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ABSTRACT

FORMULATION AND TEST OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF NANOSPRAY
ETHANOL EXTRACT OF KAFFIR LIME LEAF (Citrus hystrix DC) AGAINST
Staphylococcus aureus BACTERIA CAUSING ACNE

By

Sekar Rahmasari Ratna Ciptaningrum

Background: Acne vulgaris or acne is a skin disease caused by infection with Staphylococcus
aureus bacteria with the number of sufferers increasing every year. Kaffir lime leaves have the
potential to be an antibacterial compound. The formulation of the Self-Nanoemulsifying Drug
Delivery System (SNEDDS) was chosen to improve the solubility and stability of the
preparation. The formulation was developed into a nanospray preparation as a cocmetic
preparation to improve the drug delivery system with even distribution and practical
application.

Methods: This study used an experimental method to determine the optimum concentration
formulated into SNEDDS and nanospray as an antibacterial Staphylococcus aureus and a
characteristic test was carried out on SNEDDS and nanospray.

Result: The results showed that 10% kaffir lime leaf ethanol extract was optimally delipidized
in inhibiting Staphylococcus aureus with nanospray inhibition containing SNEDDS of 27,837
mm. the result of the nanoemulsion characteristics in SNEDDS has a particle size of 295,2 nm;
the polydispersity index value was 0,338; the size of the spherical globule; zeta potential value
-11,13 mV; and 97,484% transmittance percentage. In the physical characteristics of
nanospray, the preparation meets the stability after a freeze thaw test.

Conclusion: Ethanol extract of kaffir lime leaf with a concentration of 10% delipidized can be
formulated into SNEDDS and nanospray with very strong inhibition against Staphylococcus
aureus; SNEDDS and nanospray meet the criteria of the preparation characteristics.

Keyword: antibacterial, kaffir lime leaf, nanospray, SNEDDS, Staphylococcus aureus.



ABSTRAK

FORMULASI DAN UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI NANOSPRAY EKSTRAK
ETANOL DAUN JERUK PURUT (Citrus hystrix DC) TERHADAP BAKTERI
Staphylococcus aureus PENYEBAB JERAWAT

Oleh

Sekar Rahmasari Ratna Ciptaningrum

Latar Belakang: Acne vulgaris atau jerawat merupakan penyakit kulit yang disebabkan oleh
infeksi bakteri Staphylococcus aureus dengan jumlah penderitanya meningkat di tiap tahunnya.
Daun jeruk purut berpotensi sebagai senyawa antibakteri. Formulasi Self-Nanoemulsifying
Drug Delivery System (SNEDDS) dipilih untuk meningkatkan kelarutan dan kestabilan
sediaan. Formulasi dikembangkan menjadi sediaan nanospray sebagai sediaan kosmetika
untuk meningkatkan sistem penghantaran obat dengan daya sebar yang merata dan
pengaplikasiannya yang praktis.

Metode: Penelitian ini menggunakan metode eksperimental untuk mengetahui konsentrasi
optimum yang diformulasikan menjadi SNEDDS dan nanospray sebagai antibakteri
Staphylococcus aureus serta dilakukan uji karakteristik pada SNEDDS dan nanospray.

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun jeruk purut 10% terdelipidasi
optimal dalam menghambat Staphylococcus aureus dengan daya hambat nanospray yang
mengandung SNEDDS sebesar 27,837 mm. Hasil dari karakteristik nanoemulsi pada SNEDDS
memiliki ukuran partikel sebesar 295,2 nm; nilai indeks polidispersitas 0,338; ukuran globul
sferis; nilai potensial zeta -11,13 mV; dan persen transmitan 97,484%. Pada karakteristik fisik
nanospray, sediaan memenubhi stabilitas setelah dilakukan uji freeze thaw.

Kesimpulan: Ekstrak etanol daun jeruk purut konsentrasi 10% terdelipidasi dapat
diformulasikan menjadi SNEDDS dan nanospray dengan daya hambat sangat kuat terhadap
Staphylococcus aureus; SNEDDS dan nanospray memenuhi Kriteria karakteristik sediaan.

Kata Kunci: antibakteri, daun jeruk purut, nanospray, SNEDDS, Staphylococcus aureus.
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PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Acne vulgaris atau jerawat adalah salah satu penyakit kulit yang berkaitan
dengan adanya infeksi bakteri akibat adanya peradangan setempat pada
kelenjar pilosebasea dengan derajat keparahan yang bervariasi (Elizabeth et
al., 2021). Berdasarkan data dari Studi Dermatologi Kosmeseutikal Indonesia,
persentase penderita jerawat mengalami peningkatan dari tahun ke tahun,
dimana penderita jerawat pada tahun 2006 terdapat 60%, tahun 2007 terdapat
80%, dan tahun 2009 terdapat 90% (Sibero et al., 2019).

Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan salah satu bakteri yang
menginfeksi kulit manusia dan menjadi salah satu penyebab jerawat
(Pusushottam et al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh Imasari & Emasari
(2022) menunjukkan bahwa sebanyak 79% bakteri S. aureus terdapat pada
jerawat bernanah yang diidentifikasi langsung kepada beberapa siswa di
SMKN 1 Pagerwojo Tulungagung. S. aureus memicu infeksi pada jerawat
dikarenakan mudah untuk melakukan invasi ke dalam stratum corneum
sehingga memicu penimbunan kotoran di kelenjar minyak pada kulit dan
menyebabkan ruam dan rasa gatal pada jerawat (Imasari & Emasari, 2022;
Habibie & Aldo, 2019). Pada kondisi kulit yang tidak normal, bakteri akan
menjadi invasif sehingga merusak stratum corneum hingga stratum
germativum dengan mensekresikan bahan kimia dan menyebabkan peradangan
(Imasari & Emasari, 2022).



Tatalaksana penyembuhan jerawat dilakukan berdasarkan tingkat keparahan
dengan beberapa pemilihan jenis terapi, salah satunya ialah penggunaan
antibiotik oral seperti tetrasiklin dan eritromisin (Sibero et al., 2019). Akan
tetapi, bakteri S. aureus memiliki reaksi resistensi terhadap hampir seluruh
antibiotik, dimana salah satunya pada golongan makrolida (Kakoullis et al.,
2021). Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, menunjukkan bahwa S.
aureus resisten terhadap eritromisin sebesar 45,5% (Pusushottam et al., 2021).
Dengan adanya fenomena tersebut, maka diperlukan sebuah produk terapi
yang membantu mengurangi angka kejadian resistensi antibiotik terhadap

pengobatan jerawat.

Indonesia termasuk ke dalam posisi tiga besar negara yang kaya akan
keanekaragaman hayati, salah satunya ialah tanaman obat (Dewantari et al.,
2018). Tanaman obat memicu berkembangnya pemahaman masyarakat
mengenai “back to nature”, yaitu memanfaatkan tanaman obat lebih luas
menjadi bahan baku dalam pengobatan maupun pada kosmetika (Oktoba et al.,
2018). Tanaman obat juga mampu dimanfaatkan sebagai perawatan kulit,
dimana memiliki efek terapeutik sebagai antibakteri di dalamnya (Wathoni et
al., 2018). Jeruk merupakan salah satu tanaman yang mengandung senyawa
tanin dan saponin sebagai antibakteri (Suhartatik et al., 2022). Jeruk purut
(Citrus hystrix DC) adalah salah satu spesies jeruk yang tumbuh secara luas di
negara Asia, diantaranya ialah Indonesia dan berperan dalam antibakteri,
antiseptik, dan cukup tinggi akan antioksidannya (Suhartatik et al., 2022;
Husni et al., 2022). Jeruk purut tersebar di berbagai daerah Indonesia dengan
penyebutan nama yang berbeda tiap daerahnya, dimana masyarakat Lampung
menyebutnya dengan nama ‘lemau seghakan’ dan dimanfaatkan oleh
masyarakat secara luas sebagai bahan masakan juga pengobatan tradisional.
Masyarakat memanfaatkan bagian buahnya dalam pengobatan sakit kepala,
demam, radang-flu, dan lainnya; juga pada daunnya digunakan dalam
perawatan mulut dan pengobatan kudis ((BPPP, 2020; Siti et al., 2022; Husni
et al., 2022).



Penelitian yang dilakukan olen Maimunah et al. (2020) menunjukkan hasil
bahwa ekstrak daun jeruk purut memiliki zona hambat terhadap S. aureus pada
konsentrasi 5% sebesar 6,7 mm; konsentrasi 10% sebesar 7,2 mm; konsentrasi
15% sebesar 7,3 mm, dan konsentrasi 20% sebesar 8,3 mm dengan rata-rata
diameter zona hambat sedang. Selain itu, penelitian berikutnya dilakukan oleh
Astriani et al. (2021) yang melakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap
E. coli didapatkan zona hambat pada konsentrasi 5% sebesar 5,9467 mm, 7,5%
sebesar 6,9533 mm, dan 10% sebesar 8,0467 mm; kemudian terhadap bakteri
S. aureus didapatkan pada konsentrasi 5% sebesar 8,18 mm, 7,5% sebesar
8,3833 mm, dan 10% sebesar 9,3867 mm. Dengan adanya penelitian tersebut
menunjukkan bahwa jeruk purut berpotensi untuk dijadikan produk obat

maupun kosmetik dengan perannya sebagai antibakteri.

Ekstrak tanaman obat saat ini telah banyak dimanfaatkan sebagai zat aktif
dalam formulasi sediaan farmasi. Namun, dalam memformulasikan ekstrak
memiliki tantangan tersendiri dikarenakan sifat kelarutannya rendah sehingga
dapat mempengaruhi kestabilan sediaan dan mengurangi keefektivitasan
terapeutik (Suryani et al.,, 2019). Dengan adanya hal tersebut, formulasi
nanoteknologi dapat dijadikan pertimbangan dalam sistem penghantaran obat
berbahan alam dengan keuntungan mampu memperbaiki kelarutan zat aktif
dalam sediaan yang bersifat ekonomis dan terbarukan (Mohd-Setapar et al.,
2022). Nanoemulsi memiliki peranan penting untuk dapat menghantarkan
sekaligus menyebarkan agen terapeutik ke permukaan kulit dengan baik
(Effiong et al., 2019). Kekurangan nanoemulsi ialah tidak stabil secara
termodinamika karena adanya dua fase yang berbeda, yaitu fase minyak dan
fase air sehingga perlu diperhatikan pemilihan serta rasio bahan penyusunnya
(Liuetal., 2019).

Nanoteknologi dinilai efektif untuk pengembangan sediaan farmasi maupun
kosmetik sebagai antibakteri dengan keuntungan berupa ukuran partikelnya
yang sangat kecil sehingga dapat meningkatkan kelarutan, stabilitas, serta

biokompatibilitasnya sehingga langsung mencapai target terapeutik (Baptista



et al., 2018; Muteeb, 2023). Tidak hanya itu, pengaplikasian nanoemulsi di
bidang kosmetik memberikan hasil yang lebih baik, dimana luas permukaan
dan ukurannya yang kecil sehingga dapat mengantarkan zat aktif ke kulit
dengan lebih efisien (Ashaolu, 2021). Pengaplikasian nanoemulsi dalam
bentuk sediaan spray dinilai efektif dalam sistem penghantaran obat karena
daya sebarnya yang merata dan pengaplikasian nanospray dalam sediaan
topikal mampu meningkatkan daya absorbsi dan bioavailibilitas obat ke
lapisan kulit bagian dalam hingga mencapai lapisan dermis (Pratiwi et al.,
2021; Mohd-Setapar et al., 2022).

Berdasarkan penjelasan di atas, penelitian dengan judul “Formulasi dan Uji
Aktivitas Antibakteri Nanospray Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC) Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus Penyebab Jerawat”
dilakukan sebagai terapi alternatif berupa kosmetika berbahan alam sebagai
pengganti terapi antibiotik demi menghindari resistensi terhadap antibiotik

kedepannya.

1.2. Rumusan Masalah

1. Berapa konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk purut yang efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus penyebab jerawat?

