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ABSTRACT

Xiamycin is a pentacyclic indolosesquiterpenoid derived from mangrove endophytes was studied
in vitro to inhibit the replication of porcine epidemic diarrhea virus and human immunodeficiency
virus. This study aimed to examine the potential pharmacological activity of xiamycin derivatives
as an inhibitor of SARS-CoV-2 virus replication through molecular docking and analyze their
pharmacokinetic and toxicity profiles.

The selection of comparison pharmaceutical agents used ChemDes. Xiamycin derivatives as test
compounds and molnupiravir as inhibitors were screened for Lipinski's Rule of Five. The
identification of RARp as a molecular target was confirmed through the PASSonline program. The
RdRp receptor was selected based on an assessment of receptor quality via the RCSB PDB and
PDBsum. Minimization energy used Avogadro and Swiss PDB programs. Receptor and ligand were
docked by Autodock. Visualization of molecular docking results with Biovia and Pymol. ADMET
profile assessment using the ADMETlab 2.0 program.

This study shows that xiamycin E had the highest pharmacological potential compared to other
xiamycin derivatives and molnupiravir with an energy affinity of -6.92 kcal/mol, an inhibitory
constant of 8.41 M, and knows three key amino acid residues in the NiRAN domain, namely amino
acid ASN 209, LYS 50, and ASP 218. ADMET prediction shows that xiamycin E is ideal for certain
parameters and not ideal for certain parameters.

The xiamycin derivatives have the potential to be developed as an antiviral. Optimization of
xiamycin E as a candidate for the RdRp inhibitor of SARS-CoV-2 requires further studies related
to the structure tissue exposure/selectivity activity relationship.

Keywords: molecular docking, xiamycin, RdARp, SARS-CoV-2

inhibitor of SARS-CoV-2 replication through

INTRODUCTION inhibition of RNA-dependent RNA polymerase

Currently, COVID-19 in the world has (RdRp).

Various medicinal compounds based on
reached more than 501 million cases and caused p

B . o . f
more than 6 million deaths (Worldometer, 2022). natural ingredients are being investigated for

ID-1 L ia h f
In Indonesia, COVID-19 cases have reached more cov 9 drugs. Indonesia has an abundance o

. marine natural products, including mangroves.
than 6 million cases and caused more than 155,000 p J g

deaths (SATGAS COVID-19, 2022). Various drugs
are being investigated for COVID-19 treatment
regimens, including molnupiravir.

Molnupiravir is a ribonucleoside analog

that has been reported to have the potential as an

The Ministry of Environment and Fores in 2021
has released the National Mangrove Map, it is
known that the total area of Indonesia's mangroves

is 3,364,076 Ha (KKP, 2021).
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Mangroves have a variety of endophytic
microbes in their tissues. Endophytic microbes can
produce various secondary metabolites (Radji.,
2005). The bioactive secondary metabolites are
useful as anti microbial, antiviral, anticancer, and
anti-inflammatory (Shan et al.,, 2018).
indole

Xiamycin is a pentacyclic

sesquiterpenoid  compound from = marine

actinomycetes, such as Streptomyces sp.
GT20021503 isolated from Bruguiera gymnorrhiza
(Ding et al., 2010). Xiamycin C-E isolated from
Streptomyces sp, HK18 has been studied in vitro to
inhibit the replication of the porcine epidemic
diarrhea virus (PEDV) (Kim et al., 2016).

Structural protein and non-structural
protein (Nsp) SARS-CoV-2 are important targets
for COVID-19 therapy. The RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) or Nsp12 receptor is one of the
targets in the research and development of COVID-
19 drugs.

In this study, the isvestigation of xyamicin
as the potential antivirus through inhibition of
RNA-dependent RNA polymerase has been
conducted by molecular docking. The results of this
study are expected to provide a scientific basis for
the development of mangrove endophyte
bioactiveves through molecular pharmacology
tests in the development of new antiviral drugs.
The results of this study are expected to provide a
scientific basis for the development of mangrove
endophyte  bioactives  through  molecular
pharmacology tests in the development of new

antiviral drugs.

MATERIALS AND METHODS

Materials
The tools used in this research are
hardware and software. The hardware used is a

laptop with an Intel(R) Core(TM) i7-6500U CPU
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@2.50GHz 1336x908p monitor, 4GB RAM, NVIDIA
GeForce VGA, Windows 10 Education 64-bit. The
various programs used are Chemdes, PDBsum,
PASSonline, Avogadro, Swiss PDB, Notepad,
AutoDock 4.2, Biovia Discovery Studio Visualizer,
Open Babel, Pymol, and ADMET lab 2.0.

The materials used in this research are
ligand and receptor structures. The structure of the
test and comparison ligands used were taken from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ in the form of
xiamycin A (CID: 38358410), xiamycin B (CID:
53469155), 127034219),
xiamycin D (CID: 127034220), xiamycin E (CID:
127034221), xiamycin ester (CID:
50898452), 19-Carbonyl-Xiamycin (CID:
156581618), 19-Methoxyl-Xiamycin (CID:

1565811619), molnupiravir (CID: 145996610).

xiamycin C (CID:

methyl

RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) protein
structure (PDB ID: 7AAP) downloaded from
https://www.rcsb.org/.

Ligand and Receptor Preparation

Ligand preparation was carried out to
remove water molecules and add hydrogen atoms.
Receptor preparation was carried out to separate
the receptor and native ligand, remove water
molecules, and add hydrogen atoms. Ligand and
receptor preparation was carried out using the

Biovia program.

Energy minimization

After preparation, energy minimization
was carried out using the Avogadro application
with parameters MMFF94 on the native ligand
derivative xiamycin, and molnupiravir following
the energy minimization guide
https://avogadro.cc/docs/menus/extensions-
menu/. The minimization of energy at the RdRp
receptor (PDB ID: 7AAP) uses the Swiss PDB

Viewer with GROMO0S96 parameters following the


https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
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guidelines https://spdbv.unil.ch /Swiss-

PdbViewerManualv3.7.pdf. Then, comparing the

energy of the ligands and receptors before and

after energy minimization.

Method validation

The validation of the molecular docking
method was carried out by redocking the native
ligand on the target protein using the AutoDock
Tools 4.2 program. The redocking processes are
carried out following the guidelines for using the
Autodock program
https://autodock.scripps.edu/wpcontent/uploads
/sites/56/2021/10/AutoDock4.2.6_UserGuide.pd
f. As explained in the manual that the RdRp
receptor (PDB ID: 7AAP) has metal ions, it is
necessary to add the AD4.1_bound.dat parameter
in the grid settings. The data analyzed from the
docking of native ligands is the root mean square
deviation (RMSD), if RMSD <2 then the molecular
anchoring method is declared valid and can be
continued for anchoring test and comparison

ligands.

Molecular Docking

Energy-minimized ligands and receptors
were docked with the AutoDock Tools 4.2 program
according to the Autodock program guide. The
analysed data from the results of the docking of the
test and comparison ligands is the docking score
form of binding affinity and inhibition constants
(Ki) from various anchoring poses. The lower the
binding energy xiamycin derivatives against the
RdRp receptor, the more potential this compound
as an inhibitor of the SARS-CoV-2 RdRp enzyme

compared to molnupiravir.

Identification and Visualization
The output of molecular docking is pose

and docking score which can be seen from the DLG
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file. From this output, it can be seen which pose the
ligand with the lowest energy binds to the
receptor. Residues from the molecular interactions
of ligands and receptors can be seen by
visualization through Biovia on the ligand-protein
interactions menu. Furthermore, to see the binding
pocket can be visualized in 3D using the Pymol
program. 2D visualization can be used to identify
amino acid residues and metals from xiamycin
derivatives compared to molnupiravir. 3D
visualization can be used to see binding pocket

ligands to RdRp.

RESULTS AND DISCUSSION

Selection of Comparative Pharmaceutical
Agents

The results of the molecular structural
analysis of the antioxidant properties of antiviral
agents conducted by Yasri & Wiwanitki (2022)
(Table I) show that new antiviral drugs for COVID-
19 RNA-dependent RNA polymerase targets that
antioxidant

have the best properties are

molnupiravir and favipiravir. Because the
antioxidant scores were equal, a molecular
structural similarity analysis was performed to
decide whether to use molnupiravir or favipiravir
as a comparison for molecular docking of xiamycin
derivatives.

The calculation of structure similarity
with ChemFPS structure fingerprint Molecular
ACCess System (MACCS) and the dice similarity
method. The test results (Table II) showed that the
structural similarity score of molnupiravir to
xiamycin was higher than that of favipiravir to
xiamycin. Based on the results of this similarity
calculation, molnupiravir was chosen as a
comparison for molecular docking of xiamycin

derivatives.


https://spdbv.unil.ch/Swiss-PdbViewerManualv3.7.pdf
https://spdbv.unil.ch/Swiss-PdbViewerManualv3.7.pdf
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Table I. Antioxidant Properties of Antivirus

Data on molecular redox capacity Antioxidant
Antiviral drugs Donor electron Molecular electron characteristics and

molekul (unit) donor (unit) overall (unit)
Molnupiravir 4,5 0.4 4.1
Favipiravir 4,5 0.4 4.1
Lopinavir 4.4 0.4 4.0
Remdesivir 4.4 0.4 4.0
Tenofovir 4.1 0.4 3.7
Galidesivir 4.4 0,3 4.1
Ribavirin 5.0 0.4 4.6

Table II. Structural Similarity Test Results

Similarity Method Fingerprint Score
Molnupiravir-Xiamycin Dice MACCS 0.54
Favipiravir-Xiamycin Dice MACCS 0.46

Ligand Screening

The choice the ligand is closely related to
the optimal result of molecular docking. Therefore,
ligand screening was carried out based on
Lipinski's Rule of Five Ro5 parameters.

The xiamycin and  molnupiravir
derivatives selected as testligands and comparison
ligands in this study were screened using the
parameter Ro5. The Ro5 parameters used were
molecular weight (MW) <500, partition coefficient
(logP) <5, hydrogen bond donor (HBD) <5,
hydrogen bond acceptor (HBA) <10. If two or more

Ro5 incompatibility occur, it is predicted that the
compound cannot be used orally (Benet et al,
2016; Lipinski etal ., 2012).

It is known that the Ro5 parameters of the
xiamycin and molnupiravir derivatives in the
Pubchem database processed in Table III showed
no more than two Ro5 discrepancies, so it was
predicted that the xiamycin and molnupiravir
derivatives could be taken orally. Therefore, it was
continued by testing the spectrum of activity of
molnupiravir and

xiamycin  through the

PASSonline program.

Table III. Lipinski Rule of Five Parameter

MW Log P HBD HBA
Senyawa Ket
(<500) (<5) (<5) (<10)
Xiamycin A 363.4 5.1 3 3 O
Xiamycin B 379.4 4.4 4 4 O
Xiamycin C 379.4 3.8 4 4 O
Xiamycin D 393.5 4.2 3 4 0

Atsyariyah et al,,, 2023
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Xiamycin E 391.5 4.4 2 4 O
Xiamycin Methyl Ester 377.5 5.5 2 3 0
19 Carbonyl Xiamycin 377.4 4 3 4 O

19 Metoxyl Xiamycin 393.5 4.4 3 4 0
Molnupiravir 329.31 -0.8 4 7 O

Description: qualified (/)

Ligand and Receptor Preparation

This RARP receptor (PDB ID: 7AAP) has
metal ions that play an active role in structural
stability or reactions. The metal ions are Zn and Mg
metals. Two zinc ions (Zn2+) are needed to
maintain the stability of the RdRp structure
(Kirchdoerfer & Ward, 2019). Two magnesium
ions (Mg2+) play a role in RNA synthesis reactions
as a trigger for the nucleophilic attack of the 3'-
hydroxyl group of RNA on the phosphate of
nucleotide triphosphate (NTP), while another
Mg2+ ion facilitates the release of pyrophosphate
(PPi) molecules (Carvalho et al., 2011). It is hoped

that by including these metal ions in the receptor
as a molecular docking target during receptor
preparation (Figure 1), the ligand will also bind to
metal ions so that the RARp mechanism in virus
replication will be disrupted.

The native ligands GE6 and POP present at
the 7AAP receptor were prepared for validation of
the molecular docking method. The native 7AAP
receptor ligand, xiamycin, and molnupiravir
derivatives were prepared with the addition of a
hydrogen atom using the Biovia program. The

prepared ligand was then minimized with

Avogadro.
Zn
: ®
o
é
® F

Figure 1. 7AAP Receptors Before and After Preparation

Atsyariyah et al,,, 2023
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Figure 2. 7AAP Receptor Native Ligand Preparation

Xiamycin A

Xiamycin B Xiamycin C

4

Xiamycin Methyl Ester 19 Carbonyl Xiamycin

19 Methoxyl Xiamycin

£ g 5 g

Xiamycin D

-

Xiamycin E

Molnupiravir

Figure 3. Test and Comparison Ligand Preparation Results

Method Validation

The validation of this molecular docking
method was carried out by redocking the native
ligand to the RdRp (7AAP) receptor. RMSD value
<2 indicates that the docking method is valid, and
RMSD 2-3 indicates a deviation of the native ligand
from the reference position, but still within the

orientation limit. However, an RMSD value > 3A

indicates a significant position deviation or
improper docking (Ramirez & Caballero, 2018).
The validation of the native ligand
pyrophosphate method using a grid box center on
the ligand setting resulted in a root mean square
deviation (RMSD) of 1.43 < 2. These results
indicate that there is no significant position
deviation from the native ligand after redocking
(Figure 4), so it can be used for bonding tests and

comparison ligands.

Table 1V. Grid Box Redocking

Number Grid Spacing
Native Coordinate RMSD
Point Grid Point .
Ligand (A)
X Y Z X Y Z (A)
112.61
GE6 40 40 40 99.517 96.001 3 0.375 4.25
POP 40 40 40 128.694 101.016 71.526 0.375 1.46

Atsyariyah et al,,, 2023
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Figure 4. Superimpose Native Ligand POP

Molecular Docking

The molecular docking parameters
analyzed were binding affinity, inhibition constant
(Ki), and amino acid residues and metals. Good
binding affinity can be seen from the negative
Gibbs free energy (AG) value because the level of
protein-ligand association is determined by the
magnitude of the negative AG. The value of AG
correlates with the stability of a given protein-

ligand complex or alternatively the binding affinity

of the ligand to a receptor (Du et al.,, 2016).

The value of G is directly proportional to
the value of Ki. The Ki value is the inhibitor
concentration needed to reduce half of the enzyme
activity. The smaller the Ki value, the stronger
ligand effect on the receptor (Balle , 2016). From
the molecular docking results which can be seen in
Table V, it is known that xiamycin E showed the
best results because it has binding energy with an
AG of -6.92 kcal/mol and an inhibition constant
(Ki) of 8.41 uM.

Table V. Affinity Energy Value and Inhibition Constant

Rank Compound Binding affinity Inhibition Constant (uM)
(kcal/mol)

1 Xiamycin E -6.92 8.41

2 Xiamycin D -6.70 12.27
3 19 Carbonyl Xiamycin -6.62 13.98
4 Xiamycin Methyl Ester -6.58 14.96
5 Xiamycin A -6.57 15.32
6 Xiamycin C -6.38 20.93
7 Xiamycin B -6.27 25.38
8 19 Methoxyl Xiamycin -6.27 25.51
9 Molnupiravir -4.55 460.42

Atsyariyah et al,,, 2023
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Visualization and Identification of Results
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Figure 5. Molecular Docking 2D Visualization

Xiamycin E which has the lowest binding
affinity and inhibition constant is known to have
seven types of residues formed from different
types of bonds. The residue ASP 218 was formed in
the presence of pi-anion interactions, MG 1004 was

formed in the presence of pi-cation interactions,

Atsyariyah et al,,, 2023

ASP 221 and LEU 49 were formed in the presence
of conventional hydrogen bonds. The residue of
PHE 35 was formed in the presence of pi-alkyl
interactions. The residue ASN 209 is formed by the
interaction of pi-hydrogen donor bonds and LYS 50

with hydrocarbon bonds.
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Table VI. Interaction Residue Classification

Electrostatic Hydrofobic
Rank Compound Hydrogen Bond
Interaction Interaction
ASP 221, LEU 49,
1 Xiamycin E ASP 218, MG 1004 PHE 35
LYS 50, ASN 209
LEU 49, LYS 50,
2 Xiamycin D ASP 218, MG 1004 PHE 35
ASN 209
19 Carbonyl THR 51, LEU 49,
3 ASP 218, MG 1004 PHE 35
Xiamycin ASN 209
Xiamycin Methyl ASP 221, LEU 49,
4 ASP 218, MG 1004 PHE 35
Ester ASN 209
THR 51, LEU 49,
5 Xiamycin A ASP 218, MG 1004 PHE 35
ASN 209
ASP 221, LEU 49,
6 Xiamycin C ASP 218, MG 1004 PHE 35
ASN 209
ASP 221, LEU 49,
7 Xiamycin B ASP 218, MG 1004 PHE 35
THR 51, ASN 209
19 Methoxyl ASP 221, THR 51,
8 ASP 218, MG 1004 PHE 35
Xiamycin LEU 49, ASN 209
ASP 221, LYS 50,
9 Molnupiravir ASP 218, MG 1004 PHE 35
LYS 73

The residue variations can be classified
into three, namely: hydrogen bonding (ASP 221,
LEU 49, ASN 209, and LYS 50), electrostatic
interactions (ASP 218 and MG 1004), and
hydrophobicinteractions (PHE 35). In the aspect of
bond strength, it is known that hydrogen bonds >
interactions >

electrostatic hydrophobic

interactions (Biovia, 2019). Hydrogen bonding is

the most important bond in the stability of the
ligand binding to the receptor. Hydrogen bonding
can also increase the binding affinity of the ligand
(Williams & Ladbury, 2003; Zhou et al., 2012).
These binding variations and interactions
contribute to the affinity of the ligand and receptor
on the binding pocket of xiamycin E to RdRp
(Figure 6).

