuk sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan kitosan.

Kata kunci : Daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.), hialuronidase, gel.



ABSTRACT

Ultraviolet rays can cause Reactive Oxygen Species (ROS) on the skin. One
of the effects of ROS is skin aging. Hyaluronidase is an enzyme that plays a role in
the skin aging process. This study aims to determine the hyaluronidase inhibition
activity in vitro using the spectrophotometer method from kaffir lime leaf extract
(Citrus hystrix DC.) with different solvents (96% ethanol, ethyl acetate and n-
hexane). The best extract will be formulated in gel dosage form with a base of
carbopol 940 and chitosan. The results of this research were that the ethanol and
ethyl acetate extracts contained secondary metabolite compounds of flavonoids,
phenolics and steroids, while the n-hexane extract only contained terpenoid
compounds. The hyaluronidase inhibition activity of kaffir lime leaf extract showed
IC50 values for ethanol, ethyl acetate and n-hexane extracts of 55.9469 pg/mL,
97.8999 ug/mL and 114.3011 pg/mL, respectively. Kaffir lime leaf ethanol extract
is the best extract made in gel dosage form with a base of carbopol 940 and chitosan
with a concentration of 0.5%. Based on the physical evaluation carried out, it was
found that the results of all tests met the requirements. The inhibition activity of the
hyaluronidase ethanol extract gel had % inhibition at FO1 of 24.1192%, F02 of
69.5122%, F1 of 68.8347%, F2 of 86.4499% and ethanol extract of 78.9973%.
Conclusion: Kaffir lime leaf extract has hyaluronidase inhibitory activity and can
be made in gel dosage form based on carbopol 940 and chitosan.

Key words: Kaffir lime leaves (Citrus hystrix DC.), hyaluronidase, gel.
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BAB | PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Penuaan (aging) adalah suatu proses menghilangnya kemampuan jaringan
secara perlahan-lahan untuk memperbaiki atau mengganti diri dan
mempertahankan struktur, serta fungsi normalnya. Penuaan kulit adalah fenomena
biologis yang sangat kompleks yang dikendalikan oleh banyak faktor intrinsik dan
ekstrinsik yang menyebabkan hilangnya progresif integritas struktural dan fungsi
fisiologis kulit (Rihhadatulaisy dan Norisca, 2020). Faktor ekstrinsik terjadi karena
faktor lingkungan seperti radiasi sinar UV. Faktor yang berasal dari dalam tubuh
itu sendiri (faktor intrinsik) diantaranya aktivitas enzim-enzim tertentu. Enzim yang
terlibat dalam proses penuaan kulit antara lain elastase, hialuronidase, dan
kolagenase. Enzim-enzim tersebut memiliki peran masing-masing dalam
keterlibatannya dalam proses penuaan, dimana efek anti-aging terkait dengan
penghambatan aktivitas enzim tersebut (Mumpuni, et al., 2019).

Sinar UV dapat menyebabkan Reactive Oxygen Species (ROS) pada kulit.
Salah satu efek dari Reactive Oxygen Species (ROS) adalah penuaan Kkulit.
Antioksidan dapat melindungi kulit dari ROS dan berbagai kerusakan sel akibat
radiasi UV dan antipenuaan. Ekstrak dari tumbuhan yang mengandung antioksidan
sangat menarik di bidang kosmetik karena antioksidan mengandung molekul yang
dapat menonaktifkan ROS, mengembalikan homeostatis kulit dan mencegah
eritema dan penuaan dini (Haerani, et al., 2018). Elastin, kolagen, dan asam
hialuronat adalah komponen penting dari matriks ekstraseluler yang memainkan
peran penting dalam penampilan kulit yang awet muda. Asam hialuronat adalah

komponen utama dari matriks ekstraseluler dermal, menjaga kadar air, elastisitas,



dan retensi hidrasi kulit. Karena asam hialuronat didepolimerisasi oleh degradasi
enzim hialuronidase, penghambatan aktivitas hialuronidase penting dalam
mencegah pemecahan asam hialuronat, karena dapat menyebabkan keriput, kulit
kering, dan hilangnya kekencangan. Oleh karena itu, aktivitas anti-hialuronidase
sangat penting dalam menunda proses penuaan kulit (Cruz, et al., 2023).
Berdasarkan uraian tersebut, maka dapat diketahui bahwa antioksidan dan
hialuronidase berpengaruh pada proses penuaan kulit.

Jeruk purut (Citrus hystrix DC.) merupakan tanaman yang memiliki aktivitas
antioksidan. Aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun jeruk purut memiliki nilai
ICso 25,907 pg/mL, yang menandakan aktivitas antioksidannya sangat kuat
(Muzuka, et al., 2018). Nilai aktivitas antioksidan perasan jeruk purut yaitu 71,34
png/mL dan tergolong antioksidan kuat (Puspitasari dan Sumantri, 2019). Nilai
aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit jeruk purut yaitu senilai 146,06 pg/mL dan
tergolong ke dalam antioksidan sedang (Sitinjak, 2017).

Berdasarkan uraian diatas, maka peneliti tertarik melakukan pengujian
aktivitas ekstrak daun jeruk purut sebagai anti-aging dengan menguji inhibisi
hialuronidase karena memiliki antioksidan yang sangat kuat. Ekstrak daun jeruk
purut yang dibuat dalam bentuk sediaan setengah padat yaitu dalam bentuk sediaan
gel. Gel memiliki beberapa keuntungan diantaranya tidak lengket, mudah
dioleskan, tidak meninggalkan lapisan berminyak pada kulit, viskositas gel tidak
mengalami perubahan yang berarti selama penyimpanan (Lieberman, et al., 1998).

Selanjutnya sediaan gel dilakukan pengujian inhibisi terhadap hialuronidase.



1.2

1.3

14

Rumusan Masalah

1. Apakah ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dengan pelarut yang
berbeda memiliki aktivitas sebagai inhibisi hialuronidase?

2. Apakah ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dapat
diformulasikan dalam bentuk sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan
kitosan?

Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui aktivitas dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix
DC.) dengan pelarut yang berbeda terhadap inhibisi hialuronidase

2. Untuk mengetahui formulasi sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan
kitosan dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)

Manfaat Penelitian

1. Memberikan pengetahuan tentang aktivitas inhibisi hialuronidase dari
ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dengan pelarut yang berbeda

2. Memberikan pengetahuan tentang formulasi sediaan gel dengan basis
carbopol 940 dan kitosan dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix

DC.)



BAB Il TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tanaman Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)
Menurut Plantamor (2024) berdasarkan tata nama sistematika botani,
tanaman jeruk purut (Citrus hystrix DC.), diklasifikasikan sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Subkingdom  : Tracheobionta

Super divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Sapindales

Famili : Rutaceae

Genus : Citrus

Species : Citrus hystrix D.C.

Sinonim : Jeruk purut (Indonesia), limau purut (Malaysia), kabuyaw

(Tagalog), ma feng cheng (China), kobu mikan (Jepang),

caffir lime (Inggris).

Gambar 1. Tanaman jeruk purut (Plantamor, 2024)



2.1.2 Tinjauan Kimia Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Kandungan fitokimia ekstrak etanol kulit buah jeruk purut mengandung
alkaloid, flavonoid, terpenoid, tannin dan saponin. (Nathanael, et al., 2015).
kandungan fitokimia ekstrak air perasan jeruk purut mengandung flavonoid, fenolik
dan steroid (Alwalidain, 2023). Beberapa bahan kimia yang terkandung dalam jeruk
purut diantaranya daun minyak atsiri 1,0-1,5%, steroid triterpenoid, minyak atsiri
dengan kandungan sitrat 2,0-2,5% (Hariana, 2007).

2.1.3 Tinjauan Farmakologi Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Tanaman jeruk purut memiliki aktivitas farmakologi, seperti ekstrak etanol
daun jeruk purut mempunyai daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus (Milala dan M.Pandapotan, 2023). Ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix
DC) memiliki senyawa metabolit sekunder yang mampu menghambat pertumbuhan
Propionibacterium acne yang merupakan salah satu bakteri penyebab jerawat
(Ramadani, et al., 2023).

2.1.4 Tinjauan Farmasetika Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Ekstrak dari tanaman jeruk purut dapat diformulasikan dalam sediaan
farmasetika, seperti sediaan hand soap ekstrak etanol daun jeruk purut terhadap
bakteri Staphylococcus aureus (Milala dan M.Pandapotan, 2023). Sediaan krim
yang dibuat dari bahan aktif ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi
0,25%, 0,5% dan 1% dapat dibuat sebagai krim tabir surya (Qonitah, et al., 2022).
Ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dapat diformulasikan menjadi sediaan
balsam aromaterapi yang stabil dan memenuhi syarat serta dapat bertahan selama
12 bulan dengan konsentrasi cera alba yang paling optimal sebesar 15% (Astuti dan

Debby, 2021).



2.2 Hialuronidase

Hialuronidase adalah enzim metabolisme asam hialuronat. Asam hialuronat
adalah glikosaminoglikan non-sulfat dan merupakan bagian penting dari matriks
ekstraseluler kulit. Penurunan kandungan asam hialuronat kulit dianggap sebagai
ciri utama penuaan kulit. (Buhren, 2018).

Asam hialuronat adalah komponen utama dari matriks ekstraseluler dermal,
menjaga kadar air, elastisitas, dan retensi hidrasi kulit. Karena asam hialuronat
didepolimerisasi oleh degradasi enzim hialuronidase, penghambatan aktivitas
hialuronidase penting dalam mencegah pemecahan asam hialuronat, karena dapat
menyebabkan keriput, kulit kering, dan hilangnya kekencangan. Oleh karena itu,
aktivitas anti-hialuronidase sangat penting dalam menunda proses penuaan kulit.
(Cruz, et al., 2023).

Uji anti-penuaan dilakukan melalui uji penghambatan aktivitas hialuronidase,
salah satu enzim penting dalam proses penuaan. Sampel yang digunakan yaitu
ekstrak bonggol nanas dan luteolin. Hasil uji aktivitas penghambatan hialuronidase,
senyawa luteolin memiliki nilai ICso lebih rendah, yaitu sebesar 67,38+3,99 ug/mL
dibanding dengan ekstrak bonggol nanas nilai 1Csp 161,15+1,05 ug/mL. Hasil ini
menunjukkan bahwa senyawa pembanding luteolin  memiliki aktivitas
antihialuronidase yang lebih tinggi daripada ekstrak bonggol nanas (Jusri, et al.,
2019).