2. Bagaimana efektivitas dari sediaan nanospray yang mengandung ekstrak
etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi optimum dalam menghambat
aktivitas bakteri S. aureus penyebab jerawat?

3. Bagaimana Kkarakteristik SNEDDS dan Kkarakteristik fisik sediaan
nanospray yang mengandung ekstrak etanol daun jeruk purut dengan

konsentrasi optimum?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Untuk mengetahui formula optimum sediaan nanospray ekstrak etanol

daun jeruk purut sehingga mendapatkan karakteristik sediaan

nanospray dan mengetahui aktivitas antibakteri terhadap S. aureus.

1.3.2. Tujuan Khusus

1.

Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak yang efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus penyebab jerawat.
Untuk mengetahui efektivitas sediaan nanospray yang
mengandung ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi
optimum dalam menghambat aktivitas bakteri S. aureus penyebab
jerawat.

Untuk mengetahui karakteristik nanoemulsi dan karakteristik fisik
sediaan nanospray yang mengandung ekstrak etanol daun jeruk

purut dengan konsentrasi optimum.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat bagi Peneliti

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menambah pengetahuan
serta pengalaman peneliti mengenai pemanfaatan bahan alam
berupa tanaman jeruk purut, mulai dari tahap pembuatan simplisia,
ekstraksi, pengujian antibakteri terhadap ekstrak etanol daun jeruk
purut, formulasi sediaan nanospray dari ekstrak etanol daun jeruk
purut, hingga proses karakterisasi sediaan nanospray ekstrak

etanol daun jeruk purut.

Manfaat bagi Institusi

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi referensi ilmiah
untuk keberlanjutan penelitian selanjutnya dalam pengembangan

sediaan nanospray ekstrak etanol daun jeruk purut dengan variasi



fase minyak, surfaktan, ataupun kosurfaktan lainnya sebagai
sistem penghantaran obat berbahan dasar alam tanaman obat yang

memiliki efek terapeutik.

1.4.3. Manfaat bagi Masyarakat

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi sumber informasi
baru kepada masyarakat mengenai pemanfaatan daun jeruk purut
dalam menciptakan produk terapeutik sekaligus kosmetika yang

bersumber dari tanaman obat.

1.5. Batasan Penelitian

Batasan penelitian dibuat untuk menciptakan penelitian yang lebih terarah

dan tidak bertentangan dari tujuan penelitian yang telah ditetapkan.

Batasan penelitian ini ialah sebagai berikut:

1.

Rangkaian pengujian ekstrak difokuskan pada uji secara makroskopis
yang bersifat kualitatif dan aktivitas antibakterinya.

Uji penapisan fitokimia ekstrak dilakukan secara metode kualitatif
dengan pereaksi warna untuk mengamati perubahan warna pada
ekstrak.

Metode preparasi sediaan nanoemulsi yang digunakan ialah metode
energi rendah dengan alat vortex, yaitu metode Self-Nanoemulsifying
Drug Delivery System (SNEDDS).

Bahan tambahan yang digunakan pada sediaan nanospray hanya
sebatas pengawet, humektan, dan fragrance agent sebagai pelengkap
dalam sediaan farmasi pada umumnya.

Rangkaian uji sediaan SNEDDS difokuskan pada karakteristik
nanoemulsi dan aktivitas antibakteri sebagai prasyarat pengembangan
sediaan selanjutnya.

Rangkaian uji sediaan nanospray difokuskan pada uji aktivitas
antibakteri, stabilitas sediaan, kesesuaian tampilan sediaan secara

visual, dan penyesuaian pH yang optimal dalam sediaan topikal.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Jeruk Purut (Citrus hystrix DC)
2.1.1. Morfologi

Jeruk purut (Citrus hystrix DC) dikenal dengan nama lain yaitu ‘limau
purut’ di Malaysia, ‘makrut lime’ di Thailand, dan ‘chanh kaffir’ di
Vietnam. Jeruk purut juga memiliki nama latin lain, yaitu Citrus auraria
Michel, Citrus hyalopulpa Tanaka, Citrus kerrii, dan Citrus echinate
SaintLager. Jeruk purut tumbuh subur di beberapa negara seperti China
bagian Selatan, India bagian Timus Laut, dan negara Asia Tenggara
tropis yang salah satunya ialah Indonesia (Siti et al., 2022; Ochsner et
al., 2023). Dalam tiap daerah yang ada di Indonesia, penyebutan jeruk
purut juga beragam seperti masyarakat Batak menyebutnya “unte pangir’;
masyarakat Minangkabau ialah ‘lemao puruik’, kemudian ‘lemau

seghakan’ bagi masyarakat Lampung, dan lainnya (BPPP, 2020).

Jeruk purut telah didaftarkan oleh Balai Penelitian Tanaman Jeruk dan
Tanaman Buah Subtropika (Balitjestro) dan Badan Penelitian dan
Pengembangan Pertanian (Balitbangtan) melalui SK Menteri Pertanian
Nomor 149/Kpts/SR.120/D.2.7/10/2015 sebagai jeruk yang bermanfaat

dalam bahan pangan fungsional dan biofarmaka (Andrini et al., 2021).

Jeruk purut dapat tumbuh setinggi 3-6 m, berbatang hijau gelap
kecoklatan dan permukaannya bertekstur kasar dan beralur. Daun jeruk

purut bagian atas berwarna hijau lumut, sedangkan bagian bawahnya



berwarna hijau muda dan berbentuk lonjong, bertekstur runcing ganda
dengan permukaan daun bagian atas licin-mengkilap, berbau harum khas.
Daunnya memiliki ukuran yang beragam, dimana untuk daun berukuran
kecil memiliki panjang 4,6-5 cm dengan lebar 2,8-3,7 cm; dan untuk
daun yang berukuran besar memiliki panjang daun 3-10 cm dengan lebar
2-5 cm. Bunga jeruk purut berwarna putih dengan 4-6 kelopak dengan
kedudukannya di ketiak daun atau di bagian ujung. Bentuk buah jeruk
purut sendiri ialah bulat (spheroid) berdiameter 33-49 mm dengan
ketebalan kulit sebesar 3-5 mm dan warna kulitnya hijau (Wahyuni &
Sofiyanti, 2017; Andrini et al., 2021; Husni et al., 2022).

Gambar 1. Pohon, Buah dan Daun dari Tanaman Jeruk Purut (Dokumentasi
Pribadi).

2.1.2. Klasifikasi llmiah

Jeruk purut memiliki Klasifikasi sebagai berikut:

Tabel 1. Klasifikasi [lmiah Tanaman Jeruk Purut

Klasifikasi Jeruk Purut

Kerajaan Plantae

Divisio Magnoliophyta
Classis Magnoliopsida
Orde Spindales

Famili Rutaceae

Genus Citrus

Spesies Citrus hystrix DC
Nama Ilmiah Citrus hystrix

Sumber: Ochsner et al. (2023)



2.1.3. Kandungan

1. Akar
Akar pada pohon jeruk purut sebagian besar mengandung kumarin,
diikuti oleh senyawa lainnya yaitu benzenoid, kuinolon, flavonoid,
dan alkil fenilketon sebagai antibakteri (Siti et al., 2022).

2. Buah
Buah jeruk purut mengandung banyak senyawa penting, seperti
vitamin C, asam folat, potassium, flavonoid, kumarin, pektin, dan
lainnya. Tidak hanya itu, buahnya pun mengandung senyawa
fenolik,  seperti ~ flavonoid,  limonoid,  gliseroglikolipid,
furanokmarin, turunan benzenoid, alkaloid kuinolon, glikosida,
saponin, tanin, asam lemak, dan senyawa lainnya (Husni et al.,
2022).

3. Kulit Buah
Kulit buah jeruk purut utamanya mengandung senyawa terpenoid
dan senyawa volatil lainnya seperti -pinen, limonin, dan sabinen
(Husni et al., 2022). Selain itu, kulit buah jeruk purut kaya akan
flavonoid yang berperan sebagai antioksidan dan kumarin sebagai
antikolinesterase (Siti et al., 2022).

4. Daun
Daun jeruk purut kaya akan kandungan fitokimianya, diantaranya
terdapat berbagai senyawa kimia, seperti sitronellal, senyawa
fenolik, dan gugus fungsi karboksilat (Husni et al., 2022). Senyawa
terpenoid merupakan senyawa yang mendominasi daun jeruk purut
(Siti et al., 2022). Berdasarkan hasil deteksi penapisan fitokimia,
daun jeruk purut juga mengandung 1,8% tanin, triterpenoid dan
minyak atsiri sebanyak 1-1,5%; diikuti dengan alkaloid, polifenol,
dan flavonoid sebagai antibakteri (Nendissa & Nendissa., 2021).
Triterpenoid merupakan turunan dari senyawa terpenoid, dimana
merupakan dari minyak atsiri yang menyebabkan daun jeruk purut
beraroma khas dan wangi (Masadi et al., 2018; Qonitah et al., 2022).

Senyawa kimia lainnya yang terkandung dalam daun jeruk purut
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adalah 81,49% sitronelal, 4,22% sitronelol, 3,69% linalol, 0,31%
geraniol, dan senyawa lainnya sebanyak 6,29% (Nendissa &
Nendissa., 2021).
5. Minyak Atsiri

Minyak atsiri pada jeruk purut mengandung monoterpen dan
sesquiterpen yang tergolong volatile dengan limonen sebagai
senyawa utamanya (Husni et al., 2022). Pada penelitian Saptarini &
Rahmawati (2021) menunjukkan bahwa pengujian minyak atsiri
daun jeruk purut kepada bakteri S. aureus menunjukkan hasil positif,
dimana kandungan sitronelal dan sitronelol yang terdapat di dalam
minyak atsiri membuat dinding sel berubah warna menjadi lebih
gelap pada bagian tertentu karena adanya kerusakan permukaan,
serta dinding sel terlihat permukaan halus sel bakteri akibat

hilangnya komponen protein.

Berdasarkan hasil penapisan senyawa fitokimia yang telah dilakukan
pada tiap bagian tanaman jeruk purut, daun jeruk purut merupakan
bagian yang mengandung banyak senyawa dengan beragam aktivitas
yang berpotensi dalam memberikan terapeutik. Daun jeruk purut peran
yang luas sebagai antibakteri, antimikroba, antioksidan, antikanker, dan
antiinflamasi (Husni et al., 2022; Siti et al., 2022). Dalam bertindak
sebagai antibakteri, banyak senyawa metabolit sekunder yang berperan
dalam hal tersebut. Adapun senyawa-senyawa yang dimaksud ialah:

1. Fenol
Fenol merupakan senyawa yang memiliki satu atau lebih gugus
hidroksil (OH) yang terkandung di dalam daun jeruk purut dan
bersifat polar (Sari & Ayati, 2018). Senyawa fenol dapat bertindak
sebagai antibakteri dengan mekanisme mendenaturasikan protein sel
bakteri sehingga aktivitas metabolisme yang terjadi pada sel bakteri
terhambat karena adanya peran enzim protein yang mengkatalisis

aktivitas metabolisme sel (Marfuah et al., 2018).
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2. Flavonoid
Flavonoid merupakan golongan terbesar dalam senyawa fenol,
dimana cincin karbonnya mengandung gugus hidroksil dan bersifat
mudah ditarik menggunakan pelarut yang bersifat polar seperti
etanol (Leny et al., 2020; Sari et al., 2022). Flavonoid bekerja
dengan cara merusak membran sel pada bakteri hingga lisis,
tepatnya melakukan koagulasi protein (Nendissa & Nendissa., 2021;
Wijanarko et al., 2022).

3. Alkaloid
Alkaloid mampu melakukan penghambatan terhadap semua jenis
gram bakteri (Maimunah et al., 2020). Alkaloid bekerja dengan
melakukan penghambatan kerja komponen penyusun peptidoglikan
pada sel bakteri, sehingga sintesis asam nukleat bakteri pun
terganggu (Astriani et al., 2021).