Figure 6. Xiamycin E Binding Pocket 3D Visualization against RdARp 7AAP

Atsyariyah et al,,, 2023
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Figure 7. SARS-CoV-2 Nsp-12 domain (Zhang et al., 2020)

The docking coordinates used in the
docking of the xiamycin and molnupiravir
derivatives are the coordinates of the native ligand
pyrophosphate. The crystallographic structure of
RdRp 7AAP has a native pyrophosphate ligand
located at the catalytic site of the nidovirus RdRp-
associated nucleotidyltransferase (NiRAN) which
is coordinated and stabilized by key amino acids
such as ASN 209, ASP 218, LYS 50, LYS 73, and ARG
116 (Naydenova et al., 2021; Shannon et al.,, 2022).

NiRAN is one of the domains in Nsp12.
Nsp12 consists of NiRAN, In-phased, and
polymerase domains. The NiRAN domain contains
1-250 amino acid strands. The inter-phase domain
contains the 251-397 amino acid strand. The
polymerase domain consists of the finger (fingers),
palm (palm), and thumb (thumb) domains. The
domain fingers are built with amino acids 398-581
and 628-687, the palm domain is amino acids 582-
627 and 688-815, and the thumb domain contains
amino acids 816-919.

The results of the amino acid analysis
showed that the key amino acids that appeared in

xiamycin E were LYS 50, ASN 209, and ASP 218.

Atsyariyah et al,,, 2023

The key amino acids that appeared in molnupiravir
were LYS 50, LYS 73, and ASP 218. The amino acid
residues LYS 50, LYS 73, and ASN 209 are formed
by hydrogen bonding, then ASP 218 is formed by
electrostatic interactions. Although xiamycin E and
molnupiravir both produce three key residues, the
binding affinity and Ki values of xiamycin E are
lower than that of molnupiravir.

In addition, no unfavorable bond was
found in the interaction of xiamycin E with RdRp as
was the case with molnupiravir. This bond is not
beneficial because it reduces the stability of the
complex interactions due to repulsion between
atoms and molecules (Dhorajiwala et al., 2019).
Judging from the assessment of the docking
parameters studied, xiamycin E was chosen as the
best docking result and then the ADMET profile
was assessed. The balance of clinical dose, efficacy,
and toxicity of a drug candidate is not only
correlated with its potency/specificity to its
molecular target through the structure-activity
relationship (SAR). Aspects of exposure/selectivity
to disease target organs and normal organ

structure-tissue exposure/selectivity relationship

10
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(STR) also need to be comprehensively

understood. Structure-tissue
exposure/selectivity-activity relationship (STAR)
studies can be used in the drug optimization
process (Sun et al., 2022).

Molecular docking studies in this study
prove the specificity of xiamycin to RdRp, but it is
not known how selective it is against other
molecular targets. The ADMET study in this study
proved that the pharmacokinetic profile of
xiamycin E was not optimal and had toxic potential.

In general, the results of this study
indicate that xiamycin derivatives have the
potential as inhibitors of SARS-CoV-2 virus
replication and it is known that xiamycin E has the
potential to be the best inhibitor based on
molecular docking. ADMET prediction results
indicate that the pharmacokinetic profile of
xiamycin E is not ideal and has potential toxicity.
Therefore, further studies related to STAR can be
used in the process of optimizing xiamycin E as an
inhibitor of SARS-CoV-2 virus replication in order
to obtain optimal efficacy, ideal pharmacokinetic

profile, and low potential toxicity.

CONCLUSION

Based on the results of this study, it is
known that the xiamycin derivative has the
potential to be developed as an RNA-dependent
RNA polymerase inhibitor with energy affinity
parameters (-6.92 - -6.27 kcal/mol) and inhibition
constant (8.41 - 25.38 uM) which is better than
molnupiravir. Xiaycin E had the best docking
parameters with an affinity energy of -6.92
kcal/mol, an inhibition constant of 8.41 M, and
three key amino acid residues of the NiRAN
domain (ASN 209, LYS 50, and ASP 218). This
finding is useful to identify the potency of xiamycin

as RNA-dependent RNA polymerase inhibitor.

Atsyariyah et al,,, 2023

Further research is needed to identify
xiamycin derivatives specificity as RNA-dependent

RNA  polymerase inhibitor. to optimize

pharmacological potential, improve the

pharmacokinetic profile, and reduce the toxicity of
xiamycin E through STAR studies. This study is the
first step for the development of bioactive

mangrove endophytes in COVID-19 drug research.
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ABSTRACT

Effectiveness is the extent to which a drug can achieve the desired effect in clinical practice, in this
case, to achieve an effect in lowering systolic and diastolic blood pressure to a standard value.
This study aims to determine the effectiveness of therapy, and whether or not there is a difference
in blood pressure between amlodipine and nifedipine treatment. The type of research is analytic
observational, with retrospective data collection conducted at Tanjungsari Health Center, Pacitan,
East Java. The study subjects were control outpatients for the period January-September 2021
and met the inclusion criteria (ICD-110 outpatient hypertension patients, age 20 years, male or
female with or without other diseases, receiving amlodipine and nifedipine antihypertensives,
minimal treatment 3 months). The effectiveness of therapy is measured by the percentage of
patients whose blood pressure values reach the therapeutic target after 3 months. The results of
the study were 99 patients who met the inclusion criteria, 51 patients on amlodipine therapy with
73% effectiveness and 48 patients on nifedipine therapy with 29% effectiveness. The mean
systolic blood pressure after 3 months of amlodipine therapy was 137 mmHg and 154 mmHg for
nifedipine therapy. The mean diastolic blood pressure after 3 months of amlodipine therapy was
83 mmHg and 87 mmHg for nifedipine therapy. There was a significant difference in mean systolic
blood pressure (p=0.000) and mean diastolic blood pressure (p=0.001) in hypertensive patients
treated with amlodipine and nifedipine. In conclusion, the therapeutic effectiveness of amlodipine
was 73% and nifedipine was 29%, and there was a significant difference (p<0.01) in blood
pressure from amlodipine and nifedipine treatment.

Keywords: effectiveness, amlodipine, nifedipine, hypertension, public health center

ABSTRAK

Efektivitas adalah sejauh mana obat dapat mencapai efek yang diinginkan secara klinis, dalam
hal ini yaitu untuk mencapai efek dalam menurunkan tekanan darah sistolik maupun diastolik
hingga mencapai nilai standar. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas terapi, dan
ada atau tidak ada perbedaan rata-rata tekanan darah dari terapi amlodipine dan nifedipine.
Jenis penelitian yaitu observasional analitik, dengan pengambilan data secara retrospektif yang
dilakukan di Puskesmas Tanjungsari, Pacitan, Jawa Timur. Subyek penelitian adalah pasien
rawat jalan yang kontrol periode Januari-September 2021 dan memenuhi Kriteria inklusi (usia
>18 tahun, mendapat antihipertensi amlodipine dan nifedipine, tidak ada pergantian obat dan
rutin melakukan kontrol selama 3 bulan). Efektivitas terapi diukur berdasarkan presentase
pasien yang nilai tekanan darahnya mencapai target terapi setelah 3 bulan. Hasil penelitian dari
99 pasien yang memenuhi kriteria inklusi, pasien terapi amlodipine 51 orang dengan efektivitas
73% dan 48 orang pasien terapi nifedipine dengan efektivitas 29%. Rata-rata tekanan darah
sistolik setelah 3 bulan terapi amlodipine 137 mmHg dan 154 mmHg untuk terapi nifedipine.
Rata-rata tekanan darah diastolik setelah 3 bulan terapi amlodipine 83 mmHg dan 87 mmHg
untuk terapi nifedipine. Ada perbedaan yang signifikan rata-rata tekanan darah sistolik
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(p=0,000) dan rata-rata tekanan darah diastolik (p=0,001) pada pasien hipertensi dengan terapi
amlodipine dan nifedipine. Kesimpulan, efektivitas terapi amlodipine 73% dan nifedipine 29%,
serta ada perbedaan yang signifikan (p<0,01) rata-rata tekanan darah dari terapi amlodipine

dan nifedipine.

Kata kunci : efektivitas, amlodipine, nifedipine, hipertensi, puskesmas

PENDAHULUAN

Hipertensi merupakan keadaan tekanan
darah yang meningkat dimana tekanan darah
sistolik lebih besar atau sama dengan 140 mmHg
dan atau tekanan darah diastolik lebih besar atau
sama dengan 90 mmHg. Hipertensi merupakan
hasil pengukuran darah terkhir minimal sekali
dalam setahun. Pengukuran dilakukan terhadap
penduduk yang memiliki usia lebih dari atau sama
dengan 18 tahun. Prevalensi hipertensi di
Indonesia berdasarkan hasil pengukuran pada
penduduk usia lebih dari 18 tahun sebesar 34,1%,
estimasi jumlah kasus hipertensi di Indonesia
yaitu 63.309.620 penduduk, sedangkan angka
kematian di Indonesia akibat hipertensi yaitu
427.218 kematian (Kemenkes, 2018). Jumlah
estimasi penderita hipertensi yang berusia lebih
dari 15 tahun di Provinsi Jawa Timur yaitu
11.952.694 penduduk, dari jumlah tersebut, yang
mendapatkan pelayanan kesehatan penderita
hipertensi sebanyak 40,1% atau 4.792.862
penduduk (Dinkes, 2019c). Estimasi jumlah
penduduk Kabupaten Pacitan yang menderita
hipertensi adalah 192.450 dan jumlah penduduk
yang mendapatkan pelayanan adalah 37.690
orang (19.6%) (Dinkes, 2019b).

Berdasarkan Laporan penggunaan obat
antihipertensi yang diresepkan oleh dokter untuk
penderita hipertensi yang digunakan di
Puskesmas Tanjungsari adalah Amlodipin dan
Nifedipin dan paling banyak diberikan dengan
dosis tunggal (Dinkes, 2019a). Amlodipine adalah
agen yang paling kuat dan bekerja lebih lama
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dibandingkan dengan CCB yang lebih baru,
efektivitasnya dalam menurunkan tekanan darah
masih menjadikannya agen pilihan di antara
semua CCB (Tiwaskar, M., Langote, A., Kashyap, R,,
& Toppo, 2018). Amlodipin merupakan pilihan
yang berguna untuk pengobatan hipertensi,
termasuk sebagai terapi awal untuk pasien yang
mungkin memerlukan beberapa obat untuk
mencapai target tekanan darah (Shirley and
McCormack, 2015). Respon tekanan darah
terhadap nifedipine sebanding dengan aktivitas
vasokontriktor yang diberikan sistem saraf
simpatik dan sistem renin-angiotensin yang
secara actual diperlukan untuk pemeliharaan
tekanan darah (Zicha, ., DobeSova, Z., Behuliak, M.,
Pintérova, M., Kunes, J., & Vanéckova, 2014).
Efektivitas terapi merupakan bagian dari
pemantauan terapi obat (Kemenkes RI, 2019).
Efektivitas merupakan seberapa jauh obat dapat
mencapai efek yang diinginkan dalam praktek
klinis, dalam hal ini yaitu untuk mencapai efek
dalam menurunkan tekanan sistolik maupun
diastolik hingga mencapai target standar. Target
tekanan berdasarkan JNC VIII, tekanan darah
tercapai jika pasien dengan = 60 tahun tanpa
penyakit penyerta mempunyai tekanan daarah
<150/90 mmHg sedangkan tekanan darah
tercapai pada pasien dengan umur <60 tahun
tanpa penyakit penyerta, pasien dewasa dengan
diabetes atau penyakit gagal ginjal kronik yaitu
<140/80 mmHg (James et al., 2014). Keberhasilan
terapi pasien hipertensi berhubungan secara

signifikan dengan kepatuhan minum obat
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(Sumiasih, Trilestari and Utami, 2020). Frekuensi

minum obat yang terlalu sering dapat
mengakibatkan pasien bingung bahkan bosan
untuk minum obat, hal tersebut dapat
menurunkan kepatuhan pasien dalam hal minum
obat. (Pramana, Dianingati and Saputri, 2019).
Amlodipin dan Nifedipin merupakan obat
antihipertensi golongan CCB yang palinga banyak
digunakan di puskesmas Tanjungsari Pacitan.
Frekuansi terapi Amlodipin 1x1 5 mg dan
Nifedipin 2x1 10mg dengan adanya perbedaan
frekuensi, kemungkinan ada perbedaan
efektivitas. Berdasarkan latar belakang tersebut
maka perlu dilakukannya penelitian mengenai
efektivitas terapi Amlodipin dan Nifedipin pada
pasien hipertensi rawat jalan di Puskesmas

Tanjungsari, Kabupaten Pacitan.

METODE PENELITIAN

Penelitian efektivitas terapi
antihipertensi amlodipine dan nifedipine pada
pasien hipertensi rawat jalan di Puskesmas
Tanjungsari, Pacitan merupakan jenis penelitian
observasional analitik. Pengambilan data secara
retrospektif pada pasien rawat jalan yang kontrol
di Puskesmas Tanjungsari, Pacitan periode

Januari-September 2021. Teknik pengambilan

sampel dilakukan dengan purposive sampling.

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah data rekam medik pasien hipertensi rawat
jalan di Puskesmas Tanjungsari, Pacitan. Alat yang
digunakan pada penelitian ini adalah lembar

pengumpulan data.

Prosedur Penelitian
Penelitian dilaksanakan setelah adanya

ijin dari komite etik penelitian ethical approval

Nomor 1879/KEP-UNISA/IX/2021. Pasien yang
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memenuhi kriteria inklusi yaitu sebanyak 99

pasien.

Analisis Data
Analiasis data deskriptif untuk

mengetahui karakteristik demografi pasien,
efektivitas obat, dan rata-rata penurunan tekanan
darah. Analisis data secara analitik yaitu dengan
uji beda untuk mengetahui apakah ada atau tidak
ada perbedaan rata-rata tekanan darah setelah
diterapi pada kelompok obat amlodipine dengan
nifedipine. Uji beda yang digunakan untuk data
terdistribusi normal adalah Independent t-test,
dan data tidak terdistribusi normal menggunakan
Mann-Whitney. Uji normalitas menggunakan
Kolmogrov-Smirnof untuk sampel lebih dari 50,

dan Shapiro-Wilk untuk sampel kurang dari 50.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini mendapatkan data 99
pasien hipertensi yang memenubhi kriteria inklusi.
Karakteristik demografi pasien hipertensi yang
menjadi sampel pada penelitian ini secara rinci

dapat dilihat pada tabel I.

Tabel I. Karakteristik Demografi Pasien Rawat
Jalan di Puskesmas Tanjungsari

Karakteristik Variasi

0,

demografi pasien Kelompok n (%)
Amlodipine 51(52)

Jenis Obat
Nifedipine 48(48)
Jenis kelamin laki-laki 32(32)
Perempuan 67(68)
Usia < 60 tahun 58(59)
> 60 tahun 41(41)
Diagnosa Hipertensi 75(76)
Hipertensi + DM 24(24)

Hasil penelitian pada tabel [ penggunaan
amlodipine 52% lebih banyak dibandingkan
nifedipine, hasil penelitian di Puskesmas Surabaya
juga menunjukkan bahwa mayoritas pasien

hipertensi mendapatkan obat antihipertensi
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golongan CCB (Calcium Channel Blocker) sebesar
82,37% dengan obat amlodipine 5mg 49,19%
(Ernawatia, Fandinata and Permatasari, 2022).
Pasien perempuan pada subjek penelitian ini lebih
banyak (68%) dibandingkan pasien laki-laki.
Sama halnya dengan penelitian tentang hubungan
jenis kelamin dengan kejadian hipertensi yang
menunjukkan ada hubungan signifikan (p=0,035).
Kejadian hipertensi pada perempuan (45%) lebih
banyak dari pada kejadian hipertensi pada laki-
laki (25%) (Falah, 2019). Subjek penelitian ini
pasien dengan usia kurang dari 60 tahun lebih
banyak (59%), hal ini beda dengan penelitian
sebelumnya yang menunjukkan bahwa 65%
kejadian hipertensi pada usia lebih dari 65 tahun
(Arifin, Weta and Ratnawati, 2016). Berdasarkan
diagnosa 76% subjek penelitian mengalami
hipertensi tanpa komplikasi, hal ini labih banyak
di bandingkan dengan pasien hipertensi
komplikasi diabetes. Begitu juga penelitian di
Puskesmas Purwokerto Utara juga menunjukkan
bahwa 77,66% pasien hipertensi tidak mengalami
komplikasi diabetes dan 22,34% pasien
mengalami komplikasi diabetes (Yuniati, 2022).
Efektivitas terapi pasien hipertensi rawat
jalan di puskesmas pada penelitian ini, diukur
berdasarkan tekanan darah pada awal
pemeriksaan sebelum menggunakan obat dan
tekanan darah pada bulan ketiga setelah
penggunaan obat. Berdasarkan JNC VIII, tekanan
darah tercapai jika pasien dengan = 60 tahun
tanpa penyakit penyerta mempunyai tekanan
daarah <150/90 mmHg sedangkan tekanan darah
tercapai pada pasien dengan umur <60 tahun
tanpa penyakit penyerta, pasien dewasa dengan
diabetes atau penyakit gagal ginjal kronik yaitu
<140/80 mmHg (James et al, 2014). Efektivitas
terapi hipertensi pasien rawat jalan di Puskesmas

Tanjungari dirangkum pada tabel 1.
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Tabel II. Efektivitas Terapi Hipertensi Pada
Pasien Rawat Jalan di Puskesmas Tanjungsari

Presentase
Obat
Efektif Tidak efektif
Amlodipine 37(73%) 14(27%)
Nifedipine 14(29%) 34(71%)

Pada tabel II menunjukkan bahwa nilai
efektifitas terapi antihipertensi paling tinggi
terdapat pada kelompok terapi obat tunggal
amlodipine sebesar 73%. Nilai efektivitas yang
dimaksud tekanan darah pasien menurun sesuai
standar terapi, dan atau tekanan darah terkendali.
Pasien hipertensi rawat jalan yang mendapatkan
terapi Amlodipin mempunyai nilai efektivitas
lebih tinggi dibandingkan dengan pasien
hipertensi yang mendapat terapi Nifedipin. Hal ini
terjadi dikarenakan ada pengaruh faktor pola
hidup dan faktor kepatuhan pada masing-masing
pasien yang tidak terkendali oleh peneliti. Dimana
hasil penelitian di Puskesmas Prambanan Sleman
menunjukkan bahwa hasil analisis statistik
menggunakan uji Chi-Square nilai P=0,037. Hal ini
menunjukkan bahwa ada hubungan yang
signifikan antara kepatuhan minum obat terhadap
keberhasilan terapi pada pasien hipertensi
(Sumiasih, Trilestari and Utami, 2020). Begitu juga
penelitian di Samarinda, meskipun tidak terdapat
hubungan yang signifikan antara kepatuhan
dengan outcome therapy (nilai p 0,325), namun
responden yang memiliki kepatuhan tinggi lebih
banyak mencapai target outcome therapy-nya
(55,6%) dibandingkan yang tidak mencapai target
(Azmi et al, 2021). Dengan memodifikasi pola
hidup pasien ataupun meningkatkan kepatuhan
minum obat juga dapat membantu pasien
mencapai tujuan terapi (Kemenkes RI, 2019).