2.3 Gel

Gel adalah sediaan semi padat dengan campuran koloidal antara dua zat

berbeda yaitu fase padat dan cair, bahan pembentuk gel biasanya adalah sebuah

polimer dengan konsentrasi beberapa persen yang dapat memberikan konsistensi



semisolid pada formulasi baik fisik maupun kimia, kebanyakan gel seharusnya

tergolong pada sediaan cair, namun mereka juga memiliki sifat seperti benda padat,

contohnya adalah gel gelatin, agar agar dan gel rambut (Rowe,et al., 2019).

2.3.1 Gelling Agent

Gelling agent atau basis gel adalah bahan tambahan yang digunakan untuk

mengentalkan dan menstabilkan berbagai macam obat dan sediaan kosmetik.

Gelling agent dapat dibedakan berdasarkan cara memperolehnya sebagai berikut:

a.

Bahan-bahan yang berasal dari alam

Basis gel yang berasal dari alam disebut juga dengan polisakarida antara lain
karaginan, tragakan, pektin, agar dan asam alginate.

Bahan-bahan selulosa

Bahan-bahan yang berasal dari selulosa yang digunakan sebagai basis gel
(gelling agent) pada formulasi gel adalah polisakarida yang secara struktur

merupakan turunan selulosa (dengan beberapa substitusi kimia).

. Bahan-bahan vinil alkohol

Bahan-bahan yang berasal dari vinil alkohol yang digunakan sebagai gelling
agent dalam sediaan farmasetika dan kosmetik antara lain polimer karboksivinil
yang dikenal sebagai karbomer, PVA, PVC (Voight, 1995).

Bahan-bahan carbomer

Bahan-bahan yang berasal dari carbomer atau disebut juga bahan-bahan dari

tanah liat alam seperti bentonit dan magnesium aluminium silikat.

2.3.2 Evaluasi Sediaan Gel

1. Uji organoleptis

Uji organoleptis dapat diamati secara visual dan dilihat secara langsung



bentuk, warna dan bau dari sediaan gel yang dibuat. Gel biasanya jernih
dengan konsentrasi setengah padat (Astuti, et al., 2017).
. Uji homogenitas

Uji homogenitas sediaan gel bertujuan untuk melihat bahan-bahan yang
digunakan dalam formulasi terdispersi merata atau tidak. Homogenitas gel
yang baik menunjukkan susunan yang tidak terdapat butiran kasar, rata dan
tidak terdapat gumpalan (Astuti, et al., 2017).
. Uji pH

Uji pH sediaan gel diharuskan sesuai dengan pH kulit yaitu berkisar
antara 4,5-6,5. Jika pH < 4,5 maka akan menyebabkan iritasi, sedangkan
jika pH > 6,5 maka akan menyebabkan kulit kering hingga bersisik (Astuti,
etal., 2017).
. Uji viskositas

Uji viskositas bertujuan untuk menentukan nilai kekentalan suatu zat.
Semakin tinggi nilai viskositasnya maka semakin tinggi nilai
kekentalannya. Sediaan gel yang memiliki viskositas yang terbaik yaitu
berada pada rentang 2000-4000 Cps. (Setyawan, et al., 2023)
. Uji stabilitas
Pemeriksaan stabilitas dilakukan dengan menggunakan Metode Freeze

and Thaw



2.4 Monografi Bahan

2.4.1 Carbopol 940

o
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n

Gambar 2. Struktur kimia Carbopol 940 (Rowe, et al, 2009)

Menurut Handbook of Pharmaceutical Exipient 6 tahun 2009 carbopol ialah
salah satu jenis carbomer. Biasanya carbopol 940 digunakan sebagai gelling agent
dengan konsentrasi 0,5 — 2%. Carbopol 940 mempunyai rumus molekul
(C3H402)n. Carbopol merupakan salah satu jenis gelling agent digunakan
sebagian besar di dalam cairan atau sediaan formulasi semisolid berkenaan dengan
farmasi sebagai agent pensuspensi atau agent penambah kekentalan. Digunakan
pada formulasi krim, gel dan salep. Carbopol 940 berwarna putih berbentuk serbuk
halus, bersifat asam higroskopik, dengan sedikit karakteristik bau (Rowe, et al.,
2009).

Carbopol 940 dapat larut di dalam air, di dalam etanol (95%) dan gliserin,
dapat terdispersi di dalam air untuk membentuk larutan koloidal bersifat asam, sifat
merekatnya rendah. Carbopol bersifat stabil dan higroskopik, penambahan
temperatur berlebih dapat mengakibatkan kekentalan menurun sehingga
mengurangi stabilitas. Carbopol mempunyai viskositas antara 40.000 — 60.000 cP
digunakan sebagai bahan pengental yang baik memiliki viskositasnya tinggi,

menghasilkan gel yang bening. Carbopol 940 menghasilkan sistem hidroalkohol



yang lebih transparan (Voight, 1995). Carbopol 940 akan mengembang jika
didespersikan dalam air dengan adanya zat — zat pengalkali seperti trietanolamin
yang berfungsi menetralkan keasaman carbomer sehingga sediaan gel yang dibuat

akan jernih (Rowe,2009).

2.4.2 Kitosan

R=Har COCH,

Gambar 3. Struktur Kitosan (Rowe, et al., 2009)

Kitosan adalah kitin yang cukup terdeasetilasi untuk membentuk garam
amina yang larut. Kitosan memiliki nama lain Poly-B-(1,4)-2-Amino-2-deoxy-D-
glucose, 2-Amino-2-deoxy-(1,4)-B-D-glucopyranan, chitosani hydrochloridum,
deacetylated  chitin,  deacetylchitin, B-1,4-poly-D-glucosamine,  poly-D-
glucosamine, poly-(1,4- B-D-glucopyranosamine). Kitosan berbentuk bubuk atau
serpihan yang tidak berbau, berwarna putih atau putih krem. Kitosan sukar larut
dalam air dan praktis tidak larut dalam etanol (95%). Kitosan memiliki pH berkisar
antara 4,0-6,0. (Rowe, et al., 2009).

Kitosan digunakan dalam kosmetik untuk digunakan dalam sejumlah
formulasi farmasi. Kitosan telah diolah menjadi beberapa bentuk farmasi termasuk
gel, tablet, dan pelapis untuk liposom. Serbuk kitosan merupakan bahan yang stabil
pada suhu kamar, meskipun bersifat higroskopis setelah dikeringkan. Kitosan

sebaiknya disimpan dalam wadah tertutup rapat di tempat sejuk dan kering. Kitosan
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harus disimpan pada suhu 2—88°C. Kitosan umumnya dianggap sebagai bahan yang

tidak beracun dan tidak menyebabkan iritasi. (Rowe, et al., 2009).

I .
H,C

Gambar 4. Struktur Propilenglikol (Rowe, et al.,, 2009)

2.4.3 Propilenglikol

Propilenglikol memiliki berat molekul 7,.09, berfungsi sebagai pengawet,
antimikroba, desinfektan, humektan, pelarut, zat penstabil, kosolven yang larut
dalam air. Pemeriaan propilenglikol adalah bening, tidak berwarna, kental, praktis
tidak berbau, cair, dengan rasa manis, agak tajam yang menyerupai gliserin.
Kelarutan dapat bercampur dengan aseton, kloroform, etanol (95%), gliserin, dan
air. Larut pada 1 dalam 6 bagian eter, tidak tercampur dengan minyak mineral
ringan atau minyak tetap, tetapi akan melarutkan sebagian minyak esensial.
Inkompatibilitas propilen glikol tidak sesuai dengan reagen pengoksidasi seperti
kalium permanganat. propilenglikol digunakan dalam konsentrasi 15% (Rowe, et

al, 2009).

2.4.4 DMDM Hydantoin (Dimethylol-dimethyl Hydantoin)
OH

r\l]/’
O
Nel
S N——OH

Gambar 5. DMDM Hydantoin
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DMDM hydantoin merupakan salah satu jenis pengawet yang banyak
ditemukan dalam produk kosmetik dengan konsentrasi penggunaan hingga 1%.
Digunakan sebagai bahan antimikroba dengan spektrum luas, efektif untuk fungi,
kapang serta bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Dengan berat molekul
188,19 dengan penampakan cair berwarna bening dengan sedikit berbau. Stabil

dalam rentang pH yang luas dan kondisi temperatur (Liebert, 1998).
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BAB 111l METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan pada bulan Juni 2023 — Desember 2023 di
Laboratorium Universitas Perintis Indonesia (UPERTIS) Padang, Laboratorium
LLDIKTI Wilayah X Padang dan Laboratorium Kultur Sel Fakultas Farmasi
Universitas Andalas (UNAND) Padang.
3.2 Alat dan Bahan
3.1.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah wadah berwarna gelap,
corong, kertas saring, timbangan analitik, gunting, rotary evaporator (Heidolph),
cawan penguap, gegep, erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur, gelas arloji, tabung
reaksi, pipet tetes, spatel, kertas perkamen, objek glass, cover glass, lumpang,
stamfer, pH meter, krus porselins, tang krus, oven, furnes, desikator, stirrer,
viscometer Brookfield (KU-3 Viscometer), pinset, plat tetes, plat well (Biologix),
microplate reader (Bio-Rad), dan vial.
3.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun jeruk purut, carbopol
940 (Lubrizol), kitosan (Chimultiguna), propilenglikol (Dow), DMDM hydantoin
(Nguyen ba), triethanolamine (Emplura), etanol 96%, etil asetat, n-heksan,
aquadest, kloroform, amoniak, serbuk Mg, FeClz, HCI 1 M, H,SO4, Pereaksi
Mayer, niacinamide, ultrapure water, hialuronidase, NaCl, NaOH, Na asetat,
CH3COOH, Bovine Serum Albumin (BSA), dapar fosfat, Na fosfat monobasic dan

Na fosfat dibasic.
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3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Ekstraksi Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Sampel yang digunakan adalah daun jeruk purut yang diambil dari daerah
Batusangkar, Provinsi Sumatera Barat. Sampel yang digunakan dalam penelitian
ini diidentifikasi di Herbarium Jurusan Biologi Fakultas FMIPA Universitas
Andalas (UNAND) Padang. Daun Jeruk Purut segar dicuci dan dibersihkan dari
kotoran yang menempel pada daun, dikeringkan sampai kering, dirajang menjadi
kecil-kecil, lalu di timbang sebanyak 1 kg kemudian dimasukkan ke dalam maserasi
dengan direndam pelarut etanol 96%, etil asetat dan n-heksan di wadah yang
berbeda. Setelah itu, pisahkan maserat dengan cara filtrasi dengan menggunakan
kertas saring, lalu ulangi proses penyaringan sampai cairan penyaring tampak
bening. Sehingga diperoleh 3 maserat dengan pelarut yang berbeda. Masing-masing
maserat dipekatkan menggunakan rotary evaporator sampai didapatkan ekstrak
kental.