4. Tanin
Tanin merupakan bagian dari senyawa fenol dan 1,8% terkandung
di dalam daun jeruk purut. Tanin bekerja dengan mengganggu
pembentukan dinding sel bakteri, tepatnya dinding polipeptida
sehingga sel akan mengalami ketidakstabilan dan mati. Tidak hanya
itu, tanin yang bersifat polar mampu menembus dinding sel bakteri
sehingga akan mengganggu serta menghambat fungsi sitoplasma,
membran plasma, dan enzim yang diperlukan dalam perkembangan
bakteri (Maimunah et al., 2020; Leny et al., 2020; Nendissa &
Nendissa., 2021).

5. Saponin
Saponin bertindak sebagai antibakteri dengan tahapan mengganggu
kerja dinding sel, yaitu menurunkan tegangan permukannya
sehingga efeknya merusak permeabilitas dinding sel bakteri dan
menyebabkan leakage atau kebocoran dinding sel bakteri (Astriani
et al., 2021; Wijanarko et al., 2022).
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6. Terpenoid
Senyawa golongan terpen terkandung di dalam daun jeruk purut
memiliki aktivitas antibakteri berupa merusak membran sel dan
mengganggu dinding sel bakteri sehingga mampu menghambat
hingga membunuh bakteri (Nendissa & Nendissa., 2021).

7. Sitronelal dan Sitronelol
Daun jeruk purut mengandung sitronelal sebanyak 81,49% dan
sitronelol 4,22% dimana bekerja dalam merusak dinding sel bakteri
(Nendissa & Nendissa., 2021; Saptarini & Rahmawati, 2021).

2.1.4. Manfaat

Jeruk purut dikenal oleh penduduk Asia secara luas karena manfaat daun
dan buahnya dalam bahan masakan. Tidak hanya dalam bahan
masakkan, jeruk purut juga memiliki banyak manfaat di bidang medis.
Dalam pengobatan tradisional, buahnya dimanfaatkan dalam
pengobatan sakit kepala, demam, radang-flu, sakit tenggorokan, bau
mulut, dan gangguan pencernaan. Secara tradisional daunnya digunakan
dalam perawatan gigi dan gusi serta mengatasi penyakit kudis. Karena
baunya yang khas, daun jeruk purut dapat dijadikan aromaterapi dan
menjadi produk kosmetika pada perawatan kulit karena kaya antibakteri
dan antioksidan (Siti et al., 2022; Husni et al., 2022).

Pemanfaatan daun jeruk purut yang luas membuat banyaknya penelitian
yang mengekstraksikan daun jeruk purut untuk dikembangkan menjadi
produk dengan potensi terapeutik. Ekstrak daun jeruk dapat bertindak
sebagai antibakteri, baik bakteri gram positif maupun gram negatif,
dengan diameter hambat terbesar terhadap bakteri Staphylococcus
aureus, kemudiaan diikuti oleh Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium, dan Escherichia coli. Tak hanya pada bakteri, ekstrak
daun jeruk purut pun dapat menghambat pertumbuhan fungi Candida
albicans (Sophia et al., 2021; Nendissa & Nendissa, 2021).
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Saat ini perkembangan kosmetika berbahan alam dari tanaman obat
mulai meningkat dikarenakan lebih menyehatkan dengan keunggulan
berupa senyawa yang terkandung memiliki efek samping minim,
biodegradable, dan memiliki aktivias terapi biologis yang beragam
dibandingkan dengan kosmetika berbahan kimia (Wathoni et al., 2018;
Batubara & Prastya, 2020). Oleh karena itu, terdapat penelitian
sebelumnya yang memformulasikan lotion dan sabun ekstrak daun jeruk
purut sebagai agen terapeutik sekaligus kosmetika untuk mengobati
kulit akibat bakteri S. aureus dengan daya hambat kuat (Utami et al.,
2022; Milala & Nasution, 2023).

2.2. Ekstrak Daun Jeruk Purut

Ekstrak didefinisikan sebagai sediaan berbentuk cair, kental, atau kering yang
diperoleh dari hasil ekstraksi suatu matriks atau simplisia dengan cara yang
sesuai (Nasyanka et al., 2022). Ekstrak didapat dari mekanisme ekstraksi itu
sendiri, yaitu pelarut akan masuk ke dalam sel dan melarutkan senyawa aktif
yang ada dalam sel sampel, lalu zat terlarut akan terdifusi keluar dari matriks
padat yang ada pada sel sampel dan menarik senyawa aktif yang sesuai dengan
sifat pelarutnya (Zhang et al., 2018; Nasyanka et al., 2022). Ekstrak daun jeruk
purut memiliki ciri-ciri yaitu bentuknya yang kental dan terdapat lapisan
minyak dipermukaannya, berwarna hijau kehitaman, dan aroma khas daun
jeruk purut (Masadi et al., 2018).

2.2.1. Metode Pembuatan Ekstrak Daun Jeruk Purut

Dengan adanya berbagai macam pilihan metode ekstraksi, pemilihan
metode perlu diperhatikan guna mencapai metode yang lebih efisien dan
ekonomis. Maserasi adalah salah satu dari metode ekstraksi, dimana
sifatnya sederhana dengan prosedurnya berupa perendaman bahan
tanaman dalam bentuk kasar maupun halus menggunakan pelarut yang
sesuai pada kondisi ruangan selama minimal tiga hari dengan

pengadukan berkali-kali sampai semua bagian tanaman yang dapat larut
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melarut dalam cairan pelarut (Bitwell et al.,, 2023). Berikut ini

merupakan skema tahapan maserasi.

100 gr simplisia kering yang telah dihaluskan

v

Tambahkan 500 mL etanol
v
Biarkan selama 4 jam dan lakukan penggojokan berulang atau menggunakan magnetic stirrer

Ampas/Residu
v
Tambahkan 500 mL etanol

v

Biarkan selama 4 jam sambil dilakukan penggojokan berulang

Filtrat 2 QM
v

Ampas/Residu

b

Tambahkan 500 mL etanol

¥

Diamkan sepanjang hari dengan dilakukan penggojokan berulang

Filtrat1

Filtrat 3

Ampas/Residu

¥

Kolektifkan seluruh filtrat

— <Filtrat 1 +Filtrat 2 + FiltraD
F Lanjutkan untuk di evaporasi

(S |
Diperoleh ekstrak kental s

Gambar 2. Skema Pembuatan Ekstrak dengan Metode Maserasi
(Ayoub et al., 2020).

Metode maserasi memiliki kelebihan berupa prosedur serta alat bahan
yang digunakan sederhana dan kemungkinan rusaknya komponen kimia
bahan saat diekstraksi sangat kecil (Saputra, 2020). Metode maserasi
dapat digunakan untuk ekstrak yang bersifat termolabil. Metode
maserasi pun memiliki kekurangan berupa ekstraksinya yang lama dan
kurang efisien karena pemakaian pelarut yang relatif dalam jumlah
besar. Walau demikian, metode maserasi dinilai efisien untuk

memperoleh beberapa senyawa metabolit sekunder pada tanaman
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(seperti flavonoid) walau dengan hasil yang sedikitpun (Zhang et al.,
2018).

Dalam melakukan ekstraksi, terdapat tahapan dengan tujuan untuk
mempurifikasi ekstrak tanaman tersebut yang disebut dengan delipidasi.
Delipidasi merupakan suatu proses untuk menghilangkan senyawa-
senyawa yang tidak diperlukan dalam sebuah sampel, salah satunya
ekstrak suatu tanaman. Senyawa-senyawa yang dihilangkan tidak
memiliki efek farmakologis, seperti zat ballast atau resin, klorofil, dan
lemak (Illiyyin Akib et al., 2021). Hasil maserat diperlukan adanya
delipidasi agar menghasilkan produk biofarmasi yang mengandung
senyawa aktif tinggi sehingga lebih menimbulkan efek terapeutik
(Adjeng et al., 2023).

2.2.2. Evaluasi Ekstrak Daun Jeruk Purut

Evaluasi ekstrak daun jeruk purut secara makroskopis bertujuan untuk
mengamati ekstrak secara visual pengamatnya, disertai dengan uji
penapisan fitokimia secara kualitatif dengan pereaksi tertentu sehingga
diamati reaksi warna yang terbentuk (Jayani et al., 2018; Vifta et al.,
2018). Evaluasi ekstrak ini terdiri atas beberapa prosedur, yaitu:
1. Uji Organoleptik
Uji organoleptik dilakukan dengan mengamati ekstrak berdasarkan
empat parameter, yaitu melihat bentuk dan warna, mengetahui rasa
serta mencium bau dari ekstrak yang didapat (Supriningrum et al.,
2019).
2. Uji Penapisan Fitokimia
Uji penapisan fitokimia bertujuan untuk mendapatkan informasi
mengenai senyawa-senyawa yang terkandung di dalam ekstrak
beserta golongannya dan diujikan langsung kepada ekstrak tanaman
yang diteliti (Qonitah et al., 2022; Suri et al., 2022).
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2.3. Nanoemulsi

2.3.1. Pengertian dan Keuntungan Nanoemulsi

Nanoemulsi merupakan salah satu teknik pengembangan sediaan
farmasi yang memiliki dua fase, yaitu fase air dan fase minyak dengan
kombinasi surfaktan dan kosurfaktan sebagai zat penstabil dan
berukuran droplet sekitar <500 nm dengan keunggulannya ialah mampu
meningkatkan kelarutan obat yang sifatnya lipofilik sehingga mudah
mencapai ke target terapeutik (Meliana Devi et al., 2020; Meliana,
2022).

Nanoemulsi air dalam minyak (W/0)

Rl . Molekul obat
o ° yang terlarut E

0.0.. e, |

" - S——
%jﬁg®. kot TRk

20-500 nm

Gambar 3. Nanoemulsi (Karami et al., 2019).

Preparasi sediaan yang bertujuan untuk pemakaian ke kulit memiliki
beberapa tantangan, dimana dalam proses untuk dapat menetrasi ke
dalam kulit harus melewati tiga bagian utama berikut, yaitu kelenjar
keringat, folikel rambut, dan stratum korneum. Mengenai hal itu,
nanoemulsi memberikan penawaran yang lebih baik dibandingkan
dengan sediaan lainnya dikarenakan nanoemulsi memiliki dua
komponen dasar, yaitu hidrofilik dan hidrofobik yang mempermudah
penetrasi zat aktif ke dalam kulit. Komponen hidrofilik akan bernetrasi
melewati kelenjar keringat dan komponen hidrofobik akan bernetrasi ke
dalam stratum korneum. Ukuran nanopartikelnya yang kecil menjadi
keunggulan bagi sediaan nanoemulsi mengalir melintasi pori-pori kulit
(Mohd-Setapar et al., 2022).
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Gambar 4. Mekanisme Nanoemulsi Bernetrasi ke Dalam Kulit
(Mohd-Setapar et al., 2022).

2.3.2. Metode Pembuatan Nanoemulsi

Secara garis besar, metode pembuatan nanoemulsi terbagi menjadi 2,

yaitu:

1. Metode Energi Rendah
Metode energi rendah melalui mekanisme berupa perubahan
komposisi campuran yang berpengaruh terhadap ukuran
nanodroplet minyak dalam sistem campuran yang mengandung
surfaktan, minyak, dan air. Metode ini dilakukan dengan
pengadukan yang berkecepatan lambat sehingga menghasilkan lebih
membutuhkan sedikit energi (Liu et al., 2019; Safaya & Rotliwala,
2019). Dalam mempreparasikan nanoemulsi dengan metode ini
harus memerhatikan jumlah surfaktan yang digunakan agar
mencapai proporsi ukuran droplet yang sesuai dengan ketentuan

sediaan nano (Suryani et al., 2020).