Amlodipin dan Nifedipin merupakan obat

antihipertensi golongan CCB yang palinga banyak

16



Prosiding Seminar Nasional Farmasi Universitas Ahmad Dahlan

digunakan di puskesmas Tanjungsari Pacitan.
Frekuensi terapi Amlodipin 1x1 5 mg dan
Nifedipin 2x1 10mg dengan adanya perbedaan
frekuensi, kemungkinan ada perbedaan
efektivitas. Frekuensi minum obat yang terlalu
sering dapat mengakibatkan pasien bingung
bahkan bosan untuk minum obat, hal tersebut
dapat menurunkan kepatuhan pasien dalam hal
minum obat. Frekuensi minum obat yang tidak
terlalu sering misalnya obat hanya diminum satu
kali dalam sehari dapat memudahkan pasien
dalam hal mengingat dan juga dalam hal

menetapkan jadwal atau jam minum obat

(Pramana, Dianingati and Saputri, 2019).

Pada penelitian ini juga dilakukan uji
beda rata-rata tekanan darah terapi Amlodipin
dan nifidipine pada tekanan darah sistolik
menggunakan uji Man- Whitney karena data rata-
rata tekanan darah sistolik Amlodipin tidak
terdistribusi normal. Menggunakan uji Man-
Whitney juga dikarenakan perbedaan jumlah data
dari kelompok obat tersebut. Sedangkan untuk
data tekanan darah diastolik juga menggunakan
uji Man-Whitney karena data tekanan darah
diastolik  Amlodipin dan Nifedipin tidak
terdistribusi secara normal. Hasil uji beda rata-
rata tekanan darah sistolik setelah terapi
Amlodipin dan Nifedipin dapat dilihat pada tabel

1L

Tabel III. Tekanan Darah Sistolik dan Diastolik Pada Pasien Hipertensi Rawat Jalan di Puskesmas

Rata-rata

Rata-rata

Tekanan Obat ATekanan  Uji Beda
darah hipertensi tekanan tekanan darah (Nilai p)
P darah pre darah post p
o Amlodipine 51 156 137 19
Sistolik 0,000
Nifedipine 48 175 154 21
Amlodipine 51 90 83 7
Diastolik 0,001
Nifedipine 48 95 87 8

Hasil penelitian pada tabel I1I dari uji beda
rata-rata tekanan darah sistolik antara terapi
Amlodipin dan Nifedipin nilai signifikansinya yaitu
p = 0,000 < 0,01. Sehingga disimpulkan bahwa
secara statistik, ada perbedaan rata-rata tekanan
darah sistolik yang signifikan antara penggunaan
jenis terapi Amlodipin dan terapi Nifedipin. Begitu
juga uji beda rata-rata tekanan darah diastolik
antara terapi Amlodipin dan Nifedipin nilai
signifikansinya yaitu p = 0,001 < 0,01. Sehingga
disimpulkan bahwa secara statistik, ada
perbedaan tekanan darah diastolik yang signifikan
antara penggunaan jenis terapi Amlodipin dan
terapi Nifedipin. Hasil penelitian sebelumnya pada

pasien rawat inap juga menunjukkan terdapat

Wicaksono dan Baroroh, 2023

perbedaan efektivitas tekanan darah pasien
hipertensi yang mendapat terapi amlodipin
tunggal dan terapi amlodipin kombinasi dengan
lisinopril, tekanan darah sistolik nilai signifikansi
0,042 (p<0,05) dan tekanan darah diastolik nilai
signifikansi 0,038 (p<0,05) (Udayani, N. N. W,,

Riastini, N. W., & Putra, 2018).

Keterbatasan penelitian

Keterbatasan penelitain ini diantaranya
tidak mengontrol variabel pengganggu seperti
kondisi pasien selama terapi, baik kepatuhan
minum obat, makanan atau minuman, dan pola
hidup pasien, dimana keadaan tersebut dapat

mempengaruhi efektivitas terapi.
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KESIMPULAN

Efektivitas terapi amlodipine 73% dan
nifedipine 29% pada pasien hipertensi rawat jalan
di Puskesmas Tanjungsari, Kabupaten Pacitan. Ada
perbedaan yang signifikan rata-rata tekanan darah
sistolik (p=0,000) dan rata-rata tekanan darah
diastolik (p=0,001) pada pasien hipertensi dengan

terapi amlodipine dan nifedipine.
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ARTIKEL

ANALISIS MERKURI PADA BLEACHING CREAM YANG DIJUAL SECARA ONLINE DAN TIDAK
MEMILIKI IZIN EDAR DARI BPOM

ANALYSIS OF MERCURY IN BLEACHING CREAM THAT SOLD ONLINE AND DOES NOT HAVE A LICENSE FROM
BPOM

Dian Prasasti!’, Silviniar Arifin?!
1Fakultas Farmasi Universitas Ahmad Dahlan

ABSTRACT

As time goes by, many women use whitening cream cosmetic products to get white skin instantly.
This is used by producers who are not responsible for putting hazardous materials such as
mercury into skin whitening cosmetic products to get instant results. One type of skin whitening
cream product is bleaching cream. The use of mercury in cosmetics has been banned because it
can cause vomiting, and lung damage and is a carcinogenic substance in humans. The aim of the
study was to determine whether there was any mercury cream content and levels sold online and
did not have marketing authorization from BPOM. The sample used for this study was bleaching
cream which was sold online and did not have marketing authorization from BPOM with 5
samples. Qualitative analysis using KI 0.5 N color reagent, while quantitative analysis using the
Mercury Analyzer instrument. The results of mercury content determination in 5 Bleaching cream
samples sold online and not having BPOM distribution permit showed the presence of mercury
with levels of 16.79 + 0.64 ppb in Bleaching cream A; 109.3 + 13.5 ppb for Bleaching cream B;
30.57 + 4.05 ppb on Bleaching cream C; 22.13 + 0.65 ppb for Bleaching cream D and 27.07 * 2.04
ppb for Bleaching cream E.

Keywords: Mercury, Bleaching cream, Mercury Analyzer

ABSTRAK

Seiring perkembangan zaman banyak wanita yang menggunakan produk kosmetik krim pemutih untuk
mendapatkan kulit yang putih secara instan. Hal ini dimanfaatkan oleh produsen yang tidak bertanggung
jawab memasukkan bahan berbahaya seperti merkuri kedalam produk kosmetik pemutih kulit untuk
mendapatkan hasil yang instan. Salah satu jenis produk krim pemutih kulit yaitu bleaching cream.
Penggunan merkuri dalam kosmetik sudah dilarang karena dapat mengakibatkan muntah-muntah dan
kerusakan paru-paru, serta merupakan zat karsinogenik pada manusia. Tujuan penelitian untuk
mengetahui ada tidaknya kandungan dan kadar merkuri pada bleaching cream yang dijual secara online
dan tidak memiliki izin edar dari BPOM. Sampel yang digunakan untuk penelitian ini adalah bleaching
cream yang dijual secara online dan tidak memiliki izin edar dari BPOM dengan jumlah lima sampel. Analisis
secara kualitatif menggunakan pereaksi warna KI 0,5 N, sedangkan analisis kuantitatif menggunakan
instrumen Mercury Analyzer. Hasil penetapan kadar merkuri dalam lima sampel bleaching cream yang
dijual secara online dan tidak memiliki izin edar BPOM menunjukkan adanya merkuri dengan kadar 16,79

+ 0,64 ng/Kgpada Bleaching cream A; 109,3 + 13,5 pg/Kg pada Bleaching cream B; 30,57 + 4,05 ng/Kg pada
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Bleaching cream C; 22,13 * 0,65 pg/Kg pada Bleaching cream D, dan 27,07 *+ 2,04 ug/Kg pada Bleaching

cream E.

Kata kunci: Merkuri, bleaching cream, Mercury Analyzer

PENDAHULUAN

Kosmetik menurut Peraturan Kepala
Badan Pengawas Obat dan Makanan tahun 2011
merupakan setiap bahan atau sediaan yang
dimaksudkan untuk digunakan pada bagian luar
tubuh manusia (epidermis, rambut, kuku, bibir,
dan organ genital bagian luar) atau gigi dan
mukosa mulut terutama untuk membersihkan,
mewangikan,

mengubah penampilan,

memperbaiki bau badan,
memelihara tubuh pada kondisi baik (BPOM,

2011)

melindungi dan

Seiring dengan perkembangan zaman dan
adanya anggapan bahwa wanita yang berkulit
putih bersih adalah cantik, maka banyak wanita
yang menggunakan produk kosmetik untuk
mendapatkan kulit yang putih secara instan. Hal
ini dimanfaatkan oleh produsen kosmetik untuk
memproduksi krim pemutih. alah satu jenis
produk krim pemutih kulit yaitu bleaching cream.

Bleaching cream merupakan masker kulit
seluruh tubuh yang berfungsi untuk memutihkan
kulit. Produk bleaching cream banyak dijual secara
online dengan harga lebih murah dan sebagian
besar tidak memiliki izin edar dari BPOM yang
kemungkinan mengandung bahan berbahaya
(Lestari, 2018).

Pada Mei 2013, BPOM mengeluarkan
public warning yang berisi 17 jenis kosmetik yang
mengandung bahan berbahaya dan dilarang
dimana sebagian besar merupakan produk
pemutih kulit yang mengandung merkuri (BPOM,

2013). Kadar merkuri dalam kosmetika menurut
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peraturan Badan Pengawas Obat dan Makanan
tahun 2014 tentang Persyaratan Cemaran
Mikroba dan Logam Berat dalam Kosmetik ialah
tidak lebih dari 1 mg/kg atau 1 mg/L (1 bpj/ 1
ppm). Merkuri dilarang digunakan dalam produk
pemutih kulit karena dapat menyebabkan iritasi,
hiper piegmentasi berupa bintik-bintik hitam serta
dapat menyebabkan keracunan sistemik, dan pada
dosis tinggi dapat menyebabkan kerusakan
permanen  otak, ginjal, dan  gangguan
perkembangan janin (Trenggono, 2014).

Tujuan penelitian ini ialah untuk
mengetahui ada atau tidaknya kandungan merkuri
dalam produk bleaching cream yang dijual secara
online dan tidak memiliki izin edar dari BPOM,
serta berapa banyak kadar merkuri dalam produk
bleaching cream yang dijual secara online dan tidak

memiliki izin edar dari BPOM.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah
sampel bleaching cream, Bahan Baku Hg(NOs),
HNOs pekat HCI pekat, aquadest, KI. Alat-alat yang
digunakan dalaPeralatan gelas, Spektrofotometri
Serapan Atom tipe AMA254 Mercury Analyzer,
timbangan analitik, kompor listrik. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Kimia Analisa Fakultas
Farmasi Universitas Ahmad Dahlan (UAD) dan
Laboratorium Penelitian Dan Pengujian Terpadu

Universitas Gadjah Mada (LPPT UGM).

Uji Keseragaman Bobot
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Seluruh  produk  bleaching cream
ditimbang satu persatu, kemudian dihitung rata-

rata bobot dari setiap produk.

Analisis Kualitatif
Pembuatan Larutan Uji Secara Digesti Basah
Ditimbang sebanyak 2 g sampel.
Tambahkan aquadest sebanyak 25 mL, setelah itu
tambahkan dengan 10 mL larutan HCI pekat dan
HNOs pekat dengan perbandingan volume 3 : 1,
lalu uapkan sampai hampir kering. Pada sisa
penguapan tambahkan aquadest sebanyak 10 mL.
Lalu dipanaskan sebentar, didinginkan dan
disaring.
Pengujian Sampel Dengan Reaksi Warna
Sejumlah 5 mL larutan uji ditambah 1-2
tetes larutan Kalium lodida 0,5 N perlahan melalui
dinding tabung reaksi. Jika sampel positif
mengandung merkuri maka akan terbentuk

endapan merah jingga.

Analisis Kuantitatif
Pembuatan Larutan Baku Merkuri

Larutan baku Hg(NO3) 100 ppm diambil
sebanyak 1 mL, kemudian dimasukkan kedalam
labu ukur 100 mL dan ditambahkan aquadest
sehingga diperoleh konsentrasi larutan baku 1000
ppb. Dari larutan baku 1000 ppb diambil 0,1 mL
kemudian dimasukkan pada labu takar 10 mL, dan
ditambahkan aquadest sehingga diperoleh
konsentrasi 10 ppb.
Pembuatan Kurva Kalibrasi

Dari larutan dengan konsentrasi 10 ppb
diambil sebanyak 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 mL
lalu dimasukkan kedalam labu takar 10 mL dan
ditambahkan aquadest hingga tepat volume 10 mL.
Kemudian larutan baku dimasukkan kedalam
tabung reaksi dan ditambahkan 0,1 mL KMnOs; 0,1
mL  hydroxyl-aminehydrochloride; 0,5 mL
SnCl22H20 digojog. Kemudian dibaca absorbansi
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larutan menggunakan alat instrumen mercury
analyzer.
Dekstrusi sampel

Sampel ditimbang menggunakan
erlenmeyer 100 mL, ditambahkan campuran HNO3
: HCIO4 pekat dengan perbandingan 1 : 1 sebanyak
10 mL. Campuran dipanaskan menggunakan
hotplate dengan suhu >160°C hingga jernih dan
keluar asap putih. Larutan didinginkan dalam suhu
kamar, setelah dingin larutan disaring, ditepatkan
volumenya hingga 50,0 mL dengan labu takar.
Pembacaan kadar merkuri dalam sampel

Dari larutan hasil dekstruksi diambil 10,0
mL dengan labu takar, dimasukkan dalam tabung
reaksi. Ditambahkan 0,1 mL KMnOs: 0,1 %
kemudian digojog. Ditambahkan
hydroxylaminehydrochloride 0,1 mL dan digojog,
setelah itu ditambahkan 0,5 mL SnCl2.2H?0.
Larutan dibaca menggunakan alat instrumen

mercury analyzer.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel dalam penelitian ini adalah
beberapa bleaching cream yang dijual secara
online. Jumlah sampel yang diambil dalam
penelitian ini adalah sebanyak 5 sampel yang tidak
memiliki izin edar dari BPOM. Prosedur kerja
dimulai dari uji keseragaman bobot, prosedur
kerja yang kedua ialah pemeriksaan kualitatif
untuk mengetahui adanya Hg di dalam kosmetik
bleaching cream tersebut yang kemudian
dilanjutkan dengan pemeriksaan kuantitatif untuk
mengetahui kadar Hg.

Uji keseragaman bobot dilakukan untuk
mengetahui keseragaman berat bersih krim
(netto) pada masing-masing produk yang akan
diuji. Berat netto tersebut digunakan sebagai
acuan untuk menentukan berapa banyak berat

krim yang akan dianalisis. Pada penelitian ini
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digunakan 5 sampel produk bleaching cream yang
tidak memiliki nomor notifikasi (izin edar) dari

BPOM yang ditemukan pada toko online.

Tabel 1. Hasil Uji Keseragaman Bobot

Bobot produk (gram)
replikasi
Sampel A Sampel B Sampel C Sampel D Sampel E
1 65, 6436 10, 447 61,4828 98,7231 124,537
2 65, 7458 10,3632 61,8381 98, 7234 124, 657
3 65,9031 10,3634 61,4828 98,7232 124,174
4 65,9030 10,3632 61, 6454 98,6791 124, 657
5 65, 7459 10,3926 61,6451 98,7231 124, 657
Rata-rata 65, 7880 10, 3840 61,6180 98,7140 124,536
SD 0,1131 0,03363 0,14735 0,0148 0,20914
RSD (%) 0,1719 0,3238 0,2391 0,0149 0,1679

Hasil dari uji keseragaman bobot pada
masing-masing sampel bleaching cream yang
dianalisis menunjukkan hasil yang baik, hasil ini
dibuktikan dengan perhitungan nilai RSD yang
didapat. Nilai RSD dibawah 5% memberikan hasil
keseksamaan yang baik (Rohman,2007).

Uji kualitatif dilakukan untuk mengetahui
keberadaan merkuri dari berbagai bleaching
cream. Pada penelitian identifikasi merkuri pada
bleaching cream secara analisis Kkualitatif
dilakukan dengan menggunakan reagen Kalium
lodida. Pada analisis kualitatif apabila sampel
bleaching cream mengandung merkuri maka akan
terbentuk endapan warna merah jingga jika
ditambahkan reagen Kalium Iodida. Endapan
merah tersebut merupakan endapan dari Hgzla.
Berikut reaksi merkuri dengan kalium iodida.

Hg?* + 21 - Hgzl2l (merah iodine) (Vogel, 1985)

Dari penelitian yang dilakukan secara
kualitatif didapatkan hasil yang ditampilkan pada
tabel 1.