3.3.2 Pengujian Parameter Spesifik Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC.)

1. Organoleptis

Pemeriksaan yang dilakukan dengan mengamati menggunakan panca
indra terhadap bentuk, bau, rasa, dan warna (Depkes RI, 1979).
2. Rendemen
Pemeriksaan pada randemen ekstrak jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
dilakukan dengan membandingkan berat ekstrak daun Jeruk purut (Citrus
hystrix DC.) yang didapat dengan berat sampel awal lalu dihitung hasilnya

(Depkes RI, 1979).
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berat ekstrak
% Rendemen = <% @5 v 100%

berat awal sampel

3. Kelarutan
Pada pemeriksaan kelarutan pengerjaannya dilakukan di dalam pelarut
aquadest dan etanol 96%. Timbang 10 mg ekstrak lalu dilarutkan masing-
masingnya ke dalam aquadest dan dalam etanol 96% (Depkes RI, 1979)
3.3.3 Pengujian Parameter Non-Spesifik Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC.)
1. Penetapan susut pengeringan
Timbang ekstrak sebanyak 1-2 g dalam botol timbang dangkal bertutup
yang sebelumnya telah dipanaskan dalam oven dengan suhu penetapan
(105°C) selama 1 jam atau hingga bobot tetap. Pada waktu oven dibuka,
botol segera ditutup dan dibiarkan dalam desikator sampai suhunya
mencapai suhu kamar sebelum ditimbang. Hitung susut pengeringan

dengan rumus: (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2000).

% Susut pengeringan = 2=V % 100%
B—A

Keterangan:

A = Berat Krus Kosong ()

B = Berat Krus + Sampel Sebelum Pengeringan (g)

C = Berat Krus + Sampel Setelah Pengeringan (g)

2. Penetapan kadar abu
Ekstrak daun jeruk purut ditimbang ekstrak sebanyak 2-3 g,

dimasukkan ke dalam krus porselin yang telah dipijarkan dan ditara,
kemudian ekstrak diratakan. Pijarkan perlahan-lahan sampai terbentuk

arang. Krus dimasukkan ke dalam furnes dengan suhu 600 + 25°C sampai

bebas karbon, kemudian didinginkan dalam desikator dan ditimbang berat
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abu kadar abu ditentukan dalam persen terhadap berat sampel yang
digunakan (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2000).

% Kadar abu = C;i X 100%
B—

Keterangan:
A = Berat Krus Kosong (g)
B = Berat Krus + Sampel Sebelum Pemijaran (g)
C = Berat Krus + Sampel Setelah Pemijaran (g)
3.3.4 Pengujian Parameter Fitokimia Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC.)

Ekstrak daun jeruk purut ditimbang sebanyak 1 gram dimasukkan ke corong
pisah, ditambahkan 5 mL kloroform asetat, dibiarkan sampai terbentuk 2 lapisan,
yaitu lapisan air digunakan untuk memeriksa senyawa flavonoid, fenolik dan
saponin dan kloroform untuk memeriksa senyawa alkaloid, terpenoid dan steroid
(Harbone, 1987).

1. Uji alkaloid (Metode “Culvenore — Fritzgerald”)

Diambil lapisan kloroform 1 ml, lalu ditambahkan 10 mL kloroform
amoniak 0,05 N, diaduk perlahan, ditambahkan beberapa tetes HoSO4 2N,
selanjutnya dikocok perlahan, dibiarkan memisah. Lapisan asam
ditambahkan 2-3 tetes pereaksi Mayer, reaksi positif alkaloid ditandai
adanya endapan putih hingga gumpalan putih.

2. Uji flavonoid (Metode “Sianidin Test”)

Diambil lapisan air 1 — 2 tetes lalu diteteskan pada plat tetes ditambahkan
1-2 butir logam Mg dan 2-3 Hcl(p), terbentuknya warna kuning, jingga

atau merah menandakan adanya flavonoid.

3. Uji fenolik
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Diambil lapisan air 1-2 tetes, diteteskan pada plat tetes dan ditambahkan
FeCls, terbentuknya warna hijau kehitaman menandakan adanya
kandungan fenolik.
4. Uji saponin
Diambil 2 ml lapisan air, dimasukkan ke dalam tabung reaksi, selanjutnya
dikocok kuat-kuat. Terbentuknya busa permanen (£ 15 menit)
menandakan adanya saponin.
5. Uji terpenoid dan steroid (Metode “Simes”)
Diambil sedikit lapisan kloroform, selanjutnya ditambahkan norit lalu
disaring. Hasil saringan yang didapat kemudian diteteskan ke plat tetes
sampai kering, tambahkan asam asetat anhidrat serta H2SOa(p).
Terbentuknya warna biru atau hijau menandakan adanya steroid
sedangkan bila terbentuk warna merah menunjukkan adanya terpenoid.
3.3.5 Uji Aktivitas Inhibisi Hialuronidase Ekstrak Daun Jeruk Purut
1. Pembuatan larutan
a. Larutan uji
Timbang ekstrak dan niacinamide sebanyak 1 mg dan ditambah
aquabidest steril sebanyak 2 mL (buat seri konsentrasi 25 pg/pL, 50
Mg/uL, 100 pg/ul, 200 pg/pL dan 400 pg/uL).
b. Larutan dapar fosfat 300 mM (pH 5,35 pada 37°C)
Pengenceran larutan 1:16,7 menggunakan larutan Na fosfat monobasik
5 M dalam ultrapure water. pH dijaga pada 5,35 pada 37°C
menggunakan NaOH 1M atau HCI 1M. Timbang Na fosfat 2,1294 g,

larutkan dengan ultrapure water ad 50 mL
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c. Larutan asam albumin
Ditimbang 0,72 mL Na asetat 1 M pH 4,8 + 0,136 mL asam asetat + 30
mg Bovine Serum Albumin (BSA), larutkan, tambahkan ultrapure water
ad 30 mL. pH dijaga 3,75 pada suhu 25°C dengan penambahan HCI 5
M.

d. Larutan asam hialuronat 0,015%
Ditimbang asam hialuronat 1,5 mg dilarutkan dengan larutan dapar
fosfat 300 mM (pH 5,35) hingga 5 mL, panaskan larutan pada suhu 90
— 95°C dengan stirrer sampai asam hialuronat terlarut (15 — 30 menit),
larutan dijaga jangan sampai mendidih. Setelah larut, larutan
didinginkan sampai suhu 37°C dalam water bath, jaga volume larutan
dengan menambahkan ultrapure water. pH dijaga 5,35 pada suhu 37°C
dengan penambahan NaOH 1 M atau HCI 1 M. Larutan selanjutnya
ditambahkan dengan larutan asam albumin sebanyak 5 mL dan
larutkan.

e. Pelarut enzim
Ditimbang 0,2115 mL Na fosfat monobasik 0,2 M + 0,2885 mL Na
fosfat dibasik + 0,077 mL NaCl 5 M + 0,5 mg Bovine Serum Albumin
(BSA), larutkan, tambahkan ultrapure water ad 5 mL. pH dijaga 7,0
pada suhu 37°C dengan penambahan NaOH 1 M atau HCI 1 M

f. Enzim hialuronidase 0,02 mg/mL
Hialuronidase ditimbang sebanyak 0,1 mg kemudian dilarutkan dengan
pelarut enzim pada kondisi dingin (2 — 8°C) hingga 5 mL.

2. Uji Aktivitas inhibisi Hialuronidase
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a. Larutan uji : larutan uji (Ekstrak dan niacinamide dengan berbagai
konsentrasi) sebanyak 25 pL ditambah 3 pL enzim hialuronidase dan
12 uL dapar fosfat (pH 5,35), diamkan selama 10 menit pada suhu 37°C,
tambahkan 10 pL asam hialuronat diamkan selama 45 menit pada suhu
37°C di tempat gelap. Larutan asam albumin ditambahkan 100 pL,
diamkan pada suhu ruang selama 10 menit.

b. Larutan uji kontrol : larutan uji (Ekstrak dan niacinamide dengan
berbagai konsentrasi) sebanyak 25 pL ditambah 15 pL dapar fosfat (pH
5,35), diamkan selama 10 menit pada suhu 37°C, tambahkan 10 pL
asam hialuronat diamkan selama 45 menit pada suhu 37°C di tempat
gelap. Larutan asam albumin ditambahkan 100 pL, diamkan pada suhu
ruang selama 10 menit.

c. Larutan uji (A) : sebanyak 3 pL enzim hialuronidase ditambah 37 pL
dapar fosfat (pH 5,35), diamkan selama 10 menit pada suhu 37°C,
tambahkan 10 pL asam hialuronat diamkan selama 45 menit pada suhu
37°C di tempat gelap. Larutan asam albumin ditambahkan 100 uL,
diamkan pada suhu ruang selama 10 menit.

d. Larutan uji (B) : sebanyak 40 pL dapar fosfat (pH 5,35) ditambahkan
10 pL asam hialuronat diamkan selama 45 menit pada suhu 37°C di
tempat gelap. Larutan asam albumin ditambahkan 100 uL, diamkan
pada suhu ruang selama 10 menit.

e. Ukur serapan pada panjang gelombang 600 nm

f. Hitung persentase inhibisi

% inhibisi = [(Lart.kontrol A — Lart.kontrol B)—(Lart.uji — Lart.uji kontrol)] x 100%
(Lart.kontrol A—Lart.kontrol B)
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g. Buat grafik konsentrasi dengan persentase inhibisi
h. Tentukan nilai ICso
3.3.6 Formulasi Gel Ekstrak Daun Jeruk Purut

1. Pemeriksaan bahan baku
TEA dan propilenglikol diperiksa sesuai dengan FI edisi Ill. Carbopol
940, Kkitosan dan DMDM hydantoin diperiksa sesuai dengan
Pharmaceutical Exipient (Rowe, et al, 2009).