2. Metode Energi Tinggi
Metode energi tinggi merupakan metode yang teknisnya
menggunakan alat dengan tujuan untuk memisahkan fase terdispersi
menjadi tetesan di dalam fase kontinu. Alat yang digunakan dalam

metode energi tinggi meliputi Rotor-Stator Emulsification (RSE),



18

High-Pressure Homogenization (HPH), High-Pressure Microfluidic
Homogenization (HPMH) dan Ultrasonic Homogenization (USH).
Metode ini memiliki keuntungan berupa penggunaan surfaktannya
yang sedikit sehingga memberi kemudahan formulator untuk
memilih surfaktan, namun metode ini tidak baik dilakukan pada
bahan-bahan yang sensitif panas (Liu et al., 2019; Safaya &
Rotliwala, 2019).

2.3.3. Nanospray

Nanospray merupakan pengembangan dari sistem penghantaran sediaan
nano, dimana menggunakan aplikator berupa botol semprot/sprayer
sehingga mampu menghantarkan zat aktif dalam bentuk partikel halus
dan berdaya sebar luas, merata, dan efisien. Selain itu, keunggulan dari
nanospray ini ialah mampu mengurangi kemungkinan kontaminasi
dikarenakan sistem penghantarannya yang tidak terkena kontak
langsung, baik dari penggunanya maupun dari lingkungan luar (Meliana
Devi et al., 2020; Pratiwi MW et al., 2023). Nanospray sebagai produk
nanokosmetik memberikan penawaran berupa sediaan yang lebih
optimal dalam mempertahankan biokompabilitas dan stabilitasnya serta
efek yang optimal dalam mendistribusikan muatan sediaan ke kulit
sehingga meningkatkan penyerapan ke dalam kulit dengan bentuknya
yang berupa tetesan (droplet) kecil (Meliana, 2022; Mohd-Setapar et al.,
2022).

Sediaan kosmetik dengan konsep penghantaran nano pertama kali ada
pada tahun 1999 dengan ukuran globul dalam rentang 10-100 nanometer
dan setelah itu mulai banyak munculnya brand yang memformulasikan
sediaan berbasis nanoteknologi (Hameed et al., 2019). Sediaan nano
mulai berkembang di dunia kosmetik karena menjadi agen terapeutik
yang luas dalam berbagai macam permasalahan kulit, seperti jerawat,
kulit kering, munculnya black spot hingga hiperpigmentasi (Mohd-
Setapar et al., 2022).
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2.4. Self-Nanoemulsifying Drug Delivery System (SNEDDS)

Self-Nanoemulsifying Drug Delivery System (SNEDDS) merupakan salah satu
metode dalam preparasi nanoteknologi yang terdiri dari campuran isotropik
minyak alami maupun sintetis, surfaktan, dan kosurfaktan dengan
menghasilkan emulsi minyak dalam air (M/A) yang berbentuk globul halus
berukuran <500 nm dan akan membentuk nanoemulsi apabila dilakukan
pencampuran dengan air dengan pengadukkan sedang atau disebut juga
metode spontan (Suryani et al., 2019; Pratiwi L et al., 2021; Meliana, 2022; S
Reshma et al., 2023).

SNEDDS dapat menjadi pilihan dalam melakukan formulasi sediaan
nanoemulsi, hal ini dikarenakan stabilitas fisik maupun kimianya lebih tinggi
sehingga dapat disimpan dalam jangka waktu yang lama dan visualisasinya
yang lebih berestetika dikarenakan volume bentuk sediaan lebih kecil.
Kelarutan obat pada sediaan SNEDDS juga dapat divariasikan, yaitu
ditingkatkan dengan mengubah bentuk zat aktif menjadi berbentuk droplet
(Handoyo Sahumena et al., 2019). SNEDDS juga memberikan keuntungan
karena metode ini dapat digunakan untuk berbagai macam metode
pengaplikasian agen terapeutik (oral, parenteral, transdermal, maupun topikal).
Oleh karena itu, SNEDDS dapat dijadikan sebagai sediaan kosmetika karena
sifatnya mampu meningkatkan kelarutan air terhadap zat aktif terapeutik yang
bersifat lipofilik dan luas permukaan nanodropletnya yang luas sehingga
mampu meningkatkan laju penyerapan obat secara luas melalui kulit (Suyal et
al., 2023).
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Gambar 5. Struktur Terbentuknya SNEDDS Setelah Fase Air Terdispersi
(S Reshma et al., 2023).
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2.4.1. Komponen SNEDDS

Dalam formulasi SNEDDS terdiri atas beberapa komponen,

diantaranya:

1. Fase Minyak

Fase minyak merupakan komponen yang penting dikarenakan tujuan
utamanya dalam mengontrol kelarutan zat aktif obat. Perlu
diperhatikan bahwa dalam pemilihan fase minyak harus memiliki
potensi kelarutan yang tinggi karena dapat juga mempengaruhi
ukuran tetesan emulsi dan waktu emulsifikasi. Contoh minyak yang
dapat digunakan ialah minyak kelapa sawit, minyak zaitun, minyak
wijen, minyak jagung, dan lainnya (S Reshma et al., 2023; Suyal et
al., 2023).

2. Surfaktan

Surfaktan berperan penting dalam mengemulsi fase minyak dan harus
memiliki sifat kelarutan yang tinggi terhadap zat aktif obat non-air.
Surfaktan berfungsi menstabilkan nanoemulsi dengan mengurangi
tegangan antarpermukaan batas minyak dengan air. Surfaktan
bersifat hidrofilik sehingga mampu menghasilkan nanoemulsi
minyak dalam air (Suyal et al., 2023). Surfaktan nonionik merupakan
salah satu jenis surfaktan yang biasa digunakan dalam bahan
makanan, obat, maupun produk kosmetik dengan keseimbangan
hidrofilik-lipofiliknya yang relatif tinggi. Surfaktan nonionik bersifat
stabil dan mampu menghasilkan ukuran droplet kurang dari 20 nm
dengan waktu minimun selama 28 hari (Nugroho & Sari, 2018; Liu
etal., 2019; S Reshma et al., 2023).

3. Kosurfaktan
Kosurfaktan membantu surfaktan dalam mencapai kestabilan
tegangan antarmuka sedian nanoemulsi. Penambahan kosurfaktan
bersamaan dengan surfaktan akan bersinergis dalam peningkatan
dispersibilitas surfaktan dalam fase minyak, peningkatan waktu

emulsifikasi, peningkatan kelarutan obat dalam SNEDDS, serta
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memodulasi ukuran droplet nanoemulsi. Kosurfaktan yang umumnya
digunakan dalam sediaan SNEDDS ialah propilen glikol,
polioksietilen, polietilen glikol (PEG), dan lainnya (Nayak et al.,
2022; S Reshma et al., 2023).

4. Fase Air
Fase air berperan penting dalam menentukan ukuran droplet dan
kestabilan dari nanoemulsi yang dipreparasikan. Oleh karena itu, pH
pada fase air perlu dipertimbangkan dan parameternya tergantung
pada tujuan pemerian sediaan tersebut (seperti ketentuan yang
berbeda antara pH di lambung, darah, usus, dan kulit) (Nayak et al.,
2022; Suyal et al., 2023).

2.4.2. Evaluasi Karakterisasi SNEDDS

Berikut ini merupakan rangkaian karakterisasi formula sediaan
SNEDDS:

1. Analisis Ukuran Partikel dan Indeks Polidispersitas

Ukuran droplet atau tetesan dalam sediaan nanoemulsi merupakan
faktor penting dalam melihat seberapa stabil emulsi yang terbentuk
dan juga sebagai penentu laju dan luas pelepasan obat dilihat dari
persyaratan ukuran partikel yaitu 20-500 nm dengan menggunakan
particle size analyser (PSA). Pada analisis indeks polidispersitas,
pengujian dilakukan untuk melihat keseragaman distribusi ukuran
partikel. Nilai Indeks Polidispersitas (Pl) dikatakan baik apabila
berada pada rentang 0,3-0,7 maka dikatakan ukuran droplet dalam
sediaan tersebut semakin beragam dan homogen (Meliana, 2022; S
Reshma et al., 2023; Zubaydah et al., 2023).

2. Morfologi Partikel SNEDDS Secara Mikroskopis
Dalam melakukan uji karakterisasi sediaan nanopartikel, informasi
fisik seputar morfologi optimum yang terbentuk dalam SNEDDS
meliputi morfologi permukaan dan ukuran partikel yang terbentuk

diperlukan sebagai penunjang dari hasil SNEDDS yang
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diformulasikan (Qiu et al., 2021, Luthfiyana et al., 2022). Analisis
morfologi partikel SNEDDS dengan metode mikroskopis merupakan
metode yang sederhana dalam menganalisis partikel nanoemulsi
yang tersebar di dalam SNEDDS dengan memvisualisasikan ukuran
partikel dari yang terkecil hingga ukuran terbesar (Kusa et al., 2022).
Selain itu, metode ini juga sekaligus menampakkan jenis tipe emulsi
yang terkandung di dalam SNEDDS (Puspitasari et al., 2022).

3. Uji Potensial Zeta
Pengujian potensial zeta dilakukan dalam nanoemulsi untuk
mengetahui berapa banyak muatan yang ada pada permukaan droplet,
sehingga dianalisis kestabilan dengan melihat adanya gaya tolak-
menolak antara partikel bermuatan ketika berdekatan. Suatu
SNEDDS dinyatakan stabil apabila potensial zeta yang diperoleh
lebih besar dari -30 mV sampai dengan +30 mV (Nibras et al., 2022;
Suyal et al., 2023).

4. Persen Transmittan
Persen transmitan dievaluasi melalui pengukuran dengan alat
instrumen spektrofotometri UV-Vis dengan gelombang maksimum
650 nm. Parameter dalam rentang 90%-100% menunjukkan bahwa
formula yang dibuat baik, yaitu berpenampakan jernih dan transparan
(Nayak et al., 2022; Zubaydah et al., 2023).

2.4.3. Evaluasi Stabilitas Fisik Sediaan Nanospray

1. Uji Stabilitas (Freeze Thaw)
Uji freeze thaw dilakukan dengan tujuan untuk menguji kestabilan
fisik sediaan nanospray selama masa penyimpanan dengan
modifikasi suhu penyimpanan, hal ini untuk melihat apakah ada
perubahan secara tampilan fisik dari sediaannya (Anindhita &
Oktaviani, 2016; Hastuti & Sukarno, 2020; Tari & Indriani, 2023;).

Sediaan diamati meliputi beberapa parameter berikut:
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a. Uji Organoleptik
Pengujian organoleptik pada sediaan SNEEDS dilakukan
dengan mengamati beberapa parameter, seperti warna, bau, dan
kejernihan sediaan (Zubaydah et al., 2023).

b. UjipH
Pengujian pH merupakan parameter uji yang penting
dikarenakan untuk mengetahui kesesuaian pH sediaan
nanospray terhadap penggunannya pada kulit sehingga terjamin
aman dan tidak mengiritasi kulit (Maria et al., 2023). Uji pH
dapat menggunakan kertas indikator pH atau pH strip maupun
alat pH digital.

c. Uji Turbiditas
Uji turbiditas dilakukan untuk melihat kestabilan emulsi pada
sediaan, dilihat dari hasil akhirnya apakah ada perubahan bentuk
pada tampilan visual secara kejernihan maupun adanya aktivitas
tidak baik pada sediaan (Pratiwi L et al., 2021).

2.5. Staphylococcus aureus

2.5.1. Morfologi

Staphylococcus aureus atau S. aureus merupakan bakteri gram positif
dan bersifat aerobik. Bakteri ini memiliki karakteristik berupa
bentuknya yang coccus atau bulat yang menyerupai anggur tak
beraturan dan berdiameter 1 pum. Selain itu, bakteri ini juga cepat
berkembang di suhu 37°C, mampu membentuk pigmen pada suhu 20-
35°C. Pada media, karakteristik koloninnya akan berbentuk bulat,
berdiameter 1-2 mm, cembung, buram, mengkilat, dan memiliki

konsistensi yang lunak (Maimunah et al., 2020).
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‘ — Bakteri
S.aureus

Gambar 6. Staphylococcus aureus, perbesaran 40x (Saifuddin & Husnidar,
2018).