Berdasarkan tabel penelitian kualitatif

tersebut dapat diketahui bahwa kelima sampel
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tersebut positif mengandung merkuri sehingga
perlu dilakukan uji kuantitatif untuk mengetahui
kadarnya.

Peralatan yang digunakan untuk analisis
kuantitatif adalah Spektrofotometri Serapan Atom
(SSA) tipe AMA254 Mercury Analyzer. Prinsip kerja
dari Mercury Analyzer adalah senyawa merkuri
dalam sampel dioksidasi menjadi ion merkuri oleh
oksidator kuat dalam suasana asam. Ion merkuri
(Hg?*) kemudian direduksi menjadi atom merkuri
oleh SnClz. Atom merkuri yang terukur kemudian
diukur absorbansinya dengan Mercury Analyzer.

Metode analisis SSA tipe AMA254 Mercury
Analyzer ini menggunakan metode penggabungan
dari metode analisis hibrida dan metode analisis
uap dingin, dimana penggabungan metode
tersebut untuk memperoleh hasil analisis yang
lebih akurat. Metode metode analisis uap dingin ini
digunakan karena sifat merkuri yang memiliki titik
didih yang relative rendah dan mudah menguap,
menyebabkan merkuri memungkinkan untuk

diukur tanpa melibatkan penggunaan energi panas

atau pemanasan elektromal. Sedangkan untuk
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metode analisis hibrida digunakan karena merkuri
ketika atomisasi dilakukan dapat membentuk

senyawa hybrid dalam bentuk gas atau lebih

terurai menjadi atom-atom melalui reaksi reduksi

dengan SnCla.

Tabel 2. Hasil Uji Kualitatif

Kode Sampel  Replikasi Uji Warna dengan Kalium lodida Ket
Al Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
A2 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
A A3 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
A4 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
A5 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
B1 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
B2 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
B B3 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
B4 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
B5 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
C1 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
C2 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
C C3 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
C4 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
C5 Larutan kuning keruh dengan endapan merah jingga Positif (+)
D1 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
D2 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
D D3 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
D4 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
D5 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
El Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
E2 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
E E3 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
E4 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
E5 Larutan orange dengan endapan merah jingga Positif (+)
Standar Larutan kuning dengan endapan merah jingga Positif (+)
Analisis kuantitatif merkuri dengan menjadi Hg? dan ditambahkan
Mercury Analyzer, sampel didestruksi basah hydroxylaminehydrochloride berfungsi

dengan menggunakan campuran pelarut HNO3 dan
HClOs kemudian ditambahkan KMnOs4 yang

berfungsi sebagai reagen pengoksidasi ikatan Hg*
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sebagai penetral KMnO4. Kemudian ditambahkan s
SnCl2.2H20 yang berfungsi yang berfungsi sebagai
pereduksi Hg2* menjadi Hg (uap merkuri). Hg (uap
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merkuri) yang

dihasilkan

kemudian

ditransportkan oleh aliran udara atau inert gas ke

sebuah sel absorbsi

instrument Mercury Analyzer.

yang terpasang dalam

Hasil analisis kuantitatif merkuri pada
produk bleaching cream dengan menggunakan alat
Mercury Analyzer dengan pengukuran panjang

gelombang 253,7 nm (Tabel 2).

Tabel 3. Hasil Penetapan Kadar Merkuri

Sampel Absorbansi Konsentrasi Berat Sampel Vol Kadar Hg Kadar Rata- Ccv

(ng/L) (8) (mL)  (ug/Kg)  rata+LE (%)
0,0096 0,43 1,1412 17,09

A 0,0092 0,40 1,0807 50 16,66 16,79 £0,64 1,53
0,0090 0,39 1,0523 16,63
0,0618 3,12 1,3326 115,6

0,0569 2,87 1,3326 50 106,2 109,3+13,5 496
8 0,0568 2,87 1,3326 106,2
0,0145 0,68 1,0210 31,34

0,0157 0,74 1,0210 50 31,68 30,57 £4,05 5,34
¢ 0,0149 0,70 1,0210 28,70
0,0114 0,52 1,0698 22,43

D 0,0112 0,51 1,0698 50 21,97 22,13+£0,65 1,19
0,0110 0,50 1,0466 21,98
0,0128 0,59 1,0530 26,12

E 0,0134 0,62 1,0530 50 27,54 27,07 +£2,04 3,03
0,0133 0,62 1,0530 27,54

Dari hasil penelitian ini telah terbukti Berbahaya/ Bahan dilarang. Dalam kadar

bahwa semua sampel bleaching cream yang dijual
secara online dan tidak memiliki izin edar dari
BPOM positif mengandung merkuri. Hasil

penetapan kadar merkuri dalam 5 sampel
Bleaching cream yang dijual secara online dan tidak
memiliki izin edar BPOM menunjukkan adanya
merkuri dengan kadar 16,79 * 0,64 pg/Kg pada
13,5 pg/Kg pada
4,05 pg/Kg pada
0,65 pg/Kg pada
Bleaching cream D dan 27,07 + 2,04 ug/Kg pada

BPOM No.

Bleaching cream A; 109,3 *

+

Bleaching cream B; 30,57 *
Bleaching cream C; 22,13 +#
Menurut

Bleaching cream E.

KH.00.0143.2503 tentang Public Warning/

Peringatan tentang Kosmetik Mengandung Bahan
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sedikitpun merkuri dapat bersifat racun, sehingga
penggunaan merkuri / air raksa dilarang karena

termasuk dalam logam berat (BPOM, 2009).

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan
dapat diambil kesimpulan sebagai berikut :

1. Hasil analisis kualitatif untuk kelima sampel
Bleaching cream tersebut positif mengandung
merkuri karena terdapat endapan merah
jingga.

2. Hasil penetapan kadar merkuri dalam 5
sampel Bleaching cream yang dijual secara

online dan tidak memiliki izin edar BPOM
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menunjukkan adanya merkuri dengan kadar
16,79 * 0,64 pg/Kg pada Bleaching cream A;
109,3 * 13,5 pug/Kg pada Bleaching cream B;
30,57 + 4,05 pg/Kg pada Bleaching cream C;
22,13 * 0,65 pg/Kg pada Bleaching cream D
dan 27,07 * 2,04 pg/Kg pada Bleaching cream
E.

SARAN

1. Disarankan kepada konsumen untuk lebih

berhati-hati  dalam  memilih  produk
kosmetika khususnya krim pemutih. Hindari
memilih produk yang tidak mencantumkan
nomor registrasi dari BPOM RI.

2. Hendaknya melakukan pengecekan kembali
produk yang mencantumkan nomor

registrasi melalui website resmi BPOM

(http://cekbpom.pom.go.id/) untuk
mengetahui kebenaran tentang kesesuaian
nomor registrasi dengan izin edar produk
tersebut.

3. Perlu dilakukan pemeriksaan secara berkala
oleh instansi terkait seperti BPOM untuk
semua produk yang beredar dipasaran agar
tetap terjaga keamanannya. 4. Perlu

dilakukan penelitian lebih lanjut

menggunakan produk yang lebih banyak
dengan area yang lebih luas, sehingga

hasilnya lebih representative
DAFTAR PUSTAKA
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UJI STABILITAS FISIK, KIMIA DAN MIKROBIOLOGI TABLET KUNYAH EKSTRAK ETANOL
SPIRULINA (Spirulina platensis)

PHYSICAL, CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL STABILITY TESTING OF Spirulina platensis ETANOL EXTRACT
CHEWABLE TABLET

Siti Fatmawati Fatimah!*, Nur Fitri!, Tedjo Yuwono!, Citra Ariani Edityaningrum?, Laela Hayu Nurani?

1Departemen Farmasetika dan Teknologi Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Ahmad Dahlan
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ABSTRACT

The high content of 3-carotene in Spirulina platensis can overcome vitamin A deficiency, so it is
innovated as a chewable tablet. The study aimed to determine the effect of tablet storage duration
on stability test parameters, the number of microbial contaminants, shelf life determination, and
t1/2 f3-carotene content. Spirulina platensis was macerated with 96% ethanol. Chewable tablets
were prepared by direct compress and tested for organoleptic, hardness, moisture content, total
plate count,, mold and yeast count, and E.coli qualitative test on days 0, 20, and 40. Tablets were
stored at various temperatures, RH 75% for 28 days. The f3-carotene content in the tablets was
analyzed by KLT densitometry A 453 nm, stationary phase silica gel 60 F2s4, and mobile phase
acetone: ethyl acetate (1:1). Colony count method using Standard Plate Count (SPC). The hardness
and total plate count test results on days 0, 20, and 40 tablets showed significant differences
(p<0.05). The water content and mold and yeast count, test results showed insignificant
differences (p>0.05) and were negative for E.coli. The chemical stability test results obtained the
content of f3-carotene in tablets 2.414 mg/tablet. The degradation of f3-carotene follows zero-
order kinetics with the rate constant (K) values, shelf life, and t1/2 at 25°C of 0.019 mg/day, 12
days, and 64 days, respectively, while at 5°C it has a shelf life of 4 months. The study concludes
that the length of storage has a significant effect on hardness and ALT but has no significant effect
on moisture content and AKK.

Keywords: f3-carotene, chewable tablet, Spirulina platensis, stability

ABSTRAK

Tingginya kandungan f3-karoten di Spirulina platensis dapat mengatasi defisiensi vitamin A sehingga
diinovasikan sebagai tablet kunyah. Tujuan penelitian adalah mengetahui pengaruh lama penyimpanan
tablet terhadap parameter uji stabilitas, jumlah cemaran mikroba, penentuan shelf life dan t 1/2
kandungan f3- karoten. Spirulina platensis dimaserasi dengan etanol 96%. Tablet kunyah dibuat dengan
kempa langsung dan diuji organoleptis, kekerasan, kadar air, Angka Lempeng Total (ALT), Angka Kapang
Khamir (AKK) dan uji kualitatif E.coli hari ke 0, 20, dan 40. Tablet disimpan diberbagai suhu, RH 75%
selama 28 hari. Kandungan 3-karoten dalam tablet dianalisis dengan KL T densitometri A 453 nm, fase diam
silika gel 60 F254 dan fase gerak aseton : etil asetat (1:1). Metode perhitungan koloni menggunakan
Standard Plate Count (SPC). Hasil uji kekerasan dan ALT tablet hari ke 0, 20, 40 menunjukkan perbedaan
signifikan (p<0,05). Hasil uji kadar air dan AKK menunjukkan perbedaan tidak signifikan (p>0,05) serta
negatif terhadap E.coli. Hasil uji stabilitas kimia diperoleh kandungan f3-karoten dalam tablet 2,414
mg/tablet. Degradasi 3-karoten mengikuti kinetika orde ke-0 dengan nilai konstanta kecepatan (K), shelf
life, dan t1/2 pada suhu 25°C sebesar berturut-turut 0,019 mg/hari, 12 hari, dan 64 hari, sedangkan pada
suhu 5°C mempunyai shelf life 4 bulan. Kesimpulan penelitian adalah lama penyimpanan berpengaruh
signifikan terhadap kekerasan dan ALT, namun berpengaruh tidak signifikan terhadap kadar air dan AKK.

Kata kunci: #-Karoten, Tablet Kunyah, Spirulina platensis, Stabilitas
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PENDAHULUAN

Spirulina  platensis  dapat mengatasi
defisiensi vitamin A karena banyak mengandung f3-
karoten yang merupakan provitamin A. Defisiensi
vitamin A dapat menyebabkan daya tahan tubuh
berkurang, gangguan penglihatan, gangguan
pertumbuhan serta dapat menyebabkan kematian.
Di dalam Spirulina terkandung (3-karoten sekitar
80% (Sugiharto and Ayustaningwarno, 2014)
sehingga dapat digunakan untuk menambah
asupan vitamin A tertutama anak anak yang sangat
memerlukan pemeliharaan kesehatan mata sejak
dini dan juga menambah asupan untuk ibu hamil.

Dalam wupaya peningkatan konsumsi
vitamin A, produk f3-karoten dalam ekstrak
Spirulina dibuat dengan rasa enak dan tidak
meninggalkan rasa pahit, sehingga produk £-
karoten tersebut tidak hanya disukai anak-anak
namun akan disukai oleh berbagai umur. Bentuk
sediaan yang dipilih untuk produk f-karoten
tersebut adalah tablet kunyah yang memiliki
kelebihan membantu orang tua dan anak-anak
yang mengalami kesulitan dalam menelan obat.
Tablet kunyah merupakan bentuk sediaan praktis
yang diformulasikan untuk pecah secara perlahan
lahan.

Untuk menjamin kualitas produk, tablet
kunyah Spirulina perlu dilakukannya uji stabilitas.
Uji stabilitas bertujuan untuk melihat mutu dan
keamanan tablet kunyah Spirulina selama waktu
penyimpanannya serta untuk menentukan waktu
kadaluwarsa

berhubungan  dengan

yang
penurunan sampai dengan hilangnya khasiat obat .
Hasil dari uji stabilitas merupakan syarat untuk
mendapatkan izin edar sehingga produk yang telah
dibuat dapat dipasarkan dan bermanfaat untuk
masyarakat yang mengalami masalah defisiensi

vitamin A.
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METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain maserator (IKA), rotory evaporator
(Heildolp), corong buchner, vacum pump (Tw-
0,54), waterbath (Memmert), mesin tablet single
punch (Korsch), alat uji kekerasan tablet (hardness
tester), Halogen Moisture Analyzer (HB43 Mettler
Teldo), timbangan digital AND GR 202, climatic
chamber, glassware (iwaki pyrex), porselin ware,
alumunium foil, wadah botol berkaca gelap (Amper
50 mL), labu takar (Pyrex Iwaki), Densitometer
Scanner 4 (Cammag), cawan petri, pipet ukur,
tabung rekasi (iwaki pyrex), beaker glass (iwaki
pyrex), rak tabung reaksi, mikropipet (Socorex),
yellow tip (gilson), blue tip (gilson), inkubator
(BINDER) dengan suhu 37°C, autoklaf (SHENAN),
BSC (Biological Safety Cabinet) Class 11 (Model
Guardian MSC T1200).
etanol 96%,
Spirulina platensis (diperoleh dari Musthofa
Herbal), ludipress, aerosil 200, PEG 6000, dan

Bahan yang digunakan

sakarin diperoleh dari Laboraturium Teknologi
Farmasi Universitas Ahmad Dahlan, etil asetat
(p.a), aseton, standar f3-karoten yang diperoleh
dari Laboraturium Kimia Analisis Farmasi UAD,
NaCl 0,9% b/v, kloramfenikol 1%, media PCA
(Plate Count Agar), media PDA (Potato Dextrosa
diperoleh di

Agar) Laboraturium Terpadu

Biomedik dan media TBX (Oxoid).

Identifikasi Serbuk Spirulina platensis

Identifikasi serbuk Spirulina (Spirulina
platensis) dilakukan di Laboratorium Biologi
Fakultas MIPA Universitas Ahmad Dahlan
Yogyakarta. Hasil identifikasi makroskopis dan
mikroskopis  sampel

dibandingkan dengan

penelitian Lupatini dkk (2017)
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Pembuatan ekstrak etanol 96% Spirulina
platensis

Metode yang digunakan yaitu maserasi.
Sampel sebanyak 1405 gram direndam dalam 5
liter etanol 96%. Campuran diaduk dengan
maserator selama 2 jam kemudian didiamkan 24
jam pada suhu kamar dalam wadah tertutup rapat
atau ditutupi dengan alumunium. Proses maserasi
dilakukan 3 kali. Hasil perendaman disaring
menggunakan corong buchner yang dilapisi kertas
saring Whatman nomor 41. Serbuk diremaserasi
tiga kali dan ketiga filtrat digabungkan, kemudian
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada
suhu 50°C. Ekstrak yang diperoleh didiamkan
dalam cawan porselen yang telah ditimbang dan
diletakkan di atas waterbath selama 12 jam atau
hingga diperoleh ekstrak kental. Cawan porselin
ditutup menggunakan alumunium foil yang
dilubangi. Ekstrak etanol yang diperoleh
dikeringkan dengan aerosil 200 perbandingan
ekstrak: aerosil 1:1,6 (Fatimah et al, 2021),
ditimbang dan disimpan (Rumengan and Mantiri,

2015; Erlila, 2017). Rumus rendemen dapat dilihat

pada persamaan 1.

Berat ekstrak kental

% rendemen = x 100%......(1)

Berat simplisia awal

Pembuatan Tablet Kunyah Spirulina

Pembuatan tablet kunyah Spirulina pada

penelitian ini dilakukan berdasarkan hasil
optimasi bahan pelicin aerosil 200 dan PEG 6000
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina dengan
mengacu pada Generic Drug Formulations dengan
formula yang telah dikembangkan oleh BSF
Technology (Buhler, 2001) pada tabel 1. Proses
pencampuran seluruh formula selama 25 menit
kemudian campuran diayak dengan ayakan

berukuran 0.8 mm. Massa tablet dicetak dengan

Fatimah dkk., 2023

tekanan medium  berdasarkan  hasil  uji
kompaktibilitas.
Tabel I. Formula Tabel Kunyah Spirulina
(mg/tablet)
Bahan Bobot
Ekstrak kering spirulina* 250 mg
Ludipress 245 mg
Polyethlyene glycol 6000 5 mg
Sakarin 1 mg
Aerosil 200 25 mg

Keterangan: *) ekstrak kental Spirulina platensis yang

telah dikeringkan dengan aerosil 200

Uji stabilitas tablet kunyah ekstrak etanol
spirulina

Tablet kunyah ekstrak Spirulina diuji
stabilitasnya dengan cara disimpan selama 40 hari
(Resti and Ilza, 2016) pada suhu penyimpanan
250C-30°C atau disimpan dalam desikator dengan
mengontrol kelembaban pada RH 75% dengan
larutan NaCl jenuh. Parameter uji stabilitas yang
diamati meliputi organoleptis, uji kekerasan tablet,
uji kadar air dan kandungan 8 -Karoten dalam
Tablet Kunyah Spirulina. Pengujian dilakukan pada
hari ke 0, 20, dan 40.