2. Formula sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut

Tabel 1. Formula sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut

Jumlah (%)

Bahan FO; FO F1 F2
Ekstrak daun jeruk purut - - 0,5 0,5
Carbopol 940 1 - 1 -
Kitosan - 3 - 3
TEA 0,5 - 0,5 -
Asam asetat 1% - 40 - 40
NaOH - 5 - 5
Propilenglikol 10 10 10 10
DMDM hydantoin 0,3 0,5 0,3 0,5
Aquadest ad 100 100 100 100

Keterangan :

FO1  :Basis gel carbopol 940

FO>  : Basis gel kitosan

F1 : Gel carbopol 940 ekstrak etanol daun jeruk purut

F2 . Gel kitosan ekstrak etanol daun jeruk purut
3. Cara pembuatan gel
a. FO.
Carbopol 940 dikembangkan ke dalam aquadest sebanyak 20 mL. Lalu
diaduk sampai terbentuk massa kental. Kemudian ditambahkan TEA,

diaduk hingga terbentuk massa gel. Tambahkan propilenglikol dan
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DMDM hydantoin lalu diaduk hingga homogen, lalu cukupkan dengan
aquadest, ad 100.

b. FO2
Kitosan dikembangkan dengan asam asetat 1% sebanyak 40 mL. Lalu
diaduk sampai terbentuk massa kental atau massa gel. Tambahkan
propilenglikol dan DMDM hydantoin lalu diaduk hingga homogen, lalu
cukupkan dengan aquadest, ad 100.

c. F1
Carbopol 940 dikembangkan ke dalam aquadest sebanyak 20 mL. Lalu
diaduk sampai terbentuk massa kental. Kemudian ditambahkan TEA,
diaduk hingga terbentuk massa gel. Tambahkan propilenglikol serta
ekstrak etanol daun jeruk purut, setelah itu tambahkan DMDM
hydantoin lalu aduk hingga homogen, lalu cukupkan dengan aquadest,
ad 100.

d. F2
Kitosan dikembangkan dengan asam asetat 1% sebanyak 120 mL. Lalu
diaduk sampai terbentuk massa kental atau massa gel. Tambahkan
propilenglikol, DMDM hydantoin dan ekstrak etanol daun jeruk purut
lalu diaduk hingga homogen, lalu cukupkan dengan aquadest, ad 100.

3.3.7 Evaluasi Sediaan
1. Uji organoleptis
Dilakukan dengan memeriksa tampilan fisik dari sediaan. Pemeriksaan
yang dilakukan meliputi bentuk, warna, dan bau. Pengujian dilakukan

selama 6 minggu.

21



2. Uji homogenitas
Sediaan gel dioleskan secara merata dan tipis di kaca objek, sediaan harus
menunjukkan susunan yang homogen dan diamati tiap minggunya selama
6 minggu.
3. UjipH
Dikalibrasi alat pH meter dengan dapar pH 4 dan pH 7. Sebanyak 1 g
sediaan diencerkan dengan aquadest hingga 10 mL, diaduk homogen.
Elektroda dicelupkan ke dalam wadah tersebut dan dibiarkan angka
bergerak sampai posisi konstan. Angka yang ditunjukkan pH meter
merupakan pH sediaan.
4. Uji viskositas
Sebanyak 100 g sediaan ditempatkan dalam wadah kemudian celupkan
rotor hingga tenggelam pada sediaan. Dijalankan viskometer Stormer
(KU-3) kemudian viskositas dari gel terbaca. Pengukuran dilakukan pada
saat setelah dibuat, minggu ke-3, dan minggu ke-6.
5. Pengujian stabilitas
a. Pemeriksaan stabilitas dengan menggunakan metode Freeze and Thaw
dengan cara sediaan gel untuk masing-masing formula ditimbang
sebanyak 10 gram lalu dimasukkan ke dalam 3 pot yang ditutup rapat
pada suhu 4°C selama 24 jam lalu dikeluarkan dan ditempatkan pada
oven suhu 40°C selama 24 jam, proses ini dihitung selama 6 minggu.
b. Stabilitas pada suhu ruang dengan memasukkan ke dalam vial dan
selama 24 jam disimpan pada suhu ruang dan diamati selama 6 minggu

jika terjadi pemisahan.
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BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil
4.1.1 ldentifikasi Tanaman Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Identifikasi tanaman jeruk purut di lakukan di Herbarium Universitas Andalas
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam (FMIPA)
Padang dengan nomor surat No. 410/K-ID/ANDA/VI11/2023 pada tanggal 4
Juli 2023. Didapatkan sampel tanaman jeruk purut dengan spesies (Citrus
hystrix DC.) dengan Family (Rutaceae). (Lampiran 1, gambar 6)

4.1.2 Pemeriksaan Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)
1. Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Ekstraksi pada daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dilakukan
menggunakan 3 pelarut yang berbeda yaitu etanol 96%, etil asetat, n-
heksan. Proses ekstraksi daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dilakukan
menggunakan Rotary evaporator. Sebanyak 1 kg daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC.) pada masing-masing pelarut didapati ekstrak etanol 96%
sebanyak 102,754 g, ekstrak etil asetat sebanyak 55,4513 g dan ekstrak n-
heksan sebanyak 20,031 g. (Lampiran 2, gambar 9)

2. Pemeriksaan Parameter Spesifik Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC.)

Pemeriksaan organoleptis ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
dengan pelarut etanol 96%, etil asetat dan n-heksan semua pelarut berbentuk
ekstrak kental, berwarna hijau kehitaman, berbau khas dan mempunyai rasa

pahit. (Lampiran 3, tabel 2)
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Pemeriksaan rendemen ekstrak etanol 96% daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC.) yaitu 10,2754%, rendemen ekstrak etil asetat yaitu 5,54513%
dan rendemen n-heksan yaitu 2,0031%. (Lampiran 3, tabel 2)

Pemeriksaan kelarutan pada ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
didapati hasil untuk ekstrak etanol 96% dengan pelarut aquadest sukar larut
dan dengan pelarut etanol sukar larut. Ekstrak etil asetat dengan pelarut
aquadest sukar larut dan dengan pelarut etanol sukar larut. Ekstrak n-heksan
dengan pelarut aquadest sangat sukar larut dan dengan pelarut etanol sangat
sukar larut. (Lampiran 3, tabel 2)

Pemeriksaan pH ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) didapati
hasil pada ekstrak etanol 96% yaitu 4,64 + 0,25, pada ekstrak etil asetat yaitu
2,13+ 0,17, dan pada ekstrak n-heksan yaitu 5,75 + 0,16. (Lampiran 3, tabel
2)

. Hasil pemeriksaan parameter non spesifik ekstrak daun jeruk purut
(Citrus hystrix DC.)

Pemeriksaan susut pengeringan dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC.) didapati nilai susut pengeringan pada ekstrak etanol 96% yaitu
9,2080%, pada ekstrak etil asetat yaitu 9,6029% dan pada n-heksan yaitu
10,2156%. (Lampiran 3, tabel 3)

Pemeriksaan kadar abu dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
didapati nilai kadar abu pada ekstrak etanol 96% yaitu 2,8089%, pada
ekstrak etil asetat yaitu 2,7070% dan pada ekstrak n-heksan yaitu 1,2430%.

(Lampiran 3, tabel 3)
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4. Hasil pemeriksaan parameter fitokimia ekstrak daun jeruk purut

(Citrus hystrix DC.)

Pemeriksaan fitokimia ekstrak etanol 96% dan ekstrak etil asetat daun
jeruk purut (Citrus hystrix DC.) mengandung senyawa flavonoid, fenolik
dan steroid. Sedangkan ekstrak n-heksan hanya mengandung terpenoid
(Lampiran 3, tabel 4)

4.1.3 Uji Aktivitas Inhibisi Hialuronidase Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix
DC.)

Berdasarkan hasil pengujian inhibisi hialuronidase dari ekstrak daun jeruk
purut (Citrus hystrix DC.) didapatkan nilai ICso ekstrak etanol 96% vyaitu
55,9469 pg/mL, nilai I1Cso ekstrak etil asetat yaitu 97,8999 pg/mL, nilai 1Csg
ekstrak n-heksan yaitu 114,3011 pg/mL dan nilai 1Csg niacinamide sebagai

kontrol positif yaitu 45,7541 pg/mL. (Lampiran 4, tabel 5)

4.1.4 Formulasi Sediaan Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus

hystrix DC.)

1. Pemeriksaan bahan baku pada bahan pembuatan gel seluruhnya memenuhi
persyaratan.

2. Pemeriksaan organoleptis pada sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut
(Citrus hystrix DC.) dengan basis carbopol 940 dan kitosan semua formula
tidak mengalami perubahan selama 6 minggu (Lampiran 6, tabel 12)

3. Pemeriksaan homogenitas pada sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut
(Citrus hystrix DC.) didapati hasil bahwa semua formula homogen selama

6 minggu. (Lampiran 6, tabel 13)
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4. Pemeriksaan pH pada sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC.) selama 6 minggu didapati hasil bahwa formula yang memiliki
pH paling tinggi yaitu pada FO: dengan rata-rata pH 5,45 = 0,24 dan
formula yang memiliki pH paling rendah yaitu pada F2 dengan rata-rata
sebesar 4,6 + 0,03. (Lampiran 6, tabel 14)

5. Pemeriksaan viskositas pada sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut
(Citrus hystrix DC.) dilakukan pada minggu ke-1, minggu ke-3 dan minggu
ke-6 dan didapati hasil bahwa formula dengan viskositas tertinggi yaitu FO»
dengan rata-rata viskositas 3788,33 + 16,666 dan formula dengan
viskositas terendah yaitu FO1 dengan rata-rata viskositas 2104,56 + 49,926
(Lampiran 6, tabel 16)

6. Pemeriksaan stabilitas pada sediaan gel ekstrak etanol daun jeruk purut
(Citrus hystrix DC.) didapatkan hasil bahwa sediaan gel tidak mengalami
pemisahan dan juga tidak mengalami perubahan fisik pada siklus freeze and
thaw serta pada suhu ruang dan dinyatakan bahwa sediaan gel stabil.
(Lampiran 6, tabel 18)

4.1.5 Uji Aktivitas Inhibisi Hialuronidase Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk

Purut (Citrus hystrix DC.)