2.5.2. Klasifikasi
Bakteri S. aureus menurut Engelkirk et al. (2020) diklasifikasikan dalam
tabel berikut.

Tabel 2. Klasifikasi Staphylococcus aureus

Klasifikasi
Domain Prokaryotae (Bacteria)
Filum Firmicutes
Kelas Cocci
Ordo Bacillales
Famili Staphylococcaceae
Genus Staphylococcus
Spesies Staphylococcus aureus

Sumber: Engelkirk et al. (2020)

2.5.3. Patogenesis Terhadap Acne Vulgaris (Jerawat)

S. aureus merupakan salah satu bakteri patogen yang sebagian besar
menyebabkan infeksi parah pada kulit dan pada seberapa besar bakteri
mampu menembus lapisan pelindung epitel. Oleh karena itu, infeksi
kulit yang disebabkan oleh bakteri ini dapat berkembang dari hal yang
ringan, seperti goresan pada kulit dan memungkinkan untuk
berkembang menjadi invasif (Cheung et al., 2021). S. aureus umumnya
tumbuh secara normal maupun intermitten pada kulit dan mukosa
sebanyak 60% lalu akan semakin tumbuh subur apabila kulit lembab.
Kulit yang terus terpapar dan terdapat pertumbuhan bakteri S. aureus
akan bermanifestasi klinis lebih parah dan menyebabkan timbulnya
berbagai penyakit seperti impetigo, folikulitis, abses, dan lainnya
(Harlim, 2016).
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S. aureus juga dikenal sebagai patogen intraseluler sehingga menjadi
salah satu pemicu terjadinya resistensi antibiotik dan faktor virulensi
yang berlebihan, dimulai dari adhesin, lalu menghasilkan enzim yang
memiliki efek toksin, dan membentuk protein pelindung kekebalan dari
antibiotik. Invasi yang dilakukan oleh S. aureus dimulai dengan
menempel pada permukaan sel inang melalui aktivitas adhesin,
kemudian proses pasca invasi bergantung pada aktivitas a-toksin dan
faktor lainnya. S. aureus mampu menginduksi aktivasi dan kematian sel
inang, sehingga meningkatkan efek inflamasi dan sitotoksik. Dengan
adanya efek tersebut, bakteri ini mampu bertahan dan beradaptasi untuk
tinggal di intraseluler untuk jangka waktu yang lebih lama (Becker,
2018).

Acne vulgaris atau jerawat merupakan kelainan inflamasi kronis yang
muncul dalam berbagai bentuk, seperti komedo, papula, pustula, nodul,
dan eritema. Empat patogenesis utama dari jerawat diantaranya
peningkatan ekskresi sebum, proliferasi pilosebaceous, aktivitas
pertumbuhan bakteri, dan peradangan (Sitohang et al., 2019). Fenomena
jerawat bermula dari adanya penimbunan kelenjar minyak akibat
kotoran yang apabila berkepanjangan akan meningkat dengan
timbulnya lemak dan flek hitam (komedo), kemudian semakin
meradang dan menjadi jerawat dengan ukuran yang bervariasi (Habibie
& Aldo, 2019). Penelitian yang dilakukan oleh Imasari & Emasari
(2022) menunjukkan bahwa sebanyak 79% bakteri S. aureus terdapat
pada jerawat bernanah yang diidentifikasi langsung kepada beberapa

siswa di SMKN 1 Pagerwojo Tulungagung.

Acne vulgaris atau jerawat merupakan salah satu manifestasi klinis yang
disebabkan oleh bakteri S. aureus, diikuti oleh bakteri lainnya yaitu
Propionibacterium acnes dan Staphylococcus epidermidis (Luthfiyana
et al., 2022). Hasil isolasi dari lesi inflamasi jerawat menunjukkan

adanya keterlibatan S. aureus dalam perkembangan inflamasi pada
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jerawat, dimana dengan P. acnes akan bersinergis membentuk biofilm
tebal sehingga menimbulkan efek toksin pada kulit dan semakin
memperparah infeksi (Cheung et al., 2021; Imasari & Emasari, 2022;
Legiawati et al., 2023). Selain itu, S. epidermidis mampu mentransfer
gen resistennya dengan perantara plasmid kepada S. aureus sehingga
mikroflora bakteri pada permukaan epitel manusia tumbuh tidak
terkendali dan memicu resistensi antibiotik pada S. aureus (Otto, 2014;
Pusushottam et al., 2021).

Pengobatan dan Pencegahan

Pengobatan penyakit yang disebabkan karena bakteri S. aureus
penyebab infeksi kulit dan jaringan lunak dianjurkan menggunakan
agen antimikroba dan pemilihannya berdasarkan panduan manifestasi
klinis masing-masing penyakit (Linz et al., 2023). Pada pengobatan
acne vulgaris, terdapat algoritma manajemen terapi sebagaimana pada
tabel di bawah ini:

Tabel 3. Algoritma Manajemen Terapi Acne Vulgaris

Pengobatan Berdasarkan Tingkat Keparahan
Ringan Sedang Parah
Benzoyl Peroxide (BP) Kombinasi terapi topikal Terapi antibiotik oral
atau retinoid topikal; atau  (BP, retinoid, antibiotik dosis  tinggi  dengan

dikombinasikan dengan topikal) atau kombinasi terapi topikal
terapi topikal lainnya, dikombinasikan dengan (BP, retinoid, antibiotik
seperti topikal antibiotik.  antibiotik oral. topikal) atau oral

isotretinoin +

kortikosteroid oral; pada
wanita dapat ditambah
dengan konsumsi
kontraseptif oral atau
anti-adrogen.

Sumber: Sibero et al. (2019) & Hilary Baldwin (2020)

Pengobatan menggunakan antibiotik dianjurkan pada bakteri gram
positif seperti S. aureus, salah satunya ialah eritromisin. Eritromisin
merupakan antibiotik golongan makrolida pertama yang ditemui pada
tahun 1952 dan efektif secara luas mencegah pertumbuhan bakteri gram

positif dengan cara kerjanya ialah menghambat sintesis protein bakteri
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dan menghambat masuknya asam amino pada pertumbuhan rantai
peptida bakteri (Burchum, 2016; Mahfouz et al., 2023). Selain itu,
eritromisin dijadikan sebagai terapi alternatif terhadap pasien yang
diindikasi alergi terhadap penisilin (Goering et al., 2012). Penggunaan
eritromisin untuk pengobatan acne vulgaris terdapat dua bentuk
sediaan, yaitu oral dengan dosis penggunaan 250-500 mg tiga kali sehari
dan dalam bentuk topikal dengan persentase 1,5% hingga 2% dan di
aplikasikan sekali atau tiga kali sesuai dengan tingkat keparahan acne
vulgaris yang diderita (Rakel, 2012).

Pencegahan yang dapat dilakukan ialah menjaga kebersihan kulit wajah
seperti mencuci muka minimal tiga kali sehari diimbagi dengan
perawatan kulit wajah menggunakan skincare atau agen perawatan
kecantikan dengan tepat. Selain itu juga, menerapkan gaya hidup sehat
dapat mencegah timbulnya acne vulgaris, seperti mengontrol pola
makan, berolahraga, dan pengontrolan stress (Sifatullah & Zulkarnain,
2021).

2.6. Antibakteri

Antibakteri didefinisikan sebagai senyawa yang mampu mengganggu
pertumbuhan hingga mematikan bakteri untuk menghindari patogen yang
dapat mengganggu sistem tubuh makhluk hidup, seperti menghambat sintesis
dan metabolisme sel. Mekanisme yang dilakukan oleh antibakteri diantaranya
ialah merusak dinding dan fungsi membran sel bakteri, menghambat kerja
enzim serta sintesis asam nukleat dan protein sel, dan lainnya (Oktavia &
Pujiyanto, 2018; Halimathussadiah et al., 2021). Antibakteri diteliti untuk
diambil turunannya sehingga dapat dibuat menjadi senyawa sintesis maupun

semisintesis untuk dimanfaatkan menjadi agen terapeutik (Sari et al., 2022).
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2.6.1. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri merupakan serangkaian prosedur untuk
mengukur suatu senyawa berdasarkan seberapa besar potensinya dalam
memberikan efek mikroorganisme berdasarkan pengukuran diameter
zona hambatan yang terbentuk (Sari et al., 2022). Uji aktivitas
antibakteri memiliki dua garis besar metode, yaitu:

1. Metode Difusi
Prinsip dari metode ini adalah senyawa antimikroba yang akan diuji
terdifusi ke dalam media padat (misalnya agar) yang telah diinokulasi
bakteri dan diameter zona hambat yang terbentuk diukur (Yusmaniar
et al., 2017; Mukherjee, 2019). Metode difusi terdiri atas:
a. Metode Difusi Cakram
Metode ini menggunakan kertas cakram (berdiameter sekitar 6
mm), dimana kertas cakram yang telah berisi senyawa uji
diletakkan di permukaan media agar yang telah mengandung
mikroba, kemudian diinkubasi. Senyawa yang diujikan nantinya
akan terdifusi ke dalam media agar dan hambatannya diukur di
sekitar kertas cakram (Yusmaniar et al., 2017; Mukherjee, 2019).
Metode difusi cakram pun terbagi kembali menjadi tiga macam,
yaitu (Parija, 2009):
- Metode Difusi Cakram Kirby-Bauer
Metode ini merupakan metode yang paling umum, dimana
untuk pengaplikasian senyawa uji maupun kontrol uji
dilakukan pada plat yang berbeda.
- Metode Difusi Cakram Stokes
Berbeda halnya dengan metode Kirby-Bauer, pada metode
Stokes, media agar dilakukan pengujian terhadap banyak
variabel. Cawan petri yang berisi media agar dibagi menjadi
tiga bagian secara horizontal, untuk senyawa uji diinokulasi
pada area tengah media, dan untuk kontrol uji diinokulasi di

sepertiga atas dan bawah plat media.
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- Metode Difusi Cakram Primer

Metode ini berbeda dibandingkan metode difusi cakram
lainnya, dimana pada metode ini pengujian dilakukan
langsung pada spesimen klinisnya, seperti pengujian urin
yang langsung diinokulasikan pada permukaan agar dan
diberi cakram berisikan senyawa uji. Metode ini bertujuan
untuk menganalisis sensitivitas senyawa uji, namun harus
mengonfirmasi ulang isolat dengan diuji kembali dengan
metode difusi cakram Kirby-Bauer ataupun Stokes.

b. Metode Sumuran (Agar Well Diffusion)

Metode sumuran diartikan sebagai membuat lubang seperti
sumur yang tegak lurus pada media agar yang telah diinokulasi
bakteri dengan diameter tertentu. Lubang sumuran yang telah
dibuat kemudian diinokulasikan senyawa uji. Indikator
penghambatan senyawa uji terhadap pertumbuhan bakteri dilihat
dari zona jernih di sekitar sumuran (Yusmaniar et al., 2017,
Halimathussadiah et al., 2021). Metode sumuran memiliki
kelebihan yaitu memberikan kemudahan dalam mengukur luas
zona hambar yang terbentuk serta dinilai sebagai metode yang
lebih baik karena osmolaritas pada senyawa uji terjadi secara
menyeluruh sehingga lebih  homogen dan kuat dalam
menghambat bakteri untuk tumbuh (Ayu et al., 2019;
Halimathussadiah et al., 2021; Sari et al., 2022).

c. Metode Difusi Parit
Pada metode ini, media yang digunakan ialah lempeng agar yang
telah diinokulasi oleh bakteri, lalu dibuat sebidang parit dan
masukkan senyawa uji ke dalam parit tersebut. Lakukan inkubasi
dan amati zona hambat pertumbuhan bakteri pada sekitar parit
(Safitri & Roosdiana, 2021).
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d. Metode Gradient (E-Test)

Metode ini berbeda dengan lainnya dikarenakan memadukan
prinsip metode difusi dan dilusi. Hal ini dilakukan dengan
membuat gradien menggunakan strip pada konsentrasi senyawa
uji dan diendapkan pada permukaan media agar yang sebelumnya
telah diinokulasi bakteri uji. Tujuan utama metode ini ialah untuk
mengukur Minimum Inhibitory Concentration (MIC) (Yusmaniar
etal., 2017; Mukherjee, 2019).