Uji organoleptis
Pengamatan organoleptis dilakukan dengan
mengamati warna, bau, bentuk dan rasa.

Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali

Uji kekerasan

Sebanyak 10 tablet diambil secara acak,
ditentukan kekerasannya dengan alat pengukur
kekerasan tablet. Syarat standar kekerasan tablet

kunyah (4-12 kPa) (FDA, 2018).

Uji kadar air
Dua puluh tablet digerus lalu ditimbang
sejumlah bobot 1 tablet yaitu 526 mg dan

dimasukan kedalam Halogen Moisture Analyzer.
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Setelah itu dikeringkan dengan Moisture Analyzer
pada suhu penguapan air (>100°C) selama 15
menit. Bobot sampel yang telah dikeringkan
dicatat. Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali

replikasi.

Uji Stabilitas Kimia Kandungan f3-Karoten dalam

Tablet Kunyah Spirulina

Tablet kunyah ekstrak Spirulina disimpan

28 hari pada suhu penyimpannya 40°C, 50°C (Colla,

Furlong and Costa, 2007), dan 60°Cdi dalam

climatic chamber yang diatur pada RH 75%.

Pengukuran kadar f3-karoten dilakukan sebanyak

3 kali replikasi dan diukur pada hari ke 0, 7, 14, 21,

dan hari ke 28 (Indayanti, 2014; Rahayu dan Ari.,

2018). Langkah-langkah dalam pengerjaan KLT-

densitometri yaitu :

1) Fase Gerak yang digunakan adalah aseton : etil
asetat (1:1)

2) Penentuan panjang gelombang maksimum
dengan menotolkan standar f3-karoten pada
plate yang sudah diaktifkan, lalu dielusi sampai
9 cm. Plate dikeringkan selama 1 jam. Spot
standar dibaca pada A400-500 nm (United
State Pharmacopeia, 2005)

3) Pembuatan Kurva Baku

a) Larutan Induk 3-Karoten dibuat dengan
20 mg standar f3-karoten, dimasukan
dalam labu takar 5 mL dan ditambahkan
etil asetat hingga tanda kemudian gojok
hingga homogen.

b) Pembuatan Seri Kadar Kurva Baku
Larutan dibuat 5 seri kadar larutan
kurva baku 0,100 mg/mL; 0,201 mg/mL;
0,301 mg/mL; 0,402 mg/mL; 0,502
mg/mL dengan pelarut etil asetat p.a
dalam labu takar 5 mL. Seri kadar
ditotolkan pada fase diam aktif (plate
silika gel F2s4) sebanyak 5 pl lalu

Fatimah dkk., 2023

dikeringkan dan dielusi (Mahmudah,
2018). Hasil elusi lalu dibaca
menggunakan Densitometer Scanner.
4) Penetapan Kadar f3-Karoten dalam Tablet
Kunyah Spirulina
Sebanyak 20 tablet kunyah ditimbang lalu
digerus. Diambil sebanyak 526 mg dan
dimasukan dalam labu takar 5 mlL,
ditambahkan etil asetat hingga tanda lalu kocok
10 menit. Larutan disaring menggunakan
kertas Whatman. Filtrat ditotolkan bersama
dengan larutan seri kadar kurva baku sebanyak
5 pl. Penetapan kadar dilakukan 3 kali replikasi.
Plate  dielusi kemudian dikeringkan pada
tempat gelap selama 1 jam. Hasil totolan
diamati di bawah lampu UV 254 nm. Kadar 13-
karoten dihitung berdasarkan persamaan

kurva baku.

Penentuan Kadaluarsa Tablet Kunyah
Spirulina

Berdasarkan Sinko (2011), tahapan pada
penentuan waktu kadaluwarsa obat yaitu:
1) Penentuan Orde Reaksi Degradasi Obat

Penentuan orde reaksi dilakukan pada suhu
40°C, 50°C, 60°C. Kadar B-karoten ditentukan
pada hari ke-0, 7, 14, 21, 28. Nilai koefisien
korelasi (r) ditentukan pada masing-masing
suhu, dan jika yang linier (r2 mendekati 1)
adalah:

a) konsentrasi (Ct) vs waktu (t), maka
kinetika degradasinya mengikuti orde
ke-nol;

b) In Ct vs t, maka kinetika degradasinya
mengikuti orde pertama

c) 1/Ctvs tlinier, maka kinetika reaksinya
mengikuti orde kedua.

d) Penentuan Harga K Suhu Percobaan
Tahap ini menggunakan metode studi
stabilitas

dipercepat dengan

29



Prosiding Seminar Nasional Farmasi Universitas Ahmad Dahlan

menggunakan dasar Hukum Arrhaenius

kamar, sehingga diperoleh nilai K pada suhu

dengan persamaan 2 yaitu: kamar.
LOK=LNA =22 oo (2) 3) Penentuan shelf-life
RT
Data K (tetapan degradasi obat) yang Harga K digunakan untuk menghitung besarnya
diperoleh pada suhu 40°C, 50°C, dan shelf life dan waktu kadaluwarsa. Rumus yang
60°C dibuat persamaan regresi linier In digunakan untuk penentuan shelf life dapat
1 dilihat pada tabel II.
Kvs ;
4) Penentuan waktu kadaluwarsa
2) Penentuan Harga K Suhu Kamar . )
Tanggal kadaluwarsa didapatkan dari
Persamaan yang diperoleh dari regresi linier . .
) tanggal pembuatan ditambah shelf-life yang
antara In K vs o diekstrapolasikan pada suhu telah didapatkan pada tahap perhitungan
sebelumnya
Tabel II. Penentuan Shelf-life
Orde tao tos
Ke-nol t9=0,1Co/ Ko tos=0,05 Co/Ko
pertama t90=0,105/ k1 t9s=0,051/k1
kedua t9o=10,1/ (0,90 [Do] kz)  toes=0,05 /(0,95 [Do] kz)
Kemudian disterilkan dengan autoklaf 15
Uji Mikrobiologi . N
J & menit suhu 121° C. Setelah disterilkan
1) Alat dan Bahan disterilisasi dengan autoklaf . .
kemudian didinginkan (+45°C).
suhu 121°C, 15 menit.
. 5) Penanaman Sampel
2) Pembuatan Media PCA
] . Tablet digerus dalam mortir steril, ditimbang
Media PCA ditimbang sebanyak 4,375 gram.
) ] ) sebanyak 10 gram. Sampel dimasukkan ke
Kemudian media dimasukkan ke dalam
) dalam wadah yang berisi 90 mL NaCl 0,9%
erlenmeyer, dilarutkan dengan akuades lalu
. ) steril (pengenceran 1:10) dan dikocok hingga
ditambahkan akuades hingga batas 250 mL.
o ] homogen. Pegenceran dilakukan 1:100,
Sterilasi dengan autoklaf 15 menit, suhu
1:1000 dengan NaCl 0,9% steril. Larutan
121°C, kemudian didinginkan (*45°C).
) sampel masing masing pengenceran diambil 1
3) Pembuatan Larutan Kloramfenikol 1%
) mL, kemudian dituangkan (pour plate) pada
Kloramfenikol 250 mg sebanyak 2,5 gram
] media PCA dan media PDA. Media TBX
dilarutkan dengan 250 mL akuades.
) menggunakan larutan sampel pengenceran
4) Pembuatan Media PDA

Media Potato Dextrose Agar (PDA)
ditimbang sebanyak 9,75 gram dan
dimasukkan ke erlenmeyer. Setelah itu

dilarutkan dengan larutan kloramfenikol 1%

hingga 250 mL dan dikocok homogen.
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1:100, kemudian diratakan dengan
menggunakan spreader (metode cawan sebar).
Media PCA dan TBX yang telah ditanami
sampel diinkubasi suhu 37°C selama 24-48
jam. Media PDA yang telah ditanami sampel

diinkbasi suhu 20°C-25°C selama 5-7 hari.
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Jumlah koloni bakteri dan kapang khamir pada

masing masing petri dengan berbagai
pengeceran dihitung dengan metode SPC
(Standard Plate Count) sel dalam sampel

(CFU/gram).

Analisis Data

Kekerasan, kadar air tablet, hasil ALT dan
AKK dianalisis secara statistik menggunakan SPSS
dengan menguji normalitas dan homogenitas
dengan taraf kepercayaan 95%. Uji normalitas
dilakukan dengan uji Kolmogorov-Smirnov untuk
mengetahui data terdistribusi normal atau tidak.
Uji homogenitas dilakukan dengan uji Levene
untuk mengetahui varian data homogen atau tidak.
Data dikatakan terdistribusi normal dan homogen
apabila masing masing hasil uji menunjukkan
signifikan lebih dari 0,05. Apabila hasil data
terdistribusi normal dan homogen maka analisis
selanjutnya dilakukan dengan metode parametrik
yaitu uji ANOVA, jika diterima maka lanjut ke uji

LSD untuk menunjukkan perbedaan

yang

signifikan antar pasangan kelompok perlakuan.

ey

(a)

Menurut Lupatini et al(2017) dan Saxena
dkk. (2022) Spirulina sp. merupakan organisme
autotrof yang berbentuk benang tesusun atas sel
sel  berbentuk silindris tanpa sekat pemisah
(septa) berwarna hijau kebiruan yang memiliki
filamen dengan bentuk heliks dan memiliki
trikoma tidak bercabang. Hasil dari gambar 1

menunjukkan bahwa serbuk yang digunakan
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Apabila hasil uji normlitas dan homogenitas
menunjukkan data tidak terdistribusi normal dan
tidak homogen atau salah satunya maka analisis
selanjutya dilakukan dengan metode non
parametrik yaitu uji Kruskal-Wallis dengan taraf
kepercayaan 95%. Apabila hasil signifikan <0,05,
maka dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney

dengan  taraf kepercayaan 95%  untuk
membandingkan sampel dalam satu variabel.
Apabila signifikan >0,05 berarti data berbeda tidak

bermakna.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi Simplisia

Identifikasi simplisia ini bertujuan untuk
memastikan bahwa serbuk yang digunakan benar
benar serbuk Spirulina platensis. Serbuk Spirulina
ini diperoleh dari seorang penjual yang bertempat
tinggal di Klaten, Jawa Tengah. Hasil identifikasi
tersebut diketahui bentuk mikroskopis maupun

makroskopis yang dapat dilihat pada gambar 1.

(b)

Gambar 1. Hasil Pengamatan Mikroskopis (a) dan Makroskopis (b) Spirulina platensis

adalah serbuk Spirulina platensis, karena memiliki
ciri ciri seperti pernyataan Lupatini et al. (2017)
dan yaitu memiliki makroskopis berwarna hijau
kebiruan, berbau amis, rasa pahit dan memiliki
mikroskopis berbentuk silindris yang memiliki
filamen dengan bentuk helix (spiral) dan

mempunyai trikoma.
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Pembuatan Ekstrak Etanol 96% Spirulina
platensis

Serbuk Spirulina platensis yang telah
diidentifikasi, diekstraksi dengan pelarut etanol
96%. B-karoten memiliki sifat yang non polar,
sehingga dengan menggunakan pelarut etanol
96% dapat diperoleh jumlah senyawa -karoten
yang maksimal sama seperti kelarutan senyawa
tersebut dan ekstraksinya menggunakan metode
maserasi. Metode maserasi dipilih karena
prosesnya yang sederhana, tidak memerlukan
suhu tinggi sehingga dapat mencegah kerusakan
zat aktif yang tidak tahan dengan pemanasan. Hal
ini berkaitan dengan ketidakstabilan zat aktif 8-
karoten yang bersifat mudah rusak dengan adanya
pemanasan. Meskipun demikian, metode maserasi
memiliki kelemahan penyarian kurang sempurna
karena ada proses penjenuhan dan penyariannya
lama, sehigga untuk mengoptimalkan proses
maserasi dilakukan pengadukan dengan magnetic
stirer dan penyarian kembali (remaserasi)
(Saputra, Agustini and Dewi, 2014).

Ekstrak kental diperoleh dengan cara
menguapkan cairan penyari pada sari etanol yang
telah diperoleh pada proses maserasi. Penguapan
pada suhu 50°C bertujuan agar zat aktif f3-karoten
tidak rusak, karena f3-karoten akan mengalami
perubahan stereoisomer akibat pemanasan (Hejri
et al, 2019). Alat rotary evaporator digunakan
untuk menghindari panas yang berlebihan
berkontak langsung dengan sari etanol sehingga
dapat menjaga zat aktif yang terkandung di
dalamnya tidak rusak dan kontak dengan udara
dapat dihindarkan sehingga dapat mencegah
proses oksidasi senyawa f3-karoten oleh udara.

Rendemen yang diperoleh sebesar 7,135%
lebih kecil dibandingkan rendemen Suhartini
(2018) sebesar 11,12%. Besar kecilnya hasil
rendemen

yang diperoleh menunjukkan

efektivitas proses ekstraksi. Efektivitas ekstraksi
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dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu jenis
pelarut untuk menyari, ukuran partikel serbuk,
metode dan lama ekstraksi serta suhu ekstraksi
(Saputra, 2015). Ekstrak etanol Spirulina
dilakukan wuji bebas etanol secara kualitatif
mempunyai tujuan untuk memastikan bahwa
kandungan etanol sudah tidak ada lagi dalam
ekstrak. Adanya etanol dalam ekstrak dapat
mempengaruhi pengujian mikrobiologi tablet
karena akan menghasilkan jumlah koloni yang

semu.

Pembuatan Tablet Kunyah Ekstrak Etanol
Spirulina

Sebelum dibuat tablet, ekstrak kental
Spirulina dikeringkan dengan aerosil. Pemilihan
aerosil sebagai pengering dikarenakan aerosil
bersifat higroskopis/menyerap air tetapi dengan
sifat tersebut masih memiliki sifat alir yang baik.
Pembuatan tablet kunyah tersebut menggunakan
metode kempa langsung dengan alasan menjaga
kestabilan zat aktif yang tidak tahan oleh
pemanasan. Pada penelitian ini menggunakan
formula yang sudah dioptimasi antara pelicin
aerosil 200 dan pelicin PEG 6000 dengan
perbandingan 5:1, menggunakan ludipress sebagai
bahan pengisi, dan sakarin sebagai pemanis untuk
menutupi rasa pahit pada ekstrak Spirulina

(Fatimah et al,, 2021).

Stabilitas Fisik Tablet Kunyah Ekstrak Etanol
Spirulina
Organoleptis
Tujuan dilakukannya wuji organoleptis
adalah untuk melihat kualitas dari tablet kunyah
ekstrak etanol Spirulina dengan menggunakan
indra penglihatan, perasa, penciuman dan indra
peraba. Hasil gambar 2 menunjukkan pada hari ke-
0, tablet kunyah dalam kondisi baik, tidak terdapat

kerusakan, berwarna hijau pucat, rasa manis dan
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sedikit pahit serta berbau amis. Pada hari ke-20,
tablet kunyah masih dalam kondisi baik, tidak ada
kerusakan, rasa manis dan pahit serta masih
berbau amis, berwarna hijau dan mempunyai
masalah mottling yaitu distribusi warna hijau tidak
merata. Pada hari ke-40, tablet kunyah tidak ada
perubahan bentuk, berwarna hijau lebih cerah
dengan mottling, masih berbau amis dengan rasa
manis dan pahit. Warna tablet kunyah dari hari ke-
0 sampai hari ke-40 berubah menjadi hijau gelap
karena tablet kunyah lembab.

Hal tersebut dikarenakan aerosil dan
spirulina memiliki sifat higroskopis (Saputra,
Agustini and Dewi, 2014). Aerosil yang digunakan
sebagai pelicin dan pengering menyebabkan tablet
kunyah menjadi lembab selama penyimpanan.

Hasil uji organoleptis tersebut menunjukkan

bahwa tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina tidak
stabil secara fisik pada saat disimpan karena pada
hari ke 20 sudah mengalami perubahan
organoleptis.

Saputra et al. (2014) menyatakan dengan
menambahkan serbuk Spirulina akan menutupi
bercak putih bahan pengisi yang tidak homogen.
Spirulina mengandung protein sebesar 24,327%,
hal ini yang menyebabkan Spirulina berbau amis.
Aroma amis yang khas pada Spirulina yang berasal
dari blue-geen algae yang menghasilkan senyawa
geosmin dan metyl isoborneol (Insan et al, 2004).
Saputra et al. (2014) juga menyatakan banyaknya
Spirulina yang digunakan berbeda nyata terhadap
rasa tablet, tablet menjadi lebih pahit dengan

penambahan Spirulina.

(c)

Gambar 2. Organoleptis tablet kunyah ekstrak etanol spirulina pada hari ke 0 (a), hari ke 20 (b), dan hari
ke 40 (c)

(a) (b)
Kadar Air Tablet Kunyah
Hasil gambar 3 menunjukkan bahwa

semakin lama penyimpan makan kadar air tablet
kunyah semakin meningkat. Hasil ini berkorelasi
dengan kekerasan tablet yang semakin lama
semakin menurun. Berdasarkan Narang et al.
(2012), air atau lembab yang terdapat dalam tablet
berlebihan  akan

dengan jumlah  yang

menyebabkan  stabilitas tablet terganggu.
Gangguan tersebut dapat berasal dari reaksi kimia

seperti terjadinya penguraian, oksidasi, reduksi
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oleh cairan sebagai katalisator degradasi zat aktif,
tablet akan mudah ditumbuhi oleh mikroba.
Disamping itu, kadar air yang berlebihan
berpengaruh pada kompresibilitas tablet karena
air akan mengisi rongga antar tablet. Kadar air
yang berlebihan juga akan menyebabkan tablet
menjadi sulit terbasahi pada saat disolusi (Voight,
1989) sehingga menyebabkan tablet akan lebih
sulit hancur di dalam lambung. Kadar air dalam
tablet juga akan mempengaruhi daya serap yang

berpengaruh pada waktu hancur tablet sepert
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pada penelitian Viljoen dkk. (2014). Pada
penelitian tersebut terbukti kadar air memiliki

pengaruh yang cukup besar terhadap tabletabilitas

7,L6

Kadar air (%)

dan disintegrasi tablet yang dibuat dari serbuk

kitosan.