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas inhibisi hialuronidase dari sediaan gel
ekstrak etanol daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) didapati rata-rata inhibisi
pada FO: yaitu 24,1192%, pada FO; yaitu 69,5122%, pada F1 yaitu 68,8347%,
pada F2 yaitu 86,4499% dan pada ekstrak etanol yaitu 78,9973%. (Lampiran

7, tabel 19)
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4.2 Pembahasan

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk melihat potensi ekstrak daun
jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dalam menghambat hialuronidase. Serta pengaruh
gelling agent carbopol 940 dan kitosan terhadap ekstrak daun jeruk purut.
Penggunaan sampel daun jeruk purut pada penelitian ini dilatarbelakangi oleh
penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa nilai antioksidan daun jeruk purut
berada pada rentang sangat kuat yaitu 25,907 pg/mL (Muzuka, et al, 2018). Ekstraksi
pada daun jeruk purut ini menggunakan pelarut yang berbeda yaitu pelarut polar
menggunakan etanol 96%, pelarut semi polar menggunakan etil asetat dan pelarut
non polar menggunakan n-heksan. Tujuan menggunakan tiga pelarut yang berbeda
yaitu untuk membandingkan ekstrak dari pelarut mana yang memiliki aktivitas
inhibisi terbaik pada hialuronidase. Selanjutnya ekstrak yang terbaik akan di
formulasikan dalam bentuk sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan kitosan.

Pemeriksaan daun jeruk purut ini meliputi pemeriksaan spesifik, pemeriksaan
non-spesifik dan pemeriksaan fitokimia. Pemeriksaan spesifik diantaranya yaitu
pengujian organoleptis, rendemen, pH, dan kelarutan. Pemeriksaan organoleptis
memiliki tujuan untuk mengetahui bentuk, bau, warna dan rasa dari ekstrak daun
jeruk purut. Didapati hasil bahwa ekstrak daun jeruk purut dengan pelarut yang
berbeda semuanya memiliki bentuk ekstrak kental, berbau khas, berwarna hijau
kehitaman dan rasanya pahit. Pemeriksaan rendemen ekstrak daun jeruk purut
bertujuan untuk mengetahui berapa banyak ekstrak yang didapatkan dari sampel
yang digunakan. Semakin tinggi rendemen suatu ekstrak maka semakin tinggi
kandungan zat yang tertarik dari sampel (Budiyanto, 2015). Dari hasil pemeriksaan,

didapati rendemen ekstrak daun jeruk purut yang paling tinggi yaitu ekstrak dengan
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pelarut etanol sebesar 10,2574% dan rendemen yang paling rendah yaitu ekstrak
dengan pelarut n-heksan sebesar 2,0031%. Pemeriksaan pH bertujuan untuk melihat
tingkat keasaman dari suatu ekstrak yang akan digunakan untuk membuat sediaan
gel supaya tidak mengiritasi kulit ketika digunakan. Nilai pH kulit manusia berkisar
antara 4,5-6,5. Jika pH ekstrak kurang dari 4,5 dapat mengiritasi kulit dan jika
melebihi 6,5 dapat membuat kulit menjadi kering dan bersisik (Astuti, et al., 2017).
Hasil dari pengujian pH ekstrak daun jeruk purut yaitu ekstrak etanol dan n-heksan
daun jeruk purut masih berada dalam rentang pH kulit manusia sedangkan ekstrak
etil memiliki pH kurang dari 4,5 yang dapat mengiritasi kulit manusia. Pemeriksaan
kelarutan bertujuan untuk mencari tingkat kelarutan dari ekstrak daun jeruk purut
dalam air dan etanol. Ekstrak etanol dan etil asetat daun jeruk purut memiliki
kelarutan sukar larut dalam pelarut aquadest maupun pelarut etanol. Ekstrak n-
heksan memiliki kelarutan sangat sukar larut dalam pelarut aquadest dan dalam
pelarut etanol.

Pemeriksaan parameter non-spesifik dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC.) meliputi pemeriksaan susut pengeringan dan pemeriksaan kadar abu.
Pemeriksaan susut pengeringan bertujuan untuk melihat besarnya senyawa yang
hilang pada proses pengeringan. Nilai susut pengeringan yang memenuhi syarat yaitu
tidak lebih dari 10% (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 1995). Pada
ekstrak n-heksan daun jeruk purut tidak memenuhi syarat karena memiliki nilai susut
pengeringan sebesar 10,2156% yang artinya ekstrak n-heksan daun jeruk purut
merupakan ekstrak cair yang dimana banyak kandungan air yang masih terkandung
dalam ekstrak. Pemeriksaan kadar abu bertujuan untuk mengetahui seberapa besar

kandungan mineral dalam sampel yang didapatkan saat proses awal pembuatan
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sampai terbentuknya ekstrak. Nilai kadar abu yang memenuhi syarat yaitu tidak
melebihi 6% (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 2000). Hasil yang
didapatkan semua ekstrak daun jeruk purut dengan pelarut yang berbeda memenuhi
syarat.

Pemeriksaan parameter fitokimia pada ekstrak daun jeruk purut bertujuan
untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam ekstrak
daun jeruk purut. Skrining fitokimia melihat senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, terpenoid dan steroid. Hasil dari ekstrak etanol
dan ekstrak etil asetat daun jeruk purut diketahui mengandung senyawa flavonoid,
fenolik dan steroid sedangkan ekstrak n-heksan daun jeruk purut hanya
mengandung senyawa terpenoid. Berdasarkan penelitian yang dilakukan
sebelumnya, ekstrak etanol daun jeruk purut mengandung senyawa kimia seperti
alkaloid, flavonoid, polifenolat, kuinon, monoterpenoid dan seskuiterpenoid
(Arfania, 2017). Ekstrak etil asetat daun jeruk purut mengandung senyawa alkaloid,
saponin, terpenoid, flavonoid, tanin dan polifenol (Listina, et al, 2023). Ekstrak n-
heksan daun jeruk purut mengandung senyawa terpenoid (Fransiska, et al, 2021).
Adanya perbedaan kandungan pada hasil penelitian yang dilakukan dengan
penelitian sebelumnya yaitu bisa dipengaruhi oleh pelarut dan metode ekstraksi.
Pelarut yang tidak sesuai memungkinkan senyawa aktif yang diinginkan tidak dapat
tertarik secara baik dan sempurna (Azizah, et al, 2021). Hal ini dapat dipengaruhi
juga oleh tempat tumbuh tanaman seperti suhu maupun jenis tanah pada tempat
tanaman tumbuh.

Pengujian aktivitas inhibisi hialuronidase menggunakan alat microplate reader

karena memiliki sifat sensitifitas yang tinggi, kecepatan deteksi yang tinggi, serta
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sangat akurat, dan dilakukan pada panjang gelombang 600 nm. Pengujian aktivitas
inhibisi hialuronidase bertujuan untuk melihat ada atau tidaknya inhibisi senyawa
bioaktif yang terkandung pada ekstrak daun jeruk purut. Aktivitas penghambatan dari
ekstrak ditentukan dengan melihat nilai 1Csp yaitu konsentrasi dimana sampel uji
menghambat aktivitas hialuronidase sebesar 50%. Kontrol positif yang digunakan
pada pemeriksaan ini yaitu niacinamide. Niacinamide memiliki beberapa manfaat
khususnya pada perawatan kulit meliputi pencerah, antiaging, pengobatan jerawat
serta mengatasi dermatitis atopik (Aspadiah, 2023). Hasil dari nilai 1Cso yang
diperoleh pada ekstrak etanol daun jeruk purut yaitu 55,9469 ug/mL, pada ekstrak
etil asetat yaitu 97,8999 pg/mL, pada ekstrak n-heksan yaitu 114,3011 pg/mL, dan
pada niacinamide 45,7541 pg/mL. Berdasarkan hasil yang diperoleh, ekstrak terbaik
yang memiliki aktivitas inhibisi hialuronidase yang terbaik yaitu ekstrak etanol,
karena semakin kecil nilai ICso maka kemampuan penghambatan aktivitas
hialuronidase semakin kuat. Setelah pemeriksaan ekstrak dilakukan, maka
dilanjutkan dengan pembuatan sediaan gel dengan menggunakan ekstrak yang
memiliki nilai ICso yang paling bagus terhadap inhibisi hialuronidase yaitu ekstrak
etanol daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.).

Setelah dilakukannya pembuatan sediaan gel, maka dilakukan evaluasi
terhadap sediaan gel yang meliputi pengujian organoleptis, uji homogenitas, uji pH,
uji viskositas dan uji stabilitas. Pemeriksaan organoleptis bertujuan untuk melihat
sifat fisik sediaan gel secara visual seperti melihat bentuk, warna dan bau sediaan gel
selama 6 minggu. Hasil dari uji organoleptis menunjukkan semua formula berbentuk
setengah padat, berwarna bening dan berbau khas. Semua formula dinyatakan stabil

atau tidak mengalami perubahan baik bentuk, warna dan bau selama 6 minggu.
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Evaluasi homogenitas bertujuan untuk melihat apakah semua bahan pada
sediaan tercampur rata atau tidak selama penyimpanan 6 minggu. Gel yang homogen
menunjukkan gel yang stabil. Gel yang homogen ditandai dengan tidak adanya butir-
butir kasar pada sediaan yang dioleskan pada kaca transparan (Depkes RI, 1979).
Hasil evaluasi homogenitas menunjukkan bahwa semua formula gel dari ekstrak
etanol daun jeruk purut mempunyai susunan yang homogen selama penyimpanan 6
minggu.