2. Metode Dilusi

Metode dilusi (pengenceran) bertujuan untuk mengukut Minimun
Inhibitory Concentration (MIC) atau Kadar Hambat Minimun
(KHM). Peran penentuan MIC terhadap pengujian antibakteri ialah
dapat menjadi penentu dosis teraupetik suatu senyawa uji secara
akurat dan mengidentifikasi sensitivitas suatu antibakteri yang siklus
pertumbuhannya lambat seperti M. tuberculosis. Selain itu, metode
dilusi juga berguna dalam mengukur Minimum Bacterial
Concentration (MBC) atau Kadar Bunuh Minimum (KBM) (Parija,
2009; Yusmaniar et al., 2017). Secara garis besar, metode dilusi
terdiri atas metode dilusi cair dan dilusi padat. Metode dilusi padat
serupa dengan dilusi cair, namun yang membedakan ialah pada dilusi

padat menggunakan media padat seperti agar.

Metode Dilusi Cair

Metode dilusi cair menggunakan beberapa tabung reaksi yang diisi
oleh bakteri uji, kemudian dimasukkan senyawa uji dengan
konsentrasi yang berbeda. Tabung-tabung tersebut diinkubasi
dengan waktu dan suhu optimum lalu diamati KHM yang
dihasilkan (Safitri & Roosdiana, 2021).

- Metode Dilusi Padat

Metode ini menggunakan media padat dan terbagi kembali

menjadi dua macam metode, yaitu:
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e Metode Dilusi Broth
Metode ini merupakan metode kuantitatif dalam menentukan
KHM dan KBM suatu bakteri dengan pengujian menggunakan
media Mueller-Hinton Broth dan alat berupa tabung (Parija,
2009).

e Metode Dilusi Agar
Metode ini memiliki tujuan yang sama dengan metode dilusi
broth, namun yang membedakannya ialah pada metode ini

menggunakan media padat yaitu agar (Parija, 2009).

2.7.Bahan Tambahan

2.7.1.

2.7.2.

Virgin Coconut Oil (VCO)

Virgin coconut oil (VCO) merupakan salah satu jenis minyak yang
dihasilkan dari bahan alam dan telah dianalisis menggunakan GC-MS
mengandung asam laurat (26,25% dalam VVCO), asam palmitat (7,21%
dalam VCO), dan dalam asam lemak tidak jenuh lainnya seperti asam
kaprilat, asam oleat, asam kaprat, dan asam stearat (Miksusanti et al.,
2023). Virgin coconut oil membentuk massa putih hingga kuning
muda, membentuk warna bening kuning kemudaan, bau khas kelapa
dan rasa yang ringan (Rowe et al., 2009). Penambahan virgin coconut
oil (VCO) mampu menghasilkan sediaan nanoemulsi yang stabil dan
berukuran droplet <500 nm (Jusril et al., 2022; Widyastuti & Saryanti,
2023). Asam laurat dalam VVCO memiliki polaritas yang baik, hal ini
yang memudahkan fase minyak yang telah membawa zat aktif (berupa
ekstrak) tersebut akan lebih mudah berinteraksi satu sama lain dengan
fase lainnya dan semakin mudah kelarutannya dalam air (Puspitasari et
al., 2022).

Polysorbate 80 (Tween 80)

Tween 80 atau polisorbat 80 merupakan salah satu jenis surfaktan non

ionik hidrofilik yang berbentuk cairan seperti minyak berwarna kuning,
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serta memiliki rasa pahit dan baunya yang khas (Rowe et al., 2009).
Tween 80 baik untuk dipreparasikan dalam emulsi minyak dalam air
(M/A) yang akan membentuk ikatan hidrogen dengan air dan secara
luas telah digunakan dalam preparasi sediaan obat, makanan, maupun
kosmetik (Rowe et al.,2009; Miksusanti et al., 2023; Widyastuti &
Saryanti, 2023). Dalam sediaan nanoemulsi, penggunaan tween 80
sebagai surfaktan memiliki peranan yang besar dalam menurunkan
tegangan antar muka pada kedua fase (fase air dan fase minyak) dan
dapat memudahkan sistem dispersi nanoemulsi (Fitrianingsih et al.,
2022).

Gambar 7. Struktur Kimia Polisorbat 80 (Rowe et al., 2009).

2.7.3. Polietilen Glikol 400 (PEG 400)

Polietilen Glikol 400 atau PEG 400 merupakan salah satu jenis
kosurfaktan yang berbentuk cairan bening dengan konsistensi kental dan
tidak berbau (Rowe et al., 2009). PEG 400 memiliki kelarutan yang baik
pada air sehingga dapat membantu proses emulsifikasi dengan hasil
yang stabil dan jernih (Widyastuti & Saryanti, 2023). Pemakaian
surfaktan tunggal akan menghasilkan sediaan dengan viskositas tinggi
dan berakibat pada sulitnya daya alir. Oleh karena itu, kosurfaktan akan
membantu mengoptimalkan viskositas sediaan (Mabharini et al., 2020).
Terdapat penelitian yang telah dilakukan sebelumnya oleh Kusumawati
et al. (2021) menunjukkan bahwa PEG 400 mampu melarutkan ekstrak
daun senggugu lebih besar, dibuktikan dengan polaritas PEG 400 yang

mendekati polaritas dari kandungan ekstrak tersebut.
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Gambar 8. Struktur Kimia PEG 400 (Rowe et al., 2009).

2.7.4. Propilparaben

2.1.5.

Propilparaben merupakan salah satu eksipien yang secara luas dalam
berbagai formulasi sediaan farmasi, kosmetik, maupun produk
makanan sebagai agen antimikroba dengan sifat fisik yang berbentuk
bubuk kristal berwarna putih, tidak berbau, dan tidak memiliki bau
(Rowe et al., 2009). Propilparaben dapat digunakan sendiri tanpa
paraben lainnya karena efektif sebagai antimikroba dalam spektrum
luas di berbagai rentang pH. Propilparaben telah terbukti tidak
menghasilkan gelembung sebanyak pada penggunaan metilparaben
sehingga lebih baik secara estetika dalam sediaan topikal (Rowe et al.,
2009; Purnamasari, 2020).
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Gambar 9. Struktur Propilparaben (Rowe et al., 2009).

Propilen Glikol

Propilen glikol memiliki fungsi sebagai peningkat penetrasi sediaan
pada kulit (Rowe et al., 2009; Nadeak & Birawan, 2022). Propilen
glikol dideskripsikan sebagai eksipien yang bening, berviskositas,
tidak berwarna, dan praktis tidak berwarna dengan rasa yang manis
keasamaan seperti gliserin (Rowe et al., 2009). Propilen glikol
digunakan secara luas dalam pembuatan sediaan kosmetika karena
efeknya yang melembabkan dan melembutkan kulit (Asjur et al.,
2023). Dalam preparasi sediaan, zat eksipien ini berperan dalam
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mempertahankan kandungan air sehingga menjamin kestabilan dan
sifat fisik sediaan (Pratiwi et al., 2018).

OH

OH
HaC

Gambar 10. Struktur Kimia Propilen Glikol (Rowe et al., 2009).

2.7.6. Mentol

Mentol merupakan minyak essensial yang diperoleh dari peppermints
oil berbentuk bubuk kristal yang dapat mencair dan membentuk
konsistensi cair akibat sublimasi, tidak berwarna, memiliki rasa mint
kemanisan, serta wangi yang menyegarkan dan terasa dingin apabila
terkena kontak dengan kulit (Rowe et al., 2009; Sarkic & Stappen,
2018). Mentol secara luas digunakan sebagai zat penambah rasa serta
pewangi dengan sensasi menyegarkan dalam berbagai bentuk sediaan
farmasi maupun kosmetik (Rowe et al., 2009). Dalam preparasi
sediaan kosmetika, konsentrasi 0,1-1% merupakan rentang
konsentrasi yang optimal sekaligus memberikan efek terapeutik
sebagal antipruritik dan antiinflamasi dengan mekanisme melebarkan
pembuluh darah kulit sehingga mampu memberikan efek dingin dan
mengurangi rasa gatal (Yulia & Ambarwati, 2015; Sarkic & Stappen,
2018; Butarbutar & Chaerunisaa, 2021).
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Gambar 11. Struktur Kimia Mentol (Rowe et al., 2009).
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2.7.7. Aquadest

Aquadest atau air suling merupakan cairan bening, tidak bewarna, dan
tidak berasa yang secara luas digunakan sebagai pelarut dalam
memproses hingga menjadi formulasi sediaan farmasi (Rowe et al.,
2009). Agquadest merupakan bahan dengan senyawa netral dan tidak
mengandung zat di dalamnya, sehingga dalam preparasi sediaan
kosmetika nanospray bertindak sebagai pelarut sekaligus basis
sediaan (Astriani et al., 2021; Sari et al., 2023; Asjur et al., 2023).

0

Gambar 12. Struktur Kimia Aquadest (NCBI, 2023).

2.8.Kerangka Teori

Jeruk purut merupakan tanaman yang telah dimanfaatkan secara luas sebagai
produk terapeutik dengan memanfaatkan bagian tumbuhannya, salah satunya
ialah pada daunnya yang menghasilkan ekstrak berbentuk kental, berwarna
hijau kehitaman dengan aroma khas daun jeruk purut (Masadi et al., 2018;
Siti et al., 2022). Daun jeruk purut mengandung sebagian besar seluruh
senyawa metabolit sekunder, seperti fenol, flavonoid, fenol, alkaloid, tanin,
saponin, dan triterpenoid dengan fungsi sebagai antibakteri (Husni et al.,
2022). Nanoemulsi merupakan salah satu contoh dari sistem penghantaran
obat yang memiliki keuntungan untuk meningkatkan kelarutan obat yang
bersifat lipofilik sehingga mampu melakukan penetrasi ke target terapeutik
dengan mudah (Meliana Devi et al., 2020). Untuk meningkatkan kualitas
pengaplikasian sediaan nanoemulsi sebagai agen terapeutik, penghantaran
nano sebagai bentuk sediaan spray merupakan pilihan yang tepat (khususnya
dalam membuat formulasi sediaan perawatan topikal) dikarenakan
penghantaran ini menggunakan teknik spraying sehingga bersifat efisien

dengan penghantaran obat yang lebih berdaya sebar luas serta mencegah
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adanya kontaminasi dari lingkungan luas (Meliana Devi et al., 2020; Pratiwi
MW et al., 2023).

Pembuatan nanospray dengan metode Self-Nanoemulsifying Drug Delivery
System (SNEDDS) mengacu pada komposisi bahan minyak, surfaktan, dan
kosurfaktan dengan pengadukkan sedang akan menghasilkan formulasi nano
dengan luas permukaan nanodropletnya luas sehingga laju penyerapan obat
meningkat apabila diaplikasikan kepada kulit (S Reshma et al., 2023; Suyal
et al., 2023). Fase minyak menggunakan virgin coconut oil menghasilkan
sediaan nanoemulsi yang stabil dengan ukuran droplet <500 nm sekaligus
menjadi antibakteri karena mampu merusak permukaan dinding sel bakteri
(Widyaningrum et al., 2019; Jusril et al., 2022). Tween 80 sebagai surfaktan
non ionik berfungsi dalam menghasilkan emulsi minyak dalam air (M/A)
dengan tegangan antarpermukaan batas minyak dengan air berkurang (Liu et
al., 2019; Widyastuti & Saryanti, 2023). Formulasi sediaan dengan
mengombinasikan surfaktan dan kosurfaktan mampu meningkatkan
kestabilan sediaan nanoemulsi, oleh karena itu penambahan PEG 400
berperan dalam meningkatkan kelarutan zat aktif obat (dalam hal ini ekstrak
etanol daun jeruk purut) dalam air serta mengoptimalkan viskositas sediaan
(Widyastuti & Saryanti, 2023; Miksusanti et al., 2023). Sediaan SNEDDS
yang telah diformulasikan kemudian dilakukan proses karakterisasi sediaan
diantaranya uji ukuran partikel dan indeks polidispersitas, morfologi partikel

SNEDDS secara mikroskopis, nilai potensial zeta, dan persen transmitan.