7,191 7,106

Hari ke-0

Hari ke-20

Hari ke- 40

Gambar 3. Hasil Uji Kadar Air Tablet Kunyah Ekstrak Etanol Spirulina

Sifat higroskopis aerosil dan Spirulina
akan mempengaruhi kelembaban dari tablet.
Aerosil yang memiliki gugus silanol mampu
mengikat air dengan membentuk jembatan

hidrogen. Semakin lama kontak dengan udara,

maka tablet akan semakin lembab yang
mengakibatkan kadar air tablet menjadi
bertambah.

Meskipun kadar air mengalami peningkatan
selama penyimpanan, kadar air tablet kunyah
Spirulina masih memenuhi persyaratan yaitu <10
% (BPOM, 2019). Disamping itu, hasil analisis uji
Mann Whitney menunjukkan kadar air hari 0
dengan hari 20, hari ke 0 dengan hari 40 dan hari
20 dengan hari 40 ada perbedaan tidak signifikan.
Hasil tersebut menunjukkan kadar air tablet
kunyah ekstrak etanol Spirulina relatif stabil

terhadap lama penyimpanan.

Kekerasan Tablet Kunyah Ekstrak Etanol Spirulina
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Tablet kunyah dalam penggunaannya tidak
mempermasalahkan tingginya kekerasan tablet
karena tablet kunyah terlebih dahulu dihancurkan
secara mekanik di dalam mulut dengan adanya
proses pengunyahan. Dengan demikian, tidak ada
kekhawatiran terhadap tablet yang memiliki
kekerasan tinggi tidak dapat hancur. Kekerasan
tablet dipengaruhi oleh tekanan kompresi, sifat
bahan yang dikempa serta jumlah dan jenis bahan
pengikat yang digunakan.

Kekerasan meningkat dengan meningkatnya gaya
kompresi sementara kerapuhan menurun.
Densitas meningkat dengan meningkatnya gaya

kompresi, sementara porositas menurun.

(Abul et al, 2014). Kekerasan tablet kunyah
Spirulina yang stabil dan memenuhi syarat
kekerasan tablet kunyah antara 4-12 kPa akan
menggambarkan kualitas fisik yang baik (FDA,
2018). Hasil peneltian ini disajikan pada gambar 4.
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4,}9

Kekerasan (kP)

Hari ke-0

Hari ke-20

Hari ke- 40

Gambar 4. Hasil uji kekerasan tablet kunyah selama 40 hari

Gambar 4 menunjukkan bahwa penyimpanan
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina selama 40
hari memenuhi persyaratan 4-12 kPa (FDA, 2018).
PEG 6000 yang terdapat dalam tablet selain
berfungsi sebagai Iubricant juga sebagai pengikat,
sehingga adanya PEG 6000 akan mengikat lebih
kuat antara partikel-partikel (Sugita, 2006).
Namun adanya Spirulina platensis yang dapat
menyerap air

kompaktibilitas tablet (Saputra, 2015). Jumlah PEG

menyebabkan  penurunan
6000 dalam tablet yang tetap, tetapi kandungan air

tablet  kunyah meningkat  menyebabkan
penurunan kemampaun mengikat dari PEG 6000.
Selain itu, Spirulina dan aerosil mengikat air dari
udara sekitar

menyebabkan terjadinya

pembesaran porositas pada tablet sehingga
kekerasan menurun dan tablet menjadi mudah
rapuh.

Berdasar analisis uji Uji Mann-Whitney
<0,05. Nilai

menghasilkan nilai signifikansi

tersebut menunjukkan perbedaan signifikan
terhadap kekerasan tablet kunyah yang disimpan
selam 40 hari. Kekerasan tablet kunyah ekstrak
etanol Spirulina tidak stabil selama penyimpanan

40 hari.

Uji stabilitas kandungan f3-karoten dalam
tablet kunyah spirulina
Metode stabilitas dipercepat merupakan

metode yang menggunakan suhu di atas suhu real
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time yang bertujuan untuk mempercepat
degradasi. Uji stres merupakan uji yang
menggunakan kondisi penyimpanan ekstrim
dengan menggunakan suhu di atas suhu

accelerated test seperti suhu 50 °C, 60°C untuk
meningkatkan kecepatan penguraian suatu obat.
Tujuan dari uji ini adalah untuk menentukan
parameter kinetik dalam waktu singkat sehingga
waktu kadaluwarsa dapat diprediksi. Pada metode
jangka panjang (real time) menggunakan suhu
30°C+2, sedangkan suhu yang digunakan untuk
stabilitas dipercepat (accelerated test ) yaitu
40°C+2 (Bajaj, Singla and Sakhuja, 2012).

1) Penentuan panjang gelombang maksimum

Berdasarkan hasil pembacaan dengan KLT-
densitometri, diperoleh panjang gelombang
serapan maksimum standar (3-karoten sebesar 453
nm, sehingga penetapan kadar mula mula -
karoten dalam tablet kunyah ekstrak etanol
Spirulina menggunakan panjang gelombang 453
nm.
2) Pembuatan kurva baku dan penetapan
kadar mula-mula (3-karoten dalam ekstrak
etanol spirulina

Persamaan kurva baku hubungan antara
kadar B-Karoten (x, dalam mg/ml) dan AUC (y,
dalam mV) yang diperoleh adalah y = 25556x +
12140 dengan nilai r sebesar 0,9869. Penetapan

kadar mula-mula bertujuan menentukan Co (kadar

mula-mula) B-Karoten dalam tablet kunyah yang
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digunakan untuk menghitung shelf life

Tabel III. Kadar B-karoten dalam Tablet Kunyah Ekstrak Etanol Spirulina

AUC Sampel (mV)

Kadar (mg/tablet)

24213,5

24145,4
24744,1

2,382
2,372
2,487

Rata-ratax SD

2,414+ 0,064

Tabel III menunjukkan kadar [-karoten
dalam tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina
sebesar (2,414+0,064) mg/tablet. Kandungan (-
karoten dalam 1 tablet kunyah ekstrak etanol
Spirulina tersebut dapat memenuhi kebutuhan -
karoten dalam sehari 2400 pg untuk balita dan
3600 pg untuk orang dewasa (BPOM RI, 2003).

3) Penetapan Kadar -Karoten dalam Ekstrak

Etanol Spirulina 40°C,50 °C dan 60 °C

2,50

NN
o PN
N

'3

)

2,00

Tujuan dari penetapan kadar [-karoten
dalam tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina pada
suhu 40°C, 50°C, 60°C hari ke-0, 7, 14, 21, dan 28
adalah untuk melihat perbedaan kadar p-karoten
dalam tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina
selama selang waktu 7 hari dan untuk menentukan
shelflife. Penyimpanan tablet kunyah ekstak etanol
Spirulina pada suhu 40°C, 50°C, 60°C bertujuan
untuk mempercepat degradasi 3-karoten sehingga

waktu untuk penentuan shelf life lebih singkat.
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Gambar 5. Kurva hubungan lama penyimpanan dan kadar 3-karoten dalam Tablet Kunyah Ekstrak

Etanol Spirulina

Gambar 5 menunjukkan bahwa kadar -
karoten dalam tablet kunyah ekstrak etanol
Spirulina mengalami penurunan selama selang
waktu 7 hari. Hal ini dikarenakan f3-karoten
memiliki struktur ikatan rangkap terkonjugasi

yang kaya elektron yang membuatnya tidak stabil
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terhadap oksidasi, panas dan cahaya (Hejri et al,
2019). Panas juga dapat menyebabkan f3-karoten
mengalami  isomerisasi.  Isomerasi  dapat
menyebabkan penurunan intensitas warna dan
titik cair (Legowo, 2005). Penurunan intensitas

warna akan menyebabkan perubahan panjang
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gelombang senyawa f3-karoten ketika dideteksi

dengan menggunkan KLT-densitometri.

4) Shelf life -karoten

Penentuan shelf life B-karoten dalam tablet
kunyah ekstrak etanol Spirulina bertujuan untuk
melihat masa obat dimulai diproduksi sampai
senyawa [3-karoten tinggal 90%. Sedangkan waktu
kadaluwarsa yaitu waktu yang dinyatakan dalam
bulan dan tahun yang mana obat tidak lagi

memenuhi persyaratan. Dalam penentuan shelf life

dan waktu Kkadaluwarsa, terlebih dahulu
melakukan penentuan orde reaksi, penentuan
harga K pada berbagai suhu dan penentuan harga
K pada suhu kamar. Pada penelitian ini, tablet
kunyah ekstrak etanol Spirulina menghasilkan
orde reaksi ke-0 karena 3 suhu pengujian yaitu
40°C, 50°C dan 60°C menghasilkan nilai regresi (r)
yang paling besar pada hasil regresi antara Ct
(kadar) dengan t (waktu) yaitu 0,989 seperti pada

tabel IV.

Tabel IV. Penentuan Orde reaksi

Hari (t) Kadar (Ct, dalam mg/tablet)
40°C 50°C 60 °C
Ct Ln Ct 1 Ct Ln Ct 1 Ct Ln Ct 1
Ct Ct Ct
2,167 0,773 0,461 2,101 0,742 0,476 2,006 0,696 0,498
7 2,046 0,716 0,489 1,912 0,648 0,523 1,751 0,560 0,571
14 1,822 0,600 0,549 1,708 0,535 0,585 1,412 0,345 0,708
21 1,543 0,434 0,648 1,217 0,196 0,822 0,619 -0,480 1,616
28 1,250 0,223 0,800 0,818 -0,201 1,222 0,321 -1,136 3,115
R -0,989 -0977 0,960 -0,980 -0,956 0,920 -0,981 -0953 0,895
B -0,033  -0,020 0,012 -0,046 -0,033 0,026 -0,064 -0,067 0,090
A 2,233 0,826 0,422 2,203 0,852 0,367 2,122 0,938 0,046
Tabel V. penentuan harga K pada berbagai suhu
Suhu (°C) Suhu (T dalam K) 1 K (mg/hari) LnK
T
40 313 3,195+103 0,033 -3,411
50 323 3,096+103 0,046 -3,079
60 333 3,003+£103 0,064 -2,749

Selanjutnya melakukan penentuan harga K
pada berbagai suhu yang diperoleh dari nilai
negative slope masing masing suhu. Tabel V
menunjukkan suhu 60°C mempunyai nilai K lebih
besar dibandingkan suhu 40°C dan suhu 50°C. Hal
ini dikarenakan semakin tinggi suhu penyimpanan

maka kecepatan degradasi [(-karoten menjadi

meningkat. Harga K pada suhu kamar (25°C)
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ditentukan dari persamaan Arrhenius yang dibuat

regresi linier hubungan antara In K vs % yang

menghasilkan persamaan Ln Ko = —3446,903 % +

7,599. Dari persamaan yang dihasilkan dapat
disubstitusikan pada suhu kamar,

diperoleh nilai K suhu kamar (25°C) sebesar 0,019

sehingga

mg /hari.
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Hasil dari nilai K suhu kamar (25°C )
mempunyai shelf life f3-karoten dalam tablet

kunyah ekstrak etanol Spirulina suhu 25°C dengan

0,10 CO
Ko

rumus sebesar 12 hari dan t % diperoleh

selama 64 hari. Penentuan shelf life 3-karoten
dalam tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina pada
suhu 5°C dengan metode Qio. Nilai Qio sering
dibuat dengan menggunakan nilai 3 yang
sebanding dengan nilai energi aktivasi sebesar
19,4 kkal/mol (Yowono, Binarjo and
Edityaningrum, 2015). Dari hasil perhitungan
dengan metode Qio, shelf life f3-karoten dalam
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina pada suhu
5°C selama 4 bulan. Dari hasil tersebut
penyimpanan tablet kunyah ekstrak etanol yang
sesuai pada suhu 5°C (di dalam kulkas), karena
memiliki shelf life lebih lama dibandingkan shelf life

pada penyimpanan pada suhu 25°C.

Stabilitas Mikrobiologi
Pengkondisian uji mikrobiologi

Langkah awal penelitian ini dimulai dengan
pengenceran sampel 1:10 , 1:100 dan 1:1000
dengan menggunakan larutan NaCl 0,9% untuk
memudahkan menghitung koloni bakteri yang
tumbuh pada Plate Count Agar (PCA) untuk uji
ALT, memudahkan menghitung koloni kapang
khamir yang tumbuh pada Potato Dextrosa Agar
(PDA) untuk uji AKK dan pengeceran 1:100 untuk
uji kualitatif E-coli dengan media TBX. Larutan
NaCl 0,9% merupakan larutan isotonis yang
kondisinya seperti cairan yang ada di dalam tubuh,
sehingga bakteri dan kapang khamir dapat tumbuh
dengan menggunakan larutan ini. PCA sebagai
media pertumbuhan yang mengandung banyak
nutrisi yang diperlukan oleh bakteri sehingga
bakterinya akan tumbuh dengan baik. PDA
merupakan media yang digunakan untuk memacu

produksi konidia oleh fungi, sedangkan TBX
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sebagai media yang memberikan reaksi warna
hijau kebiruan jika positif E.coli. Penanaman
sampel pada penelitian ini menggunakan metode
cawan tuang ( pour plate) yang memiliki kelebihan
dapat mengetahui bakteri aerob dan anaerob.
Bakteri aerob akan berada diatas (oksigen),
sedangkan bakteri anaerob berada di dalam media.

Untuk menghasilkan koloni bakteri yang
sebenarnya dari sampel, maka penyimpanan
sampel dalam inkubator dengan posisi terbalik
pada suhu 37°C dengan masa inkubasi 24-48 jam.
Hal ini dikarenakan, apabila terjadi pengembunan
pada media selama inkubasi akan mengakibatkan
kontaminasi, maka dengan posisi terbalik airnya
tidak menetes pada media, tetapi akan menetes
pada tutup cawan petri. Sedangkan uji AKK,
penyimpanan sampel pada suhu 20°C-25°C masa
inkubasi selama 5-7 hari dengan posisi tidak
terbalik. Untuk mencegah tumbuhnya bakteri pada
uji AKK yang dapat mengganggu perhitungan
koloni kapang khamir maka perlu ditambahkan

antibiotik kloramfenikol sebesar 1%.

Uji Angka Lempeng Total

Pada prinsipnya perhitungan angka
lempeng total ini hanya untuk melihat jumlah total
bakteri berupa bakteri patogen maupun non
patogen dalam suatu sampel, dan hanya melihat
secara empiris saja, karena setiap spesies bakteri
dalam pertumbuhannya membentuk koloni
sendiri. Persyaratan mutu untuk sediaan yaitu
cemaran mikroba seperti ALT <10% CFU/gram
(BPOM, 2019).

Hasil tabel VI menunjukkan bahwa ALT
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina memenuhi
<10% CFU/gram dan

persyaratan adanya

pertumbuhan jumlah koloni bakteri selama
penyimpanan 40 hari. Hal ini dikarenakan adanya
kandungan air dalam tablet dan adanya oksigen

(udara) di dalam wadah penyimpanan tablet. Air
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dan oksigen merupakan faktor pertumbuhan

bakteri selain itu tablet tidak menggunakan bahan

pengawet sehingga tidak ada =zat yang

menghambat pertumbuhan bakteri.

Tabel VI. Angka lempeng total pada Hari ke-0,20, dan 40

Hari ke- Angka lempeng total + SD (CFU/gram)
0 7x102+ 2,4x102
20 2,6x103+0,4x103
40 4,2x103+ 0,7x103

Hasil uji LSD pengaruh lama penyimpanan
terhadap ALT tablet kunyah menunjukkan nilai
signifikasi <0,05. Hal tersebut menunjukkan
terdapat perbedaan signifikan pada nilai ALT
karena pengaruh lama penyimpanan. Berdasar
hasil tersebut, lama penyimpanan tablet kunyah
etanol selama 40 hari

ekstrak Spirulina

menunjukkan hasil yang tidak stabil yang

menyebabkan peningkatan ALT secara signifikan.

Uji Angka Kapang Khamir
Cemaran fungi melebihi batas yang telah

ditentukan akan mempengaruhi stabilitas sediaan

obat dan terdapat banyak mikotoksin yang
berbahaya bagi kesehatan. Salah satu mikotoksin
adalah  aflatoksin yang dapat menyebabkan
kanker,

aflatoksin yang paling toksik (IARC, 2002). Kondisi

terutama Aflatoksin B1 merupakan

yang lembab merupakan tempat tumbuhnya
kapang khamir. Tablet dengan bahan tambahan
yang bersifat higroskopis akan lebih mudah
lembab Hal ini yang menyebabkan kapang dan
khamir mengalami pertumbuhan di dalam tablet.

Hasil uji AKK dapat dilihat pada tabel VII.

Tabel VII. Angka kapang khamir pada hari ke-0, 20, dan 40

Hari ke- Angka kapang khamir + SD (CFU/gram)
0 1,5x103+ 2x102
20 1,9x103+ 1x102
40 4,2x103+ 2x103
Hasil dari tabel VII menunjukkan bahwa AKK sehingga tidak ada yang menghambat
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina melebihi pertumbuhan kapang khamir. Selain ity,
batas persyaratan AKK tablet yaitu sebesar < 103 pertumbuhan angka kapang khamir dapat

CFU/gram. Hal ini dikarenakan kapang khamir
sudah terbentuk selama penyimpanan ekstrak dan
mengalami pertumbuhan selama penyimpanan
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina karena

tablet tidak menggunakan bahan pengawet
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disebabkan karena tablet kunyah ekstrak etanol
Spirulina menyerap air dari udara sekitar yang
disebabkan oleh sifat higroskopis dari Spirulina
dan aerosil. Hal ini yang menyebabkan tablet

menjadi lembab. Lembab merupakan tempat
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tumbuhnya kapang dan khamir. Proses
penyerapan air dari udara oleh tablet dapat
dikarenakan wadah dan tutup wadah tablet yang
kurang kedap udara sehingga menyebabkan udara
masuk ke dalam wadah.