Evaluasi pH pada sediaan gel mempunyai tujuan untuk melihat apakah sediaan
gel yang dibuat telah sesuai dengan pH kulit manusia yaitu pada rentang antar 4,5-
6,5 sehingga tidak menimbulkan kerusakan pada kulit manusia. Jika pH ekstrak
kurang dari 4,5 dapat mengiritasi kulit dan dapat membuat kulit menjadi kering dan
bersisik jika melebihi 6,5 (Astuti, et al., 2017). Hasil dari pengukuran pH selama 6
minggu memiliki nilai rata-rata yang masih berada pada rentang pH kulit manusia
dan aman digunakan. Selanjutnya dilakukan analisis dengan menggunakan metode
One-way ANOVA dan menunjukkan hasil pada formula FO1 ada perbedaan yang
signifikan (p = 0,033) yang terjadi perubahan pada minggu ke-6. Pada F2 ada
perbedaan yang signifikan (p = 0,02) yang terjadi perubahan pada minggu ke-6.

Evaluasi viskositas pada sediaan gel memiliki tujuan untuk melihat tingkat
kekentalan pada sediaan gel dengan menggunakan alat viscometer Brookfield pada
minggu ke-1, minggu ke-3 dan minggu ke-6. Semakin tinggi nilai viskositas maka
semakin tinggi tingkat kekentalan sediaan tersebut (Astuti, et al., 2017). Persyaratan
viskositas gel yang baik yaitu pada rentang 2000-4000 cPs (Setyawan, et al., 2023).
Hasil uji viskositas menunjukkan semua formula berada pada rentang viskositas gel

yang baik. Selanjutnya dilakukan analisis menggunakan metode One-way ANOVA,
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FO2 menunjukkan perbedaan yang signifikan (P = 0,010), terjadinya penurunan
viskositas pada minggu ke-3 dan ke-6. Pada F2 menunjukkan perbedaan yang
signifikan (P = 0,000) terjadi penurunan pada setiap minggunya. Nilai viskositas
sediaan dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti temperatur, cahaya, konsentrasi
bahan baku dan kelembapan udara. Kemasan yang kurang kedap menyebabkan gel
menyerap uap air dari luar sehingga menambah volume air dalam gel (Kumesan, et
al, 2013).

Evaluasi stabilitas pada sediaan gel mempunyai tujuan untuk melihat
kestabilan sediaan dengan metode Freeze and Thaw. Sediaan disimpan dalam dua
suhu yang berbeda yaitu pada suhu dingin (4°C) selama 24 jam dan pada suhu ruang
(40°C) selama 24 jam selama 6 siklus. Hasil uji stabilitas menunjukkan semua
sediaan gel stabil ditandai dengan tidak terjadinya pemisahan serta tidak terjadinya
perubahan fisik selama 6 siklus.

Pengujian inhibisi hialuronidase dilakukan terhadap sediaan gel dengan
menggunakan alat microplate reader dengan panjang gelombang 600 nm. Pengujian
dilakukan pada sediaan gel FO1, FO2, F1, F2 dan ekstrak etanol. Hasil dari pengujian
inhibisi hialuronidase terhadap sediaan gel menunjukkan bahwa formula terbaik
yaitu pada F2 yang memiliki rata-rata inhibisi tertinggi dengan nilai 86,44986% yang
menggunakan gelling agent kitosan. Semakin tinggi persentase inhibisi, semakin
kuat penghambatan terhadap hialuronidase.

Selanjutnya dilakukan analisis data menggunakan one way ANOVA. Analisis
data menggunakan software SPSS untuk melihat perbedaan signifikan pada masing-
masing formula dalam menghambat hialuronidase dengan p<0,05. Hasil yang

diperoleh yaitu adanya perbedaan yang signifikan (p = 0,000) pada masing-masing
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formula gel. Untuk melihat perbandingan antara masing-masing formula dan ekstrak
etanol dilanjutkan dengan pengujian post hoc test. Pada post hoc test terhadap
formula dan ekstrak etanol dibandingkan dengan persentase inhibisi yang besar
hingga persentase terkecil. Dari data yang diperoleh didapati hasil bahwa F2 dengan
ekstrak tidak ada perbedaan signifikan (P = 0,918), F1 dengan ekstrak tidak ada
perbedaan signifikan (P = 0,793), F2 dengan FO2 tidak ada perbedaan signifikan (P
= 0,391), F1 dengan FO1 terdapat perbedaan signifikan (P = 0,004), F2 dengan F1
tidak ada perbedaan signifikan (P = 0,357). Jadi dari data tersebut dapat diketahui
bahwa ekstrak setelah dijadikan sediaan gel menggunakan gelling agent carbopol
940 dan kitosan tidak berbeda dalam memberikan inhibisi hialuronidase. Pada
gelling agent kitosan (F2 dengan F02) tidak ada perbedaan signifikan antara basis
gel dengan gel menggunakan ekstrak sedangkan pada gelling agent carbopol 940 (F1
dengan FO1) terjadi perbedaan signifikan antara basis gel dengan gel menggunakan

ekstrak.
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

5.2

1.

Ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dengan pelarut yang berbeda
memiliki aktivitas sebagai inhibisi hialuronidase. Ekstrak terbaik

didapatkan pada ekstrak etanol dengan nilai ICso sebesar 55,9469 pg/mL.

. Ekstrak etanol daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dapat diformulasi

dalam bentuk sediaan gel dengan basis carbopol 940 dan kitosan. Formula
terbaik didapatkan pada F2 dengan %inhibisi hialuronidase sebesar

86,4499%.

Saran

1. Melakukan pengujian dari ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)

terhadap aktivitas inhibisi enzim yang lain seperti elastase dan kolagenase.

2. Ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.) dapat dibuat dengan gelling

agent yang lain seperti HPMC, CMC, Xanthan gum, dll.
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Lampiran 1. Identifikasi Tanaman Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

HERBARIUM UNIVERSITAS ANDALAS (ANDA)

Departemen Biologi FMIPA Universitas Andalas Kampus Limau Manih Padang
Sumbar Indonesia 25163 Telp. +62-751-777427 e-mail: herbariumanda@yahoo.com

Nomor 1 410/K-ID/ANDA/VII2023
Lampiran L.
Perihal : Hasil Identifikasi

Kepada Yth,
Regina Islami Putri
di

Tempat

Dengan hormat,

Sehubungan dengan surat permohonan determinasi sampel jeruk purut dari Universitas
Perintis Indonesia di Padang No. 433/ADK/FAK FARMASI-UPERTIS/VI/2023 tanggal 4
Juli 2023 di Herbarium Universitas Andalas Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas,
kami telah membantu mengidentifikasi tumbuhan yang dibawa, dari:

Nama : Regina Islami Putri
No. BP 12020112135
Instansi : Universitas Perintis Indonesia

Berikut ini diberikan hasil identifikasi yang dikeluarkan dari Herbarium Universitas
Andalas.

No Family Spesies

1. Rutaceae Citrus hystrix DC.

Demikian surat ini dibuat untuk dapat digunakan seperlunya,

Padang, 4 Juli 2023
Kepala,

I, i

NIP, 196908141995122001

Gambar 6. Surat Identifikasi (Citrus hystrix DC.)
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Lampiran 1. (lanjutan)

Gambar 8. Daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
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Maseras

Lampiran 2. Ekstraksi daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)

Daun Jeruk Purut

e Dibersihkan
¢ Dirajang kecil-kecil

|

1 kg daun jeruk
purut + etanol 96%

Maserasi

Ampas Maserat

Rotary evaporator

1 kg daun jeruk 1 kg daun jeruk
purut + etil asetat purut + n-heksan
Maserasi
Ampas Maserat Maserat

Ekstrak etan‘ I

daun jeruk purut
102,7540 g

Rotary evaporator Rotary evaporator

Ekstrak etil as tat Ekstrak ‘q-heksan
daun jeruk purut daun jeruk purut
5,5451 ¢ 2,0031¢

Gambar 9. Ekstraksi daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)
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Lampiran 3. Pemeriksaan ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC.)

1. Parameter spesifik

Tabel 2. Hasil pemeriksaan parameter spesifik ekstrak daun jeruk purut (Citrus

hystrix DC.)
. . Hasil Pengujian Ekstrak
No. | Jenis Pengujian Etanol Etil Asetat n-Heksan
1. | Organoleptis
¢ Bentuk Ekstrak kental Ekstrak kental Ekstrak kental
e Warna Hijau kehitaman Hijau kehitaman Hijau kehitaman
e Bau Khas Khas Khas
e Rasa Pahit Pahit Pahit
2. | Rendemen 10,2574% 5,5451% 2,0031%
3. | Ph 4,64 + 0,25 2,13+0,17 5,75+0,16
4. | Kelarutan
¢ Aquadest 1:530 1:453 1:4660
(sukar larut) (sukar larut) (sangat sukar larut)
1:330 1:243 1:2916
¢ Etanol (sukar larut) (sukar larut) (sangat sukar larut)

Rendemen = Bahatekstrak % 100%

Bobot sampel

1000 g
=10,2574%

Perhitungan rendemen ekstrak daun jeruk (Citrus hystrix DC.)

Rendemen ekstrak etanol =10257449 x 100%
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Lampiran 3.

(lanjutan)

2. Parameter non spesifik

Tabel 3. Hasil pemeriksaan non spesifik ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix

DC.)
) Hasil Pengujian Ekstrak
Pemeriksaan Keterangan Etanol Etil Asetat n-Heksan
Berat krus kosong (A) 50,4048 g 57,1051 g 58,7771 ¢
S Berat krus + sampel 51,4061 g 58,1048 g 59,7834 g
usut .
pengeringan sebelum pemijaran (B)
Berat krus + sampel 51,2985 g 58, 0088 g 59,6806 g
setelah pemijaran (C)
Hasil 9, 2080 % 9,6029 % 10,2156 %
Berat krus kosong (A) 51,3994 ¢ 56,0958 ¢ 58,7522 ¢
Berat krus + sampel 53,4002 g 58,1054 g 60,8037 g
Kadar abu sebelum pemijaran (B)
Berat krus + sampel 51,4556 ¢ 56,1502 g 58,7777 g
setelah pemijaran (C)
Hasil 2,8089 % 2,7070 % 1,2430 %

e Perhitungan Susut Pengeringan
% Susut Pengeringan = £~ x 100%

% SP ekstrak etanol =

B—-A

51,4061 g—50,4048 g)—(51,2985 g—50,4048
( Y g)—( g 9) X 100%

=9,2080%

e Perhitungan Kadar Abu

% Kadar abu = ¢=A

B—-A

51,4061 g—50,4048 g

% Kadar abu ekstrak etanol =51.4556 2 =51,3994 g X 100%
53,4002 g —51,3994 g

Keterangan :

_ 005629
2,0008 g

X 100%

= 2,8089%

SP = Susut Pengeringan

Lampiran 3. (lanjutan)
3. Skrining fitokimia
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Tabel 4. Hasil pemeriksaan skrining fitokimia ekstrak daun jeruk purut (Citrus

hystrix DC.)