Setelah didapat SNEDDS yang memenuhi kriteria dari hasil pengujian
karakterisasi sebelumnya, langkah selanjutnya ialah melanjutkan formulasi
SNEDDS untuk dapat dibuat menjadi sediaan nanospray dengan penambahan
beberapa bahan. Propilen glikol merupakan bahan lainnya dalam pembuatan
nanospray dan berperan sebagai humektan dengan efek melembabkan dan
melembutkan kulit (Rowe et al., 2009; Asjur et al., 2023). Propilparaben
digunakan sebagai antimikroba yang efektif dalam rentang pH yang luas

meski digunakan dalam pemakaian tunggal (Rowe et al., 2009; Purnamasari,
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2020). Mentol berperan sebagai zat pewangi dan memberikan efek
mendinginkan sehingga mampu mengurangi rasa gatal pada permukaan kulit
dan tepat untuk diitambahkan dalam bahan pembuatan nanospray dengan
sasaran terapi ialah penderita acne vulgaris (Yulia & Ambarwati, 2015;
Sarkic & Stappen, 2018; Butarbutar & Chaerunisaa, 2021). Aquadest menjadi
komposisi bahan yang penting karena menjadi pelarut utama sekaligus basis
dalam sediaan nanospray karena sifatnya yang netral dan cocok untuk
diaplikasikan dengan berbagai bahan aktif farmasi (Rowe et al., 2009;
Astriani et al., 2021; Sari et al., 2023; Asjur et al., 2023). Formulasi sediaan
nanospray kemudian dilakukan serangkaian uji karakteristik fisik yaitu uji
organoleptis, uji pH, uji turbiditas, dan uji aktivitas antibakteri terhadap S.
aureus menggunakan metode sumuran (Nadira et al., 2019; Zubaydah et al.,
2023; Mardiyanto et al., 2020; Suyal et al., 2023; Marwarni & Dalimunthe,
2022).
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Gambar 13. Kerangka Teori (Mukherjee, 2019; Liu et al., 2019; Pratiwi L et
al., 2021; Husni et al., 2022; Qonitah, 2022; Marwarni &
Dalimunthe, 2022; Suyal et al., 2023; Zubaydah et al., 2023).
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2.9.Kerangka Konsep
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Gambar 14. Kerangka Konsep

2.10. Hipotesis
2.10.1. Hipotesis Null (H0)

1. Konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk purut yang dilakukan
pengujian tidak menghasilkan daya hambat pertumbuhan S.
aureus dengan efektif.

2. Formula sediaan nanospray yang mengandung ekstrak etanol
daun jeruk purut dengan konsentrasi optimum tidak efektif
dalam menghambat aktivitas bakteri S. aureus.

3. Formula nanoemulsi dan formula nanospray yang mengandung
ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi optimum
tidak memenuhi persyaratan berdasarkan hasil uji karakteristik
SNEDDS dan uji karakteristik fisik sediaan.



40

2.10.2. Hipotesis Alternatif (H1)

1. Konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk purut yang dilakukan
pengujian menghasilkan daya hambat pertumbuhan S. aureus
dengan efektif.

2. Formula sediaan nanospray yang mengandung ekstrak etanol
daun jeruk purut dengan konsentrasi optimum efektif dalam
menghambat aktivitas bakteri S. aureus.

3. Formula nanoemulsi dan formula nanospray yang mengandung
ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi optimum
memenuhi persyaratan berdasarkan hasil uji karakteristik
SNEDDS dan uji karakteristik fisik sediaan.



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental, yaitu pemanfaatan
ekstrak etanol daun jeruk purut yang diformulasikan dalam bentuk sediaan
SNEDDS yang kemudian dilanjutkan formulasinya menjadi nanospray
sebagai antibakteri S. aureus dengan metode nanoemulsi energi rendah
(pengadukan spontan). Selaint itu, sediaan SNEDDS dilakukan uji
karakteristik nanoemulsi dan nanospray dilakukan uji karakteristik fisik

sediaan

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1. Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di tempat yang berbeda dan menyesuaikan dengan
rangkaian kegiatan penelitian yang dilakukan, yaitu:

1. Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan
Alam  Universitas Lampung merupakan tempat untuk
mendeterminasi tanaman daun jeruk purut dan uji morfologi partikel

SNEDDS secara mikroskopis.

2. Laboratorium Farmasetika dan Teknologi Formulasi Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung menjadi tempat dilaksanakannya
proses ekstraksi maserasi daun jeruk purut, proses delipidasi ekstrak
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kental daun jeruk purut, serta mengevaluasi fisik sediaan nanospray

ekstrak etanol daun jeruk purut.

3. Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung sebagai tempat

pelaksanaan proses evaporasi ekstrak kental daun jeruk purut.

4. Laboratorium Kimia Analisis Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung menjadi tempat dilaksanakannya penapisan fitokimia
pada ekstrak kental sebelum maupun setelah di delipidasi serta
memformulasikan sediaan nanospray ekstrak etanol daun jeruk

purut.

5. Laboratorium Biokimia Biologi Molekuler dan Fisiologi Analisis
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung menjadi tempat
dilaksanakannya formulasi Self-Nanoemulsifying Drug Delivery
System (SNEDDYS) ekstrak etanol daun jeruk purut.

6. Laboratorium Kesehatan Daerah (Labkesda) Provinsi Lampung
untuk melakukan uji pendahuluan ekstrak dan uji formula SNEDDS

maupun nanospray terhadap bakteri S. aureus.

7. Laboratorium Nanosains dan Teknologi Institut Teknologi Bandung
sebagai tempat untuk melakukan karakterisasi SNEDDS ekstrak

etanol daun jeruk purut.

3.2.2. Waktu Penelitian

Waktu penelitian dilaksanakan pada rentang bulan November 2023
hingga Maret 2024.

3.3. Bahan Uji Penelitian
3.3.1. Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix DC)

Daun jeruk purut yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari

Desa Beringin Kecamatan Abung Kunang, Kabupaten Lampung Utara,
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Provinsi Lampung. Daun jeruk purut yang didapat berumur kisaran 3-4
bulan sejak pertama tumbuh dengan ukuran rata-rata daun dengan
panjang 4,6-10 cm dan lebar 2,8-5 cm, berwarna hijau muda hingga tua
pada musim kemarau (cuaca kering) dan dipanen pada pagi hari dalam
keadaan segar dan sehat (tidak cacat akibat hama).

3.3.2. Mikroba Uji Penelitian

Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah S. aureus dan
diperoleh dari Unit Pelayanan Terpadu Daerah Balai Laboratorium
Kesehatan Daerah (Labkesda) Provinsi Lampung, sebagaimana dapat

dilihat pada Lampiran 4.

3.3.3. Media Nutrient Agar (NA)

Media Nutrient Agar (NA) ialah media yang nantinya digunakan dalam
perbiakkan dan peremajaan bakteri S. aureus. Pembuatan media
dilakukan dengan melarutkan 5,6 gram media pembenihan Nutrient
Agar (NA) dalam 200 mL aquadest dan dipanaskan hingga larut. Dalam
keadaan panas, larutan NA dimasukkan ke dalam erlenmeyer kemudian
tutup mulut erlenmeyer menggunakan aluminium foil. Lakukan
sterilisasi di dalam autoklaf pada temperatur 121°C selama + 15 menit
(Astriani et al., 2021; Nurjannah et al., 2022).

3.3.4. Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Media MHA digunakan sebagai media pengujian antibakteri S. aureus
terhadap konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk purut dan kontrol
pengujian. Pembuatan media ini dilakukan dengan melarutkan media
MHA sebanyak 3,8 gram dalam 100 mL aquadest kemudian dipanaskan
dan diaduk menggunakan magnetic stirrer. Setelah larutan berwarna
kuning jernih, tuangkan media ke dalam erlenmeyer yang telah
disterilkan. Sterilkan media dengan autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit. Setelah mencapai suhu 45°C, media dapat dituang ke dalam
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20 mL cawan petri dan dapat digunakan setelah media memadat (Rahma
dan Nugraha, 2020; Nendissa dan Nendissa, 2021; Astriani et al., 2021).

3.4. Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian ini ialah sebagai berikut:

3.4.1.

3.4.2.

Variabel Independen

Variabel independen dalam penelitian adalah variasi konsentrasi
ekstrak etanol daun jeruk purut dengan tiga konsentrasi yang berbeda
dan uji aktivitas antibakteri pada formula nanospray yang mengandung

ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi optimum.

Variabel Dependen

Variabel dependen dari variasi konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk
purut adalah konsentrasi optimum dalam menghambat bakteri S.
aureus. Sedangkan variabel dependen dari uji aktivitas antibakteri pada
formula nanospray yang mengandung ekstrak etanol daun jeruk purut
konsentrasi zona hambat

dengan optimum adalah diameter

pertumbuhan bakteri S. aureus.

3.5. Definisi Operasional Variabel

Berikut ini definisi operasional variabel berdasarkan penelitian yang dilakukan dan

bersumber dari beberapa literatur:

Tabel 4. Definisi Operasional Variabel.

Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Skala
Ekstrak etanol Daun jeruk purut Sebanyak 500 gram Ekstrak  yang Ordinal
daun jeruk (Citrus hystrix DC) daun  jeruk  purut baik
purut yang dilakukan dilakukan maserasi  menunjukkan

proses ekstraksi  dengan pelarut etanol konsentrasi

maserasi dengan 96% sebanyak 2.500 optimal dengan
pelarut etanol 96% mL  dengan total diameter zona
dengan maserasi selama 3 hari  hambat yang
perbandingan (1:5) pada suhu ruang ideal dalam
(Maimunah et al., (27°C). maserat yang kategori kuat
2020; Winastri et dihasilkan kemudian menuju  sangat




45

Formula
SNEDDS
ekstrak etanol
daun jeruk
purut

Sediaan
SNEDDS dan
nanospray
ekstrak etanol
daun jeruk
purut

Diameter zona
hambat
pertumbuhan S.
aureus

al., 2020;
Halimathussadiah et
al,, 2021; Iliyyin

Akib et al., 2021,
Qonitah et al., 2022)

Formula nanoemulsi
ekstrak etanol daun
jeruk purut dengan

variasi Tween 80,
PEG 400, dan
modifikasi

menggunakan VCO
sebagai fase minyak
(Inda Setiawan et
al., 2021; Marwarni
& Dalimunthe,
2022; Asjur et al.,
2023).

Formula sediaan
SNEDDS dan
nanospray yang

dipreparasikan
dengan konsentrasi
ekstrak etanol daun

jeruk purut
optimum dalam
menghambat bakteri
S. aureus (Inda
Setiawan et al.,,
2021; Marwarni &
Dalimunthe, 2022;
Asjur et al., 2023;
Zubaydah et al.,
2023).

Zona atau daerah
jernih  di  sekitar
sumuran
menandakan  tidak
adanya

pertumbuhan bakteri
S. aureus (Winastri
et al., 2020;
Halimathussadiah et
al., 2021)

dipekatkan hingga
diperoleh ekstrak
kental. Ekstrak kental
kemudian dibuat 3
variasi konsentrasi
untuk uji daya hambat
S. aureus dengan
rumus:
%C = m/v

Variasi konsentrasi
ekstrak dilakukan uji
bakteri S.  aureus
menggunakan metode
sumuran dan dihitung
diameter zona hambat.

Evaluasi dari studi
literatur mengenai
formula SNEDDS
yang menunjukkan
hasil terbaik

berdasarkan hasil uji
evaluasi fisik sediaan
dan karakterisasi
nanoemulsinya.

Evaluasi fisik sediaan
dan karakterisasi
formula SNEDDS dan
nanospray.

Metode Sumuran.

kuat, yaitu > 11
nm.