Hasil perhitungan uji mann-whitney AKK
tablet kunyah pada penyimpanan hari ke-0 hingga
hari ke 40 diperoleh nilai signifikansi >0,05. Hasil
tersebut menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan pertumbuhan kapang khamir yang
dapat disebabkan pertumbuhan AKK lebih lambat
dibandingkan pertumbuhan bakteri. Berdasar
hasil analisis tersebut, lama penyimpanan tablet
kunyah  ekstrak  etanol  Spirulina tidak
mempengaruhi pertumbuhan terhadap jumlah

koloni kapang khamir (angka kapang khamir).

Uji Kualitatif Bakteri E.coli

Tujuan uji kualitatif untuk melihat ada atau
tidaknya pertumbuhan E.coli pada sampel.
Berdasarkan hasil pengujian 3 waktu yaitu hari ke
0, hari ke 20 dan hari ke 40 tidak menghasilkan
perubahan warna media TBX menjadi hijau
kebiruan. Warna hijau kebiruan pada media TBX
menunjukkan bahwa sampel positif terdapat
bakteri E.coli. Berdasar hasil tersebut, tablet
kunyah ekstrak etanol Spirulina negatif terhadap

bakteri E.coll.

KESIMPULAN

Berdasar hasil penelitian diatas maka lama
penyimpanan berpengaruh signifikan terhadap
kekerasan tablet, nilai ALT tablet kunyah ekstrak
etanol Spirulina dan tablet kunyah tersebut
mengalami perubahan warna yaitu warna hijau
menjadi lebih cerah, tidak ada perubahan bentuk,
mempunyai masalah mottling, masih berasa pahit
dan bau amis selama penyimpanan 40 hari.

Sedangkan lama penyimpanan berpengaruh tidak
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signifikan terhadap kadar air dan nilai AKK tablet
kunyah ekstrak etanol Spirulina. Shelf life yang
diperoleh pada suhu 25°C selama 12 hari dan t%
selama 64 hari sedangkan pada suhu 5°C memiliki
shelf life selama 4 bulan. Sehingga penyimpanan
tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina yang sesuai
pada suhu 5°C (kulkas). Selama penyimpanan 40
hari tablet kunyah ekstrak etanol Spirulina
memenuhi persyaratan mutu nilai ALT yaitu < 10*
CFU/gram dan negatif terhadap bakteri E.coli
sedangkan nilai AKK tidak memenuhi persyaratan

karena > 103 CFU/gram.
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ARTIKEL

KARAKTERISTIK KRIM EKSTRAK ETANOL DAUN SALAM (Syzygium polyanthum W.) terhadap
Staphylococcus aureus

CHARACTERISTICS of BAY LEAF (Syzygium polyanthum W.) ETHANOL EXTRACT CREAM On Staphylococcus
aureus

Lina Widiyastuti!®, Gusti Firdaus Al Hadhi Lesay?, Widyasari Putranti?!
1Farmasetika dan Teknologi Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Ahmand Dahlan

ABSTRACT

The ethanol extract of bay leaves contains tannin, flavonoid, and essential oil showing
antibacterial properties. This research aimed to determine the effectiveness of the ethanol extract
cream of bay leaves as an antibacterial against Staphylococcus aureus. The research was
conducted by preparing three formulations/compositions containing extract concentration at
20% (F1),30% (F2),and 40% (F3). The cream was tested for its physical characteristics, including
organoleptic, viscosity, homogeneity, pH, adhesion and spreadability, and antibacterial activity
test against Staphylococcus aureus. The test results showed that all cream formulas produced
were homogeneous, having a viscosity (cPs) of 6337.99 + 264.08; 10852.68 * 488.38, and
13165.26 £ 602.41 respectively, for F1, F2, and F3 in line with the spreading diameter (cm) which
decreased from F1 to F3 by 6.31+0.05; 5.81+0.12; and 4.05+0.05. The cream has a pH of 7.67 *
0.02; 7.69 £ 0.01; 7.24 + 0.17. And adhesion time (seconds) 5.91 + 0.18; 12.90 + 0.53; 33.74 + 1.2.
The cream was shown to be effective against Staphylococcus aureus with an inhibition zone value
(mm) of 13.50 £ 0.5; 13.50 + 1; 13.67 + 0.2Based on the data, the ethanol extract of bay leaves can
be formulated into cream preparations showing physical characteristics that meet the
requirements and have a strong antibacterial effect against Staphylococcus aureus bacteria.

Keywords: extract, cream, Staphylococcus aureus, Syzygium polyanthum

ABSTRAK

Ekstrak etanol daun salam memiliki kandungan tanin, flavonoid, dan minyak atsiri yang berkhasiat sebagai
antibakteri. Penelitian dilakukan untuk mengetahui efektifitas krim ekstrak etanol daun salam sebagai
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Penelitian dilakukan dengan membuat 3 formula krim dengan
konsentrasi ekstrak berturut-turut sebesar 20% (F1), 30% (F2), dan 40% (F3). Krim selanjutnya diuji
karakter fisiknya meliputi organoleptis, viskositas, homogentitas, pH, daya lekat, dan daya sebar. Uji
antibakteri terhadap Staphylococcus.aureus dilakukan pada formula krim dengan karakteristik fisik yang
memenuhi persyaratan. Hasil uji menunjukkan bahwa semua formula krim yang dihasilkan homogen,
memiliki viskositas (cPs) sebesar 6337,99 + 264,08; 10852,68 + 488.38 dan 13165,26 + 602,41 berturut-
turut untuk F1, F2, dan F3 sejalan dengan diameter sebarnya (cm) yang menurun dari F1 ke F3 sebesar
6.31+0,05; 5,81+0,12 dan 4,05+0,05. Krim memiliki pH 7,67 + 0,02; 7,69 + 0,01; 7,24 + 0,17 dan waktu lekat
(detik) 5,91 + 0,18; 12,90 + 0,53; 33,74 + 1,2 Krim menunjukkan efektif terhadap Stapylococus aureus
dengan nilai zona hambat (mm) 13,50 * 0,5; 13,50 * 1; 13,67 + 0,2. Berdasarkan data yang diperoleh
ekstrak etanol daun salam dapat diformulasi menjadi krim dengan karakter fisik yang memenuhi
persyaratan dan memiliki efek antibakteri kuat pada bakteri Staphylococcus aureus.

Kata kunci: ekstrak, krim, Staphylococcus aureus, Syzygium polyanthum
PENDAHULUAN Daun salam memiliki kandungan senyawa

kimia yang terdiri dari tanin, flavonoid, dan

minyak atsiri, termasuk asam sitrat dan eugenol

*Corresponding author. Email: Email: lina.widiyastuti@pharm.uad.ac.id 42
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(Sumono & SD, 2008). Dalam beberapa penelitian
disebutkan daun salam dapat digunakan pada
pengobatan diabetes mellitus (Silalahi, 2017),
antioksidan (Wong et al, 2006), antikolesterol
(Prahastuti etal, 2011), dan antimikroba (Lau et al,
2015).

Dalam penelitian Ismail, dan Wan Ahmad
(2019) serta Silalahi (2017), disebutkan bahwa
ekstrak daun salam mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus, Eschericia coli,
Bacillus  subtilis, Salmonella  typhi, serta
menunjukkan efek terhadap beberapa jamur
seperti Akternaria alternate, dan Colletotrichum
capsicii. Senyawa dalam daun salam yang
memberikan efek antibakteri diantaranya adalah
flavonoid yang dapat mendenaturasi protein
sehingga terjadi kerusakan pada dinding sel
bakteri, tanin mengganggu permeabilitas
membrane sel bakteri, dan alkaloid mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel
bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian
sel bakteri (Tammi et al, 2018).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri
gram positif. Bakteri ini pada umumnya tumbuh di
atas lapisan mukosa kulit dan selaput lendir pada
manusia. Beberapa penyakit yang disebabkan oleh
infeksi bakteri S. aureus di antaranya adalah bisul,
jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Bakteri ini juga
merupakan penyebab infeksi nosocomial,
keracunan makanan, dan sindroma syok toksik
(Ryan et al, 1994; Warsa, 1994). Dikarenakan
bakteri ini umum dijumpai pada kulit manusia
maka krim cocok digunakan untuk mengatasi
infeksi bakteri S. aureus.

Untuk mempermudah dalam penggunaan,
ketepatan dosis, serta higienitas apabila
dibandingkan dengan digunakan secara langsung,
maka ekstrak etanol daun salam perlu dibuat

menjadi krim. Krim yang baik umumnya memiliki
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sifat yaitu stabil, lunak, homogen, mudah
digunakan, serta mudah dihilangkan pada kulit.
Untuk memperoleh krim yang baik maka perlu
dilakukan  formulasi. Menurut Farmakope
Indonesia edisi VI, krim merupakan sediaan
produk yang terdiri dari emulsi minyak dalam air
atau dispersi mikrokristal asam asam lemak atau
alcohol berantai Panjang dalam air, yang dapat
dicuci dengan air dan lebih ditujukanuntuk

penggunaan kosmetika dan estetika.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah Timbangan
analitik (Ohaus), glassware (Pyrex), mortir dan
stamper, cawan porselen, waterbath (Memmert),
Viscometer Rheosys Merlin VR, pH meter (Ohaus),
alat uji daya lekat, alat uji daya sebar, cawan petri,
tabung reaksi, blue tip, yellow tip, incubator
(Memmert), autoclave (Shenan), spreader, jarum
ose, pembakar bunsen, mikropipet (Socorex),
penggaris, alat pelubang steril, magnetic stirrer
(Thermo), BSC (Monmouth).

Bahan yang digunakan pada pembuatan
sediaan krim adalah: ekstrak etanol daun salam
yang sudah distandarisasi dan teridentifikasi
kandungannya, yang didapat dari tim peneliti di
Laboratorium Universitas Ahmad Dahlan (UAD)
Yogyakarta. Bahan tambahan dengan derajat
farmasetis : asam stearat, trietanolamin (TEA),
paraffin cair, adeps lanae, nipagin dan aquadest.
Untuk pengujian efek antibakteri diperlukan
Staphylococcus aureus dan bahan lain, antara lain
NaCl fisiologis 0,9%, media agar MHA (Muller
Hinton Agar), dan NA (Nutrient Agar).

Pembuatan Sediaan Krim
Krim dibuat dengan bahan-bahan seperti pada

tabel berikut:

43



Prosiding Seminar Nasional Farmasi Universitas Ahmad Dahlan

Tabel 1. Formula Krim Ekstrak Etanol Daun Salam

Nama Bahan Formula 1 Formula 2 Formula 3

Ekstrak etanol daun salam 20% 30% 40%
Asam stearat 16% 16% 16%
Trietanolamin (TEA) 7% 7% 7%
Parafin cair 10% 10% 10%
Adeps lanae 3% 3% 3%
Nipagin 0,15% 0,15% 0,15%
Aquadest (ad) 100% 100% 100%

Bahan-bahan yang dibutuhkan wuntuk
membuat sediaan krim, sesuai dengan table I,
ditimbang untuk 50 gram krim dari masing-
masing formula. Dibuat fase minyak dengan cara
mencampurkan paraffin cair, adeps lanae, dan
asam stearat diatas penangas air dengan suhu
75°C. Fase air dibuat dengan mencampurkan
aquadest dan trietanolamin (TEA) dalam cawan
porselen, dihangatkan diatas penangas air dengan
suhu 75°C. Selanjutnya fase air dan fase minyak di
campur dan diaduk homogen hingga terbentuk
basis krim di dalam mortir yang telah
dihangatkan. Berikutnya ditambahkan ekstrak
etanol daun salam sesuai yang tertera pada

formula, dan diaduk hingga homogen.

Uji Sifat Fisik Sediaan Krim

Uji Organoleptik
Pengujian  ini  dilakukan  dengan

mengamati sediaan krim, hal yang diamati

meliputi warna, bau, dan konsistensi krim.

Uji Viskositas
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Pengukuran viskositas sediaan dilakukan
dengan menggunakan alat Viskosimeter Rheosys
Merlin VR menggunakan spindle cone and plate
2.0/30 mm. Parameter pengukuran diatur sama
sehingga semua formula mengalami perlakuan
yang sama, lalu dijalankan melalui komputer
dengan perangkat lunak Rheosys micra (Puspita

etal,2020).

Uji Homogenitas

Krim ditimbang 1 gram kemudian
oleskan pada sekeping kaca transparan. Diamati
jika masih ada partikel-partikel kasar dan terjadi

pemisahan fase pada krim (Apitalau, et al 2021).

Uji pH

Krim ditimbang 1 gram, selanjutnya
diencerkan dengan aquadest 10 ml. Elektroda pH
meter dimasukkan dalam sediaan krim yang telah

diencerkan dengan aquades (Azkiya et al, 2017).

Uji Diameter Sebar
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Krim ditimbang 1 gram, selanjutnya
diletakkan ditengah kaca alat uji. Kaca penutup
yang telah ditimbang diletakkan di atas massa
krim dan dibiarkan selama 1 menit. Diukur
diameter krim yang menyebar. Selanjutnya
ditambahkan bebans 150 gram, didiamkan selama

1 menit dan dicatat diameter krim yang menyebar.

Uji Daya Lekat

Krim ditimbang 500 mg diletakkan di atas
gelas objek yang telah ditentukan luasnya. Gelas
objek yang lain diletakkan di atas krim dan
ditekan dengan beban 1 kg selama 5 menit.
Selanjutnya pasang objek gelas pada alat uji.
Beban seberat 80 gram dilepaskan dan catat
waktu yang diperlukan sampai kedua gelas objek

terlepas (Azkiya et al, 2017).

Uji Antibakteri Staphylococcus aureus

Biakan bakteri diambil satu ose dari
tabung reaksi. Ose digoreskan pada media agar,
dan di inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Satu ose koloni Staphylococcus aureus diambil dari
media padat ke tabung reaksi yang telah berisi 5
mL larutan NaCl fisiologis 0,9%. Standarisasi
kekeruhan suspensi koloni dengan standar 0,5
McFarland 108 CFU/ml (Nurhayati et al, 2020).
Dilanjutkan dengan pengenceran sebanyak 100
kali menggunakan NaCl fisiologis 0,9%,
konsesntrasi suspensi bakteri 106 CFU/ml
(Siahaan, 2013).

Suspensi bakteri dengan konsentrasi 106
CFU/ml yang telah dibuat diinokulasikan pada
media Mueller Hinton Agar (MHA) sebanyak
100pul menggunakan mikropipet, ratakan dengan
spreader, diamkan hingga suspensi bakteri
meresap ke media agar. Buat sumuran pada media
menggunakan alat pelubang steril, masukkan
sampel uji kedalam sumuran, dilanjutkan dengan

proses inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
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(Nurhayati et al,2020). Sebagai kontrol positif
digunakan krim neomycin sulfat, dan basis krim

sebagai kontrol negatif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan Krim Ektrak Etanol Daun Salam

Pembuatan  krim diawali dengan
mengelompokkan bahan dalam formula menjadi
kelompok fase air dan fase minyak. Untuk
mempermudah pencampuran, bahan-bahan fase
minyak di leburkan dengan cara dipanaskan
diatas penangas air dengan suhu 75°C. Untuk
mempermudah pencampuran fase air dan fase
minyak, maka fase air juga dihangatkan terlebih
dahulu. Kedua fase diaduk cepat hingga terbentuk
basis krim dalam mortar hangat untuk mencegah
pengumpalan fase. Setelah terbentuk basis krim
ditambahkan ekstrak etanol daun salam dan

diaduk homogen. Krim yang terbentuk duji sifat
fisiknya yang meliputi:

Uji Organoleptis

Uji ini dilakukan untuk mengetahui
tampilan fisik krim krim yang meliputi, warna, bau
dan konsistensi sediaan. Adapun hasil uji
organoleptis semua formula krim ekstrak etanol
daun salam memberikan warna cokelat kehijauan,
bau khas daun salam, dan konsistensi semi solid.
Uji Viskositas

Uji ini dilakukan untuk viskositas sediaan.
Masing-masing formula menunjukkan sifat alir
pseudoplastis, dimana semakin besar laju geser
yang diberikan, maka viskositas akan semakin
menurun. Krim yang baik memiliki viskositas
sebesar 4000-40.000 cPs. Hasil uji viskositas
disajikan pada tabel II.

Tabel II. Hasil uji viskositas krim
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Formula Viskositas (cPs)
F1 6337,99 + 264,08
F2 10852,68 + 488.38
F3 13165,26 + 602,41

Berdasarkan data pada tabel di atas
seluruh formula krim memiliki viskositas sediaan
yang baik. Meskipun demikian adanya perbedaan
46umlah ekstrak pada masing-masing formula
berpengaruh signifikan terhadap nilai viskositas
sediaan. Hal ini dikarenakan prosentase 46umlah
ekstrak yang bertambah pada masing-masing

formula menyebabkan krim semakin kental.

Uji Homogenitas

Uji ini dilakukan dengan pengamatan
secara visual krim yang telah dioleskan pada kaca
uji. Sediaan krim yang baik harus tidak terjadi
pemisahan antara komponen penyusun dari
sediaan krim (Azkiya et al, 2017). Hasil uji
homogenitas semua formula krim tidak
menunjukkan adanya partikel kasar maupun
terjadi pemisahan antar komponen. Sehingga
berdasarkan hasil pengamatan secara visual
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun salam
mampu bercampur dengan basis krim karena

sifatnya yang semipolar.

Uji pH Sediaan

Uji ini dilakukan dengan menggunakan
pH meter yang terkalibrasi, dan berikut ini adalah
hasil pengujian pH dari sediaan krim ekstrak

etanol daun salam yang tersaji dalam tabel II1.