No.

Uji
Fitokimia

Pereaksi

Ekstrak
Etanol

Ekstrak
Etil Asetat

Ekstrak
n-Heksan

Alkaloid

1 mL larutan kloroform + 10 mL
kloroform amoniak 0,05 N + 2 tetes
H>S0O4, aduk perlahan dan dibiarkan
memisah, lapisan asam diambil lalu
ditambah 2-3 tetes pereaksi mayer.
Sampel mengandung alkaloid
menandakan adanya endapan putih.

Flavonoid

1-2 tetes lapisan air + 1-2 butir logam
Mg dan 2-3 HCI, terbentuk warna
merah menandakan adanya flavonoid.

Fenolik

1-2 tetes lapisan air + FeCls,
Terbentuknya warna hijau-kehitaman
menandakan adanya fenolik.

Saponin

2 mL lapisan air, dimasukkan ke
dalam tabung reaksi dan dikocok
kuat. Terbentuknya busa permanen
selama = 15 menit menandakan
adanya saponin.

Terpenoid

Lapisan kloroform disaring
menggunakan norit + asam asetat
anhidrat + H>SO4(p). Terbetuknya
warna merah meandakan adanya
terpenoid.

Steroid

Lapisan kloroform disaring
menggunakan norit + asam asetat
anhidrat + H2SO4(p). Terbetuknya
warna biru atau hijau meandakan
adanya steroid.

Keterangan :

+ = ada
- = tidak ada

Lampiran 4. Pengujian Aktivitas Inhibisi Hialuronidase Ekstrak Daun Jeruk

Purut (Citrus hystrix DC.)
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Tabel 5. Pengujian Aktivitas Inhibisi Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Terhadap Hialuronidase.

Sampel Konsentrasi % inhibisi Rata-rata
pg/mL % inhibisi
25 46,10778 | 34,13174 | 40,11976 | 40,11976
50 44,61078 | 50,5988 56,5868 50,5988
Etanol 100 67,0659 49,1018 61,0778 59,0818
200 80,5389 74,5509 62,5749 72,5549
400 97,0060 91,0180 91,0180 93,0140
25 34,13174 | 40,11976 | 28,14371 | 34,13174
50 53,59281 | 35,62874 | 41,61677 | 43,61277
Etil Asetat 100 52,09581 | 52,09581 | 58,08383 | 54,09182
200 67,06587 | 61,0778 | 73,05389 67,0659
400 97,0060 91,0180 97,0060 95,0100
25 15,3846 38,4615 30,7692 28,2051
50 46,1538 53,8462 38,4615 46,1538
n-Heksan 100 48,0769 40,3846 63,4615 50,641
200 61,5385 69,2308 69,2308 66,6667
400 78,8462 94,2308 86,5385 86,5385
25 25 40,3846 55,7692 40,3846
50 42,30769 | 57,69231 | 57,69231 52,5641
Niacinamide 100 69,2308 61,5385 46,1538 58,9744
200 75 82,6923 67,3077 75
400 92,3077 92,3077 84,6154 89,7436
120
100

% inhibisi

S

40

20

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Konsentrasi

== Etanol Etil asetat N-heksan Niacinamide

Gambar 10. Grafik pengujian aktivitas inhibisi hialuronidase

Lampiran 4. (lanjutan)
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Tabel 6. Hasil Perhitungan Nilai ICso Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix
DC.) Terhadap Hialuronidase

Ekstrak Persamaan Regresi R2 I1Cs0 (ug/mL)
Etanol y = 0,1320x + 42,6150 0,9617 55,9469
Etil asetat y = 0,1538x + 34,9430 0,9818 97,8999
n-Heksan y =0,1388x + 34,1350 0,9210 114,3011
Niacinamide y =0,1220x + 44,4180 0,9263 45,7541

Contoh perhitungan :

Mencari nilai 1Cso ekstrak etanol dari persamaan regresi antara konsentrasi dengan

% inhibisi yaitu :
=0,1320x + 42,6150
=0,1320x + 42,6150

y
50

50 -42,6150 = 0,1320x

10,546

X

X

=0,1320x

_ 17,3850
0,1320

= 55,9469
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Lampiran 5. Identifikasi Bahan Baku

1. Carbopol 940

Lubrizol
LUDIri=on

Product Specification

CARBOPOL" 940 NF POLYMER

Carbopol* 840 NF polymer meets the limits cited in the current edition of the following monograph

e United States Pharmacopeia/MNational Formulary (USP/NF) monograph for Carbomer 840

General Product Characteristics

ADpearance White, fluffy powder
Ogor Ssghtly acetio
Lot Test
Test Specification Frequency’ Test Procedure?!
Identification
Colorimetric test Pass 1:200 USP/NF
Gei formation test Pass 1:200° USP/NF
Carboxylic Acid Content, Assay % 56.0-680 11 Lubrizol 1318-A
Viscosity, cP, 25°C
Brookfieid RVT, 20 rpm, neutraied topH 7.3 -7 .8
0.5 wt mucilage, spindie 27 40,000 - 60.000 1} Lubnzol 430-1
Clarity, % Transmission
0.5% Dispersion, neutraiized, 420 nm 85 rmin 11 Lubnzol 485-0
Loas on Drying, % 2.0 max 11 USPINF
Heavy Metals, ppm
Totat heavy metais, as Pb 20 max 1:200 USPINF
Specific metals: Hg, Pb. As, Sb 10 max 1:200 Lubeizol SA-012
Residual Solvent:, ppm
Benzene 1.000 max 11 Lubrizol SA-095
Residual Monomer, ppm
Free acryfic acd 2,500 max 1:1 Lubrizol SA-005

Where ot tes! frequency m less than 1 1. Lubnzol Advanced Matenala inc certifes that each hatchiot meets requrerents for w chamcierstcs
hased on hstoncsl process and product datn.  Secause these characrisics e lested on 3 sap-iot Iest Bagquency . Tesults are not reporied oo the

Cartificas of Analais

Luhrized teat por have been

procedurs(s) o

# Moy are inchuded m the monbgraph

Ged formaton = confirrmed by e wscosty test procedurs (Lubeizal 430-4) for aach ot of polymer that s produced  Every 200 iots. the get formanon west

= conducted accoeding 1o USP requirsmenss.

* No other esidual sohvents as §sted in USPINF <467 = (Tlass 1, 2. 3. Tabie 4 or any ofher scivents) or Ph. Eur 24 24 are used = Hhe manufactunng
mocess of Tis prodoct  Since the moncgraph spechies a et for benoane. the Resskual Solvents 1est <457> kmit for benzene = supersedad by the

monogrape it

Gambar 11. Sertifikat Analisis Carbopol 940

Tabel 7. Identifikasi Pemeriksaan Carbopol 940

No

Pemeriksaan

Persyaratan (Rowe
et.al, 2009)

Pengamatan

Organoleptis
e Bentuk

Serbuk

Serbuk

e Warna Halus putih Halus putih

e Bau Praktis tidak berbau Praktis tidak berbau
2. | Kelarutan

e Dalam air Larut dalam air Larut dalam air

e Dalam etanol 95%

48




Lampiran 5. (lanjutan)

2. Kitosan

CHIMULTIGUNA
Result Of Analysis

Source SHRIMP SHELL
Batch - ohe 0723
Production Date Ay, 2023
Oty 250 or
Exp Cute July, 202%

Pacameter Result
Cobinr | AQpowrwos O Wiste
Particie Size mesh 200 vp
Maossture Hoagart 0%
Fesioue O igrenon 15%
Dugreo Of Deacetdation s a%
Visoosity TimPas
Molpouiar Wesght L e
Prospnt Comennt <02 %
Hoavy Metals < 3pom
Micrg Onganiam P e

NI, .

QC&CA

3

Gambar 12. Sertifikat Analisis Kitosan

Tabel 8. Identifikasi Pemeriksaan Kitosan

No Pemeriksaan Persyaratan (Rowe Pengamatan
et.al, 2009)

1. | Organoleptis

e Bentuk Serbuk Serbuk

e Warna Halus putih Halus putih

e Bau Praktis tidak berbau Praktis tidak berbau
2. | Kelarutan

e Dalam air Sukar larut Sukar larut

e Dalam etanol 95% Praktis tidak larut Praktis tidak larut
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Lampiran 5. (lanjutan)
3. Triethanolamine (TEA)

Specification

8.22341.5000 Triethanolamine EMPLURA®

Speclcaton
Assay (GC. wea™) 2950 ~ (aw)
Density (d 20 ‘'C/4 °C) 11221125
Wader (K. F ) £0.30 %
Ideritity (1R) passes lest

Dum 10 ity spaciSic malling range the product may be sodd, fquid, & soldded mell or & supercooind melt

Dr. Oliver Schramel

Responabie OOralony maNRGer Guwry coneol

Tha document has been produced slecyonically and o valld withoul » sgnature

Gambar 13. Sertifikat Analisis Triethanolamine (TEA)

Tabel 9. Identifikasi Pemeriksaan Triethanolamine (TEA)

No Pemeriksaan Persyaratan (Rowe Pengamatan
et.al, 2009)
1. | Organoleptis
e Bentuk Cairan kental Cairan kental
e Warna Tidak berwarna Tidak berwarna
e Bau Tidak berbau Tidak berbau
2. | Kelarutan
e Dalam air Tercampur Mudah larut
e Dalam etanol 96% Tercampur Mudah larut
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Lampiran 5. (lanjutan)

4. Propilenglikol

-

@

Gambar 14. Sertifikat Analisis Propilenglikol

Tabel 10. Identifikasi Pemeriksaan Propilenglikol

No Pemeriksaan Persyaratan (Rowe Pengamatan
et.al, 2009)
1. | Organoleptis
e Bentuk Cairan Cairan
e Warna Tidak berwarna Tidak berwarna
e Bau Tidak berbau Tidak berbau
2. | Kelarutan
e Dalam air Larut Larut
e Dalam etanol 95% Larut Larut
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Lampiran 5. (lanjutan)
5. DMDM Hydantoin

-.x NGUYEN BA TRADING AND MANUFACTURING CO. LTD

Q4774006 Cach Mang Thang 8 Sreet, Wand 7, Tan Binh District
Tel 19450074 — 30771039 - Fax: 3491373

Ia"[' ll Email pgusenbechents hotmpil oy - Websate: http:/inguyonbachem com

DMDM Hydantoin

Chem me:

Dimethylol Dimethyl Hydantoin (DMDMH)
CAS NO: 6440-58-0

Irade name:

Hydantoin, 1,3-bis{hydroxymethyl)-5, 5-dimethyi-, 1,3-Bis(hydroxymethyl)-5,5-
dimethylhydantoin; 1,3-dimethylol-5, 5-dimethylhydantoin; 2,4~
Imidazolidinedione, 1,3-bis(hydroxymethyl}-5 5-dimethyl-; Dantoindmdmh

55; Dimethylol-5,5-dimethylhydantoin; DMDM hydantoin;dmdmh;dmdmh
55;Glydant; Nipaguard

Molecular formula; C7HIZN204
Molecular welght: 188.2

Intreduction:

DMDMH isbiocide . The active Ingredient provides broad-spectrum activity
against common bacteris and fungi, It is approved by EPA and FDA for Industrial
and cosmetic applications,

Percent Active: 55.0%

Description: Colorless liquid

PH: 6.5-7.5

Stability; Stable for 1 year @ 25 °C

Gambar 15. Sertifikat Analisis DMDM Hydantoin

Tabel 11. Identifikasi Pemeriksaan DMDM Hydantoin

No Pemeriksaan Persyaratan (Rowe Pengamatan
et.al, 2009)
1. | Organoleptis
e Bentuk Cairan kental Cairan kental
e Warna Tidak berwarna Tidak berwarna
e Bau Tidak berbau Tidak berbau
2. | Kelarutan
e Dalam air Larut Larut
e Dalam etanol 95% Larut Larut
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Lampiran 6. Evaluasi Organoleptis Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus

hystrix DC.)
Tabel 12. Hasil Evaluasi Organoleptis Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC.)
Parameter Minggu ke-
1 2 3 4 5 6
FO. | e Bentuk | %2 padat | %2 padat | %2 padat | ¥z padat | ¥z padat | ¥z padat
e Warna | Bening | Bening | Bening | Bening | Bening | Bening
e Bau Khas Khas Khas Khas Khas Khas
FO2 | e Bentuk | %2 padat | %2 padat | Y2 padat | ¥ padat | %2 padat | %2 padat
e Warna | Bening | Bening | Bening | Bening | Bening | Bening
e Bau Khas Khas Khas Khas Khas Khas
F1 | e Bentuk | ¥2padat | ¥2padat | %2 padat | “2padat | %2 padat | %2 padat
e Warna | Hijau Hijau Hijau Hijau Hijau Hijau
pekat pekat pekat pekat pekat pekat
e Bau Khas Khas Khas Khas Khas Khas
F2 | e Bentuk | ¥2padat | %2 padat | %2 padat | %2 padat | ¥ padat | %2 padat
e Warna Hijau Hijau Hijau Hijau Hijau Hijau
pekat pekat pekat pekat pekat pekat
e Bau Khas Khas Khas Khas Khas Khas
Gambar 16. Organoleptis Sediaan Gel
Keterangan :
FO.  :Basis gel carbopol 940
FO>  : Basis gel kitosan
F1 : Gel carbopol 940 ekstrak etanol daun jeruk purut
F2 : Gel kitosan ekstrak etanol daun jeruk purut




Lampiran 6. (lanjutan)

Tabel 13. Hasil Evaluasi Homogenitas Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut

(Citrus hystrix DC.)
Formula Minggu ke-
1 2 3 4 5 6
FO1 Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen
FO. Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen
F1 Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen
F2 Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen | Homogen
Gambar 17. Homogenitas Sediaan Gel
Keterangan :
FO1  :Basis gel carbopol 940
FO>  : Basis gel kitosan
F1 : Gel carbopol 940 ekstrak etanol daun jeruk purut
F2 : Gel kitosan ekstrak etanol daun jeruk purut
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Lampiran 6. (lanjutan)

Tabel 14. Hasil Pemeriksaan pH Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus

hystrix DC.)
Formula Minggu ke- Rata- P<
1 2 3 4 5 6 ratat | 0,05
SD
5,18 5,13 5,19 5,48 5,48 5,49 545+ | 0,033
FO1 5,48 4,95 5,49 5,13 5,19 6,40 0,24
5,49 5,01 5,49 5,18 6,13 6,13
Rata-rata | 5,38 + 503+ 539+ | 526+ 56+ 6,01 +
0,14 0,07 0,13 0,14 0,35 0,34
4,73 475 477 4,75 4,80 4,78 4,76 £ | 0,096
FO, 4,70 4,76 4,69 4,80 4,76 4,76 0,03
477 472 472 4,78 4,88 4,76
Rata-rata | 4,73 4,74 + 473 + 4,78 + 481+ 4,77 +
0,02 0,02 0,03 0,02 0,04 0,01
4,95 4,95 4,86 4,89 5,18 5,01 4,97 + | 0,093
F1 4,92 5,13 4,89 4,92 4,94 5,19 0,07
4,86 4,94 4,95 4,92 4,88 5,13
Rata-rata | 4,91 + 501+ 49+ 491 + 5+ 511+
0,03 0,08 0,03 0,01 0,12 0,07
4,54 4,56 4,60 4,60 4,62 4,70 46+ | 0,002
F2 4,56 4,60 4,56 4,63 4,60 4,63 0,03
4,53 4,56 4,62 4,63 4,64 4,64
Rata-rata | 454+ | 457+ | 459+ | 462+ 462+ | 4,66+
0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 0,03

Tabel 15. Hasil Uji ANOVA pH F01, FO2, F1 dan F2 Gel Ekstrak Etanol Daun

Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

ANOVA

FO1

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1.655 5 331 3.575 .033
Within Groups 1111 12 .093
Total 2.765 17
F02

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .016 5 .003 2431 .096
Within Groups .016 12 .001
Total .031 17
F1

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 102 5 .020 2.464 .093
Within Groups .099 12 .008
Total .201 17
F2

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .024 5 .005 7.485 .002
Within Groups .008 12 .001
Total .032 17
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Lampiran 6. (lanjutan)

Tabel 16. Hasil Pengujian Viskositas Gel Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut
(Citrus hystrix DC.)

Formula Viskositas cP (minggu/waktu) Rata- P<
1 3 6 rata + 0,05
SD
2392 2368 2151 2223,11+ | 0,428
FO1 2264 2254 2259 51,41
2136 2156 2028
Rata-rata 2264 + 85,33 2259,33 + 72,44 2146 £ 78,67
3922 3753 3838 3803,11 + | 0,177
FO2 3818 3779 3745 29,04
3809 3789 3784
Rata-rata | 3846,67 +48,22 | 3773,67 + 13,78 3789 + 32,67
2574 2487 2451 2488,56 = | 0,010
F1 2663 2456 2368 66,9631
2530 2510 2358
Rata-rata | 2589 + 49,333 | 2484,333 + 18,889 | 2392,333 + 39,111
3695 3627 3474 3601,56 + | 0,000
F2 3725 3622 3440 92,592
3686 3671 3474
Rata-rata | 3702 * 15,333 3640 + 20,667 3462,667 =+ 15111
Tabel 17. Hasil Uji ANOVA Viskositas FO1, F02, F1 dan F2 Gel Ekstrak Etanol
Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)
ANOVA
FO1
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 26790.222 2 13395.111 .980 428
Within Groups 82000.667 6 13666.778
Total 108790.889 8
F02
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 10859.556 2 5429.778 2.344 77
Within Groups 13901.333 6 2316.889
Total 24760.889 8
F1
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 58096.889 2 29048.444| 10.987 .010
Within Groups 15863.333 6 2643.889
Total 73960.222 8
F2
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 92571.556 2 46285.778| 90.796 .000
Within Groups 3058.667 6 509.778
Total 95630.222 8
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Lampiran 6. (lanjutan)

Tabel 18. Hasil Pengujian Stabilitas (Freeze and Thaw) Gel Ekstrak Etanol Daun

Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Siklus 24 jam pada suhu (4°) 24 jam pada suhu (40°) Keteranngan
Siklus 1 i R Stabil
Siklus 2 Stabil
Siklus 3 Stabil
Siklus 4 Stabil
Siklus 5 Stabil
Siklus 6 Stabil
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Lampiran 7. Pengujian Aktivitas Inhibisi Hialuronidase Etanol Gel Ekstrak Etanol
Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC.)

Tabel 19. Pengujian Aktivitas Inhibisi Gel Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix
DC.) Terhadap Hialuronidase.

Sampel % Inhibisi Rata-rata

% inhibisi
FO1 18,69919 26,82927 26,82927 24,1192
FO2 77,64228 69,5122 61,38211 69,5122
F1 71,54472 55,28455 79,6748 68,8347
F2 91,86992 75,60976 91,86992 86,4499
Ekstrak Etanol 97,96748 73,57724 65,44715 78,9973

Tabel 20. Hasil Uji ANOVA Aktivitas Inhibisi Gel Etanol Ekstrak Daun Jeruk
Purut (Citrus hystrix DC.)

ANOVA
Inhibisi
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 7081.870 4 1770.468 14.349 .000
Within Groups 1233.836 10 123.384
Total 8315.706 14
Tabel 21. Post Hoc Test Perhitungan Ekstrak Etanol Elastase
Mean Difference (1-J)
Sampel Mean Fo1 F1 F02 Ekstrak
F2 86,44 62,33" 17,61 16,93 7,45
Ekstrak 78,99 54,88" 10,16 9,48 -
FO2 69,51 45,40" 0,68 - -
F1 68,83 44,72" - - -
FO1 24,11 - - - -
Keterangan :

* . Berbeda nyata
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