Tabel I1I. Hasil uji pH krim

Formula pH
F1 7,67 £ 0,02
F2 7,69 +0,01
F3 7,24 +0,17

Lina dkk, 2023

Data di tabel III menunjukkan sediaan
krim ekstrak etanol daun salam memenuhi
persyaratan pH sediaan krim menurut SNI 16-
4954-1998, dengan range pH 3,5 - 8, tetapi tidak
sesuai dengan pH kulit yaitu 4,5-6,5. Hal ini
disebabkan adanya bahan TEA yang bersifat basa
yang bereaksi dengan asam stearate untuk
membentuk sabun anionic dengan reaksi
netralisasi, penambahan bahan TEA akan
mempercepat proses netralisasi dan
meningkatkan nilai pH (elcistia dan zulkarnain,
2019). Penambahan ekstrak etanol pada ketiga
formula memberikan nilai pH yang berbeda
secara signifikan <0,05. Peningkatan konsentrasi
ekstrak etanol daun salam dapat menurunkan pH
karena ada kandungan flavonoid yang bersifat
asam (Alvianti dan Fitri, 2018). Penambahan
adjusment agent seperti NaOH secukupnya pada
saat pembuatan sediaan dapat dilakukan, hingga

pH mencapai range 4,5-6,5 (Pamuladiman dan

Widiyastuti, 2021).

Uji Diameter Sebar

Uji  dilakukan untuk mengetahui
kemampuan menyebar krim, digunakan alat uji
diameter sebar, dengan beban 150 gram.
Konsentrasi ekstak dalam formula berpengaruh
signifikan (p < 0,05%) terhadap diameter sebar
sediaan. Hal ini selaras dengan hasil uji viskositas
krim. Semakin besar konsentrasi ekstrak dalam
formula maka viskositas sediaan juga semakin
meningkat dan diameter sebar semakin menurun.
Krim idealnya memiliki diameter sebar 5-7 cm.

Adapun data uji daya sebar disajikan pada tabel IV.

Tabel IV. Hasil uji diameter sebar krim

Formula Diameter sebar (cm)
F1 6,31+ 0,05
F2 581+0,12
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F3 4,05+ 0,05

Uji Waktu Lekat

Uji ini dilakukan untuk mengetahui
lamanya sediaan melekat di kulit. Uji ini perlu
dilakukan untuk memastikan sediaan cukup
memiliki waktu guna melepaskan zat aktifnya
sesuai tujuan penggunaan. Hasil uji waktu lekat
krim ekstrak etanol daun salam tersaji pada tabel
V.

Tabel V. Hasil uji waktu lekat krim

Formula Waktu lekat (detik)
F1 591+0,18
F2 12,90 £ 0,53
F3 33,74+ 1,22

Berdasarkan data pada tabel V
menunjukkan bahwa semakin banyak kosentrasi
ekstrak dalam formula waktu lekat sediaan juga
meningkat. Hal ini selaras juga dengan hasil uji
viskositas yang mana semakin meningkatnya
konsentrasi ekstrak krim semakin kental,
diameter sebar semakin menurun dan waktu
lekatnya semakin lama. Hal ini disebabkan selain
adanya kandungan flavonoid ekstrak juga
mengundung tannin yang dapat meningkatkan

kelengketan ekstrak.

Uji Antibakteri
Pembuatan Stok Bakteri Staphylococcus aureus

Uji ini dilakukan untuk mengetahui
efektivitas sediaan yang dibuat. Hasil uji aktivitas
antibakteri krim ekstrak etanol daun salam tersaji
pada tabel VI.

Berdasarkan data tabel VI hasil uji
antibakteridapat simpulkan bahwa sediaan krim
ekstrak etanol daun salam (Syzygium polyanthum)
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus. Krim memiliki nilai

diameter zona hambat diatas 11 mm, sehingga

Lina dkk, 2023

dapat dinyatakan memiliki daya anti bakteri yang
kuat.

Hasil uji Kruskal Wallis yang dilanjutkan
dengan uji Mann-Whitney menunjukkan terdapat
perbedaan yang signifikan dari angka diameter
zona hambat terhadap bakteri antara krim ekstrak
etanol daun salam, kontrol positif, dan kontrol
negatif. Uji statistikini juga menunjukkan bahwa
basis krim tidak memiliki efek antibakteri
sedangkan krim ekstrak etanol daun salam
(Syzygium polyanthum) baik formula 1, 2 atau 3
memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus.

Tabel VI. Hasil ujianti bakteri krim

terhadap Staphylococcus aureus

Formula Daya hambat (mm)
F1 13,50+ 0,5
F2 13,501
F3 13,67 £ 0,2
Kontrol + 14,67 £ 0,76
Kontrol - 13,50+ 0,5
KESIMPULAN

Berdasarkan data yang diperoleh ekstrak
etanol daun salam (Syzygium polyanthum) dapat
dibuat menjadi krim yang baik dan memiliki efek
anti bakteri yang kuat (diameter zona hambat 11-
20 mm) terhadap Staphylococcus aureus pada

semua formula.
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ARTIKEL

KADAR FLAVONOID TOTAL DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN FRAKSI METANOL EKSTRAK
ETANOL DAUN GAMBIR (Uncaria gambir Roxb)

TOTAL FLAVONOID CONTENTS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF METHANOL FRACTION OF GAMBIR LEAF
ETHANOL EXTRACT (Uncaria gambir Roxb)

Rahayu Mayaringtyas?, 1Hari Susanti!
1Fakultas Farmasi, Universitas Ahmad Dahlan

ABSTRACT

Gambir is a plant that contains antioxidant compounds called flavonoids. Several studies have
shown that flavonoids are compounds that have the ability to defend against free radicals.
Therefore, this study is expected to determine the antioxidant activity and total flavonoid content
of the methanol fraction of gambir leaves. Extraction was carried out by maceration using 96%
ethanol as solvent, followed by fractionation with methanol. Phytochemical screening test using
ammonia test and thin layer chromatography showed that the ethyl acetate fraction contained
flavonoids in the ethanolic extract. Testing of antioxidant activity was carried out using the DPPH
method. Antioxidant activity can be expressed as ESCs, value and then statistically analyzed using
SPSS with 95% confidence level. The results showed that the ESs, value of the routine standard
was 11.92+0.46ug/ml, the and the methanol fraction was 15.25+ 0.25 pg /mL. The total flavonoid
content in the methanol fraction was 11.51 * 0.05 % b/b RE. Data analysis using the Mann
Whitney nonparametric test showed that the ESso results of the methanol fraction were
significantly different with rutin. Both of the sample has strong antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant, Uncaria Gambir Roxb, DPPH, Gambir

ABSTRAK

Gambir merupakan tanaman yang mengandung senyawa antioksidan yang disebut flavonoid. Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa flavonoid merupakan senyawa yang memiliki kemampuan untuk melawan
radikal bebas. Oleh karena itu, penelitian ini diharapkan dapat mengetahui aktivitas antioksidandan kadar
flavonoid total fraksi methanol dari ekstrak etanol daun gambir. Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi
menggunakan pelarut etanol 96%, dilanjutkan dengan fraksinasi dengan metanol. Uji penapisan fitokimia
menggunakan uji amoniak dan kromatografi lapis tipis menunjukkan bahwa fraksi etil asetat mengandung
flavonoid dalam ekstrak etanolik. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode
DPPH. Aktivitas antioksidan dapat dinyatakan sebagai nilai ESsy (Effective Scavenging 50) kemudian
dianalisis secara statistik menggunakan SPSS dengan tingkat kepercayaan 95%. Hasil penelitian
menunjukkan nilai ESs standar rutin sebesar 11,92+0,46 pg/ml dan fraksi metanol sebesar 15,25+0,25
pg/mL. Kandungan flavonoid total dalam fraksi methanol ekstrak etanol adalah sebesar 11,52 + 0,05 % b/b
RE. Analisis data menggunakan uji nonparametrik Mann Whitney menunjukkan bahwa hasil ESs, ekstrak
etanol dan fraksi metanol berbeda nyata, menunjukkan bahwa ekstrak etanol memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih baik daripada fraksi metanol.

Kata Kunci: Antioksidan, Uncaria Gambir Roxb, DPPH, Gambir
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PENDAHULUAN

Beberapa dalam  tubuh

disebabkan oleh adanya radikal bebas. Radikal

penyakit

bebas dapat didefinisikan sebagai atom atau gugus
dengan satu atau lebih elektron yang tidak
berpasangan. Radikal bebas juga ada di
lingkungan, beberapa logam (misalnya, besi dan
tembaga), asap rokok, obat-obatan, makanan
kemasan, aditif, dll (Droge, 2002). Untuk
melindungi tubuh dari serangan radikal bebas, zat
antioksidan bertindak dengan menstabilkan
radikal bebas dengan mengisi kekurangan
elektronnya, sehingga mengganggu reaksi berantai
(Haliwell and Gutteridge, 1999).

Antioksidan adalah senyawa yang dapat
digunakan untuk melindungi makanan dengan
memperlambat kerusakan akibat oksidasi,
ketengikan, atau perubahan warna. Antioksidan
sering bertindak sebagai donor radikal hidrogen
atau dapat bertindak sebagai akseptor radikal,
sehingga dapat menunda timbulnya pembentukan
radikal bebas. Molyneux, 2004) Tubuh manusia
tidak memiliki cadangan antioksidan berlebih,
sehingga jika paparan radikal bebas terlalu
banyak, tubuh membutuhkan antioksidan eksogen
(Clarkson dan Thompson, 2000). Antioksidan
eksogen dapat bersumber dari bahan sintetik
maupun bahan alami. (Winarsi, 2007)

Salah satu tanaman yang memiliki sifat
antioksidan adalah tanaman gambir dengan nama
latin Uncaria gambir Roxb, tanaman dari famili
Rubiaceae. (Anonim, 2019) merupakan tumbuhan
perdu yang berasal dari sumatera dan kalimantan.
Tumbuhan ini tumbubh liar di hutan dan tempat lain
pada ketinggian 200-900 meter di atas permukaan
laut, yang tanahnya relatif landai, dan mendapat
sinar matahari yang cukup. Di Sumatera dan
Kalimantan, tanaman gambir umumnya ditanam

oleh masyarakat di pekarangan (Mardisiwodjo,
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2003). Sebagian besar gambir dapat digunakan
untuk mengobati berbagai jenis penyakit, antara
lain penyakit alergi, penyakit metabolik, kanker,
dan penyakit degeneratif yang berhubungan
dengan penuaan (Djauhariya dan Hernani, 2014),
juga bisa dimanfaatkan
terhadap UV (Setyowati., 2017), Bahan aktif
sediaan antiseptic mulut( Lucida dkk, 2007).

sebagai pelindung

Gambir secara tradisional digunakan sebagai
suplemen dan obat untuk makan buah pinang,
seperti obat maag, obat luka bakar, selain rebusan
daun dan pucuknya yang empuk, juga digunakan
untuk mengobati diare dan disentri dan sebagai
obat kumur. Gambir lebih dikenal di seluruh dunia
dengan menggunakan nama gambir, cutch, catechu
atau pale catechu. Senyawa utama yang
terkandung dalam gambir dapat dijelaskan sebagai
7%-30% pseudomonoamine catechin dan 22%-
55% lutein catechin (Utami, 2008). Gambir telah
lama digunakan sebagai suplemen mengunyah
buah pinang untuk memperkuat gigi. Ekstrak
gambir sedikit banyak mengandung katekin yang
merupakan penyusun utama suatu senyawa
polifenol yang berpotensi sebagai antioksidan dan
antibakteri (Lucida., 2007).

Untuk mendapatkan senyawa yang

memiliki aktivitas farmakologi maka perlu
dilakukan ekstraksi terhadap daun gambir.
Kebanyakan senyawa dalam tanaman yang

memiliki aktivitas antioksidan bersifat semi polar.
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa daun
gambir memiliki nilai ESso pada ekstrak etanol
sebesar 73,5282 + 2,0307 pg/mL, dan fraksi etil
asetat sebesar 80,4442 * 0,6649 pg/mL. Kadar
senyawa flavonoid total ekstrak etanol sebesar
8,5354 * 0,1574 % b/b EK dan fraksi etil asetat
sebesar 2,8901 * 0,1272 % b/b EAG. (Putri,
20220). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas

kandungan flavonoid total dan
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antioksidan ekstrak etanol dan fraksi methanol

daun gambir.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Pioneer Analytical Balance (OHAUS),
stirrer, rotary evaporator ( Heidoph), waterbath
(Memmert) mikropipet, yellow tip, blue tip,
glassware, electric stirrer, Spektrofotometer UV-
Vis (Pharmaspec Shimadzu UV-1800). Bahan uji
dalam penelitian ini adalah daun gambir yang
diperoleh pada bulan Maret,2021 dari petani di
Kebuntinggi, Pekanbaru, Provinsi Riau.
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil ~ (DPPH)
Aldrich),

senyawa

(Sigma kertas saring, n-heksana
(Brataco), metanol, etanol industri 96% (Brataco),
aquades, etanol p.a. (E Merck), methanol p.a (E.
Merck), rutin p.a. ( E. Merck) amonia p.a. ( E.

Merck).

Determinasi dan Identifikasi Tanaman Gambir

Tanaman Gambir yang digunakan dalam
penelitian dilakukan identifikasi dan
dideterminasi di Laboratorium Biologi Fakultas

MIPA Universitas Ahmad Dahlan.

Penyiapan ekstrak dan fraksi

Sebelum dilakukan ekstraksi terlebih
dahulu dilakukan pengawalemakan dengan cara
merendam serbuk daun gambir dengan heksan.
Selama 24 jam. Ekstrak etanol dipeoleh dengan
metode maserasi menggunakan etanol 96%
sebagai pelarut.(Anonym 2017) Ekstrak yang
diperoleh dipekatkan menggunakan rotary
evaporator, dilanjutkan dengan bantuan penangas
air. Ekstrak kental yang diperoleh selanjutnya
difraksinasi metanol

dengan dengan cara

menambahkan methanol kedalam ekstrak kental

Mayaringtyas dan Susanti 2023

dan diaduk, disonikasi, dan disaring. Bagian yang

larut metanol (filtrat) selanjutnya diuapkan

pelarutnya hinga diperoleh fraksi kental.

Uji pendahuluan adanya flavonoid

Uji dilakukan dengan meneteskan larutan
sampel pada Kkertas saring. Setelah kering
dikenakan uap ammonia. Hasil uji dinyatakan
positif jika bercak pada kertas saring berubah

menjadi lebih kuning. (Markham, 1999).

Penentuan kandungan Flavonoid total dalam
sampel

Uji dilakukan sesuai dengan Sembiring
dkk, (2018) dengan sedikit modifikasi. Sebanyak
25 mg fraksi metanol daun gambir dilarutkan
dalam etanol p.a. hingga 25 mL.Larutan fraksi yang
diperolehk dipipet 2 ml dan ditambah 2 ml AlCl;
2% kemudian dikocok secara homogen dan
didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit dan
diukur absorbansinya pada panjang gelombang
406 nm. Dilakukan 5 kali pengulangan . Sebagai
pembanding digunakan larutan rutin. Kadar
flavonoid total dinyatakan sebagai mg/g rutin

ekivalen (RE) (Selawa, 2013).

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH

Masing-masing 1,0 ml, fraksi metanol dan
larutan pembanding rutin dengan berbagai
konsentrasi dikocok kuat dengan 1,0 ml larutan
DPPH 0,15 mM. Campuran larutan tersebut
disimpan ditempat gelap selama 40 menit.
Kemudian absorbansinya diukur pada panjang 516
nm dengan spektrofotometer UV-Vis. Aktivitas
antioksidan dinyatakan sebagai ESso (effective
scavenging) yaitu konsentrasi sampel yang dapat
menangkap radikal bebas DPPH sebnayak 50%
(Nurviana, 2015)

Analisis Data
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Pada penentuan aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH diperoleh data berupa
absorbansi sisa DPPH pada berbagai konsentrasi
sampel.  Selanjutanya  dihitung nilai %
penangkapan radikal bebas dengan rumus:

% Penangkapan DPPH=

L x 100%

Selanjutanya ditentukan regresi linear antara
konsentrasi sampel dengan nilai % penangkapan
sehingga di peroleh persamaan

Y=bx+a
Dimana y adalah % penangkapan, X adalah
konsentrasi sampel. Nilai ESso dihitung dengan

mensubstitusikan nilai 50 paday

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil determinasi tanaman menunjukkan

bahwa bahan yang digunakan merupakan daun

dari tanaman Uncaria gambir Roxb. Hal ini penting
untuk menghindari kesalahan dalam mengambil
sampel. Hasil uji pendahuluan menunjukkan
bahwa didalam fraksi metanol mengandung
senyawa flavonoid terlihat dari terbentuknya
warna kuning intensif setelah perlakuan dengan
uap ammonia terhadap kertas saring yang sudah
ditetesi sampel.

Penentuan kadar flavonoid total fraksi
metanol daun gambir secara spektrofotometri
visible berdasarkan adanya pembentukan
kompleks antara flavonoid dalam sampel dengan
AlCl; akan mengakibatkan pergeseran gelombang
batokromik yang ditandai dengan larutan
menghasilkan warna yang lebih kuning Ahmad et
al,, 2015). Fraksi metanol daun gambir mengadung
flavonoid total sebesar 11,52 + 0,05 % b/b RE.
Reaksi pembentukan kompleks antara flavonoid

dengan AlCl; dapat dilihat pada gambar 1.

Gambar 1. Reaksi Pembentukan Kompleks antara Flavonoid dengan AlCl3 (Markham, 1988).

Hasil uji antioksidan menunjukkan bahwa
fraksi methanol ekstrak etanol daun gambir

memiliki potensi yang lebih rendah dibandingkan
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rutin (gambar 2) Aktivitas antioksidan dapat
dibagi menjadi kategori sangat kuat, kuat, sedang,

lemah dan sangat lemah (Blois, 1985 dalam
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