Formula
menunjukkan
nanoemulsi yang
layak
dikembangkan
menjadi sediaan

nanospray
dengan uji
kestabilan

sediaan yang

baik dan mampu
menjadi sediaan

yang berdaya
hambat S.
aureus.

Hasil
karakterisasi
SNEDDS
(ukuran droplet;
nilai IP;
potensial  zeta,
karakteristik
morfologi
SNEDDS;
persen
transmitan) dan
uji sifat fisik
sediaan (freeze-
thaw test: uji
organoleptis, uji
pH, dan uji
turbiditas).
Kategori
diameter  zona
hambat:

<5 mm (lemah);
6-10 mm
(sedang); 11-20
(kuat); > 21 mm
(sangat kuat).

Numerik

Numerik

Ordinal
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3.6. Alat dan Bahan
3.6.1. Alat

Alat yang digunakan dalam proses penelitian adalah timbangan digital
(Nankai®), timbangan analitik (Shimadzu®), oven (Memmert®), blender
(Phillips®), toples kaca (Kedaung®), corong pisah (Pyrex®), cawan
penguap (Pyrex®), gelas ukur (Iwaki®), rak dan tabung reaksi (Iwaki®),
labu erlenmeyer (Iwaki®), pipet volume (Iwaki®), pipet tetes (YC Lab®)
beaker glass (Iwaki®), vacuum rotary evaporator (IKA®), alumunium
foil (Klinpak®), vortex (BIOSAN®), autoclave (GEA®), jarum ose
(MICO®), oven inkubator (Memmert®) , pinset (Onemed®), mikropipet
(Socorex®), yellow tip (Onemed®), cawan petri (Pyrex®), mikroskop
optik (Olympus®), kamera mikroskop OptiLab (MICONOS®), jangka
sorong (Mitutoyo MDC Digital Micrometer IP65®), laminar air flow
(Thermo Scientific®), nephelometer (Fisher®), spektrofotometer UV-
Vis (Shimadzu®), particle size analyzer (Horiba Sz 100z®), pH meter
strip (MColorpHast®), pH meter digital (Xingweigiang®), thermometer
ruangan (Taffware®) handscoon (Altamed®), dan masker medis
(Altamed®).

3.6.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah daun jeruk purut (Citrus
hystrix DC), kultur bakteri Staphylococcus aureus, etanol 96% (JK
Care®), aquadest (Water One®), n-heksan (Pallav®), media MHA
(Merck®), media NA (Merck®), NaCl 0,9% (Merck®), kapas steril
(Onemed®), eritromisin tablet oral (Sanbe®), virgin coconut oil
(Safiya®), polietilen glikol 400 (PEG 400) (Brataco®), Tween 80
(Polysorbate 80) (Brataco®), propilparaben (Brataco ®), propilen glikol

(Brataco ®), dan mentol (Kimia Market®).
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3.7.Prosedur
3.7.1. Ekstraksi Daun Jeruk Purut

Daun jeruk purut yang dipetik berusia kisaran 3-4 bulan sejak awal
tumbuh pada pohon yang berusia kira-kira 5 tahun dengan kriteria daun
masih dalam rentang panjang 4,6-10 cm dan lebar 2,8-5 cm. Daun dapat
diambil baik yang berwana hijau muda hingga hijau tua, namun tidak
pada daun yang terserang hama, ditandai dengan adanya bintik-bintik
kecil berwarna kuning muda hingga kecoklatan di seluruh permukaan
daun, daun yang nampak layu dan kering sehingga apabila dilihat secara
visual daun tidak segar dan mudah patah (Wahyuni & Sofiyanti, 2017,
Andrini et al., 2021; Suwannarach et al., 2022).

Pemanenan daun jeruk purut dilakukan dengan cara dipetik satu per satu
dengan waktu terbaik ialah saat cuaca kering untuk menghindari
rusaknya kualitas simplisia apabila dipanen saat cuaca hujan. Setelah
daun disortasi basah, lakukan pencucian daun dengan air bersih dan
mengalir. Untuk mempermudah proses pengeringan, maka dilakukan
perajangan dengan alat yang terbuat dari stainless steel (Tarigan et al.,
2017; Setiyoningrum et al., 2018). Daun yang telah dicuci ditaruh secara
menyebar, kemudian dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dan
tidak langsung mengenai sinar matahari sampai daun menjadi kering
kelembapan (Maulidah et al., 2021; Astriani et al., 2021). Untuk
mempercepat proses pengeringan, maka dapat dilanjutkan dengan
menggunakan oven yang memiliki keuntungan dimana suhunya relatif
stabil dan dapat mempercepat proses pengurangan kadar air dalam daun
dengan suhu 40°C hingga daun meremah (Safrina & Priyambodo, 2018;
Warnis et al., 2020). Setelah itu, daun yang telah mengering dapat
diblender hingga membentuk serbuk halus dan dapat dilanjutkan untuk
proses ekstraksi (Nadira et al., 2019; Astriani et al., 2021).

Serbuk halus daun jeruk purut sebanyak 500 gram dilakukan proses
maserasi dengan pelarut etanol 96% yang digunakan sebanyak 2500 mL
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(perbandingan 1:5). Selama maserasi, lakukan pengadukan pada sampel
agar perendamannya merata. Setelah dilakukan selama 24 jam, dapat
dilanjutkan dengan penyaringan. Filtrat yang didapat dikumpulkan,
sedangkan ampas/residu yang tersisa lakukan remaserasi dengan
merendam kembali ampas yang didapat dengan pelarut etanol 96%
hingga terendam sepenuhnya. Lakukan pengadukan yang sama seperti
prosedur sebelumnya dan ketika telah dilakukan selama 24 jam, saring
kembali hingga mendapatkan filtrat kedua dan ampasnya dilakukan
remaserasi kedua dengan prosedur dan waktu yang sama, yaitu selama
24 jam. Total lama maserasi yang dilakukan ialah 3 hari atau 72 jam.
Total filtrat yang dihasilkan kemudian dipekatkan dengan alat vacuum
rotary evaporator bersuhu 60°C dengan kecepatan 80 rpm selama 35
menit sampai menjadi ekstrak kental (Okta Dody Muzuka et al., 2018;
Sophia et al., 2021; Qonitah et al., 2022). Ekstrak yang didapat dihitung

rendemennya dengan rumus berikut (Oktasila et al., 2019).

Bobot total ekstrak
Rendemen = —— X 100%
Berat serbuk simplisia

3.7.2. Delipidasi Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut

Setengah dari hasil maserat kental sebelumnya dilakukan delipidasi
dengan metode cair-cair, yaitu menggunakan n-heksan sebanyak 250
mL dan etanol 96% sebanyak 250 mL (perbandingan 1:1) ke dalam
corong pisah. Proses ini dilakukan berulang selama 3 kali hingga pelarut
n-heksan yang berubah menjadi bening dan membentuk 2 lapisan.
Pelarut n-heksan yang diperoleh dikeluarkan dan etanol yang diperoleh
kembali dipekatkan untuk memurnikan ekstrak menggunakan vacuum
rotary evaporator bersuhu 60°C dengan kecepatan 80 rpm selama 35
menit (Mulia et al., 2018; Suri et al., 2021; Illiyyin Akib et al., 2021).
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3.7.3. Pengujian Penapisan Fitokimia Terhadap Ekstrak Sebelum dan
Sesudah Didelipidasi

Uji penapisan fitokimia terhadap ekstrak etanol daun jeruk purut
sebelum dan sesudah dilakukan delipidasi diuji dengan serangkaian

prosedur yang sama dengan langkah-langkah berikut:

1. Uji Senyawa Fenol
Uji senyawa fenol dilakukan dengan menambahkan 10 mL aquadest
ke dalam 1 gram ekstrak etanol daun jeruk purut dan dipanaskan
selama 10 menit. Saring dalam keadaan masih panas. Setelah
didiamkan dan filtrat menjadi dingin, tambahkan FeCls sebanyak 3
tetes. Dikatakan positif mengandung senyawa fenol apabila larutan
menunjukkan perubahan warna menjadi hijau kebiruan, ungu, atau
hitam pekat (Harborne, 1998; Sari & Ayati, 2018).

2. Uji Senyawa Flavonoid
Sebanyak 0,5 gram ekstrak etanol daun jeruk purut dimasukan
tabung reaksi dan campurkan ke dalam 0,5 gram serbuk Mg dan 5
ml HCI pekat secara perlahan-lahan, Lakukan pengocokkan dan
hasil positif akan terlihat bila terbentuknya warna merah, kuning,
atau jingga dengan adanya busa (Harborne, 1998; Wahid & Safwan,
2020).

3. Uji Senyawa Alkaloid
Pada masing-masing percobaan, siapkan sebanyak 0,5 gram ekstrak
etanol daun jeruk purut. Untuk pengujian dengan pereaksi Mayer,
ekstrak diteteskan kloroform sebanyak 5 tetes, kemudian
ditambahkan 5 tetes pereaksi mayer. Dikatakan positif mengandung
alkaloid jika perubahan warna larutan menjadi warna coklat
(Harborne, 1987). Pada uji Dragendrof, jika ekstrak dicampur
dengan 2 tetes pereaksi Dragendrof akan muncul endapan berwarna
merah atau jingga.

3. Uji Senyawa Saponin
Sebanyak 1 mL ekstrak dimasukkan pada tabung reaksi dan

ditambahkan 5 mL aquadest panas dan lakukan pengocokkan. Amati
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buih yang terbentuk selama 10 menit. Hasil positif saponin apabila
terdapat buih dengan ketinggian 1-10 cm yang stabil tidak kurang
dari 10 menit serta busa yang tidak menghilang ketika ditambahkan
sebanyak 2 tetes asam klorida 2 N (Wahid & Safwan, 2020; Karlina
& Nasution, 2022).

4. Uji Senyawa Triterpenoid
Tambahkan 2 mL ekstrak etanol daun jeruk purut dengan 10 tetes
asam asetat glasial. Setelah itu tambahkan asam sulfat pekat
sebanyak 2 mL melalui dinding tabung. Lakukan pengocokkan dan
hasil uji positif triterpenoid apabila munculnya cincin kecoklatan
atau violet (Harborne, 1998; Wahid & Safwan, 2020).

5. Uji Senyawa Tanin
Sebanyak 1 mL ekstrak etanol daun jeruk purut direaksikan dengan
larutan besi (I11) klorida 10% sebanyak 1-2 tetes dan hasil positif
apabila timbulnya warna biru tua atau hitam kehijauan (Harborne,
1998; Wahid & Safwan, 2020).

3.7.4. Uji Pendahuluan Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut Sebelum dan
Sesudah Didelipidasi Terhadap Zona Hambat Pertumbuhan

Bakteri S. aureus

Ekstrak etanol daun jeruk purut sebelum maupun sesudah didelipidasi
dilakukan uji pendahuluan terhadap zona hambat pertumbuhan bakteri
S. aureus sebagai parameter dalam membandingkan keefektivitasan
daya hambat diantara keduanya sekaligus sebagai pengujian untuk
menentukan konsentrasi optimum untuk pembuatan sediaan nanospray
yang mengandung ekstrak etanol daun jeruk purut. Konsentrasi ekstrak
yang digunakan ialah konsentrasi 10%, 20%, dan 40%. Pembuatan
variasi konsentrasi menggunakan rumus berikut:
%C= m/v
Dimana C merupakan persen konsentrasi, m adalah massa atau berat

ekstrak kental yang ingin diencerkan, dan v berarti volume larutan yang
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ingin dilakukan pengenceran. Dengan demikian, untuk pembuatan
konsentrasi 10% dilakukan dengan 1 gram ekstrak kental dicukupkan
dengan aquadest 10 mL; pembuatan konsentrasi 20% dilakukan dengan
2 gram ekstrak kental dicukupkan dengan aquadest 10 mL; dan
pembuatan konsentrasi 40% dilakukan dengan 4 gram ekstrak kental

dicukupkan dengan aquadest 10 mL (Maimunah et al., 2020).

Dalam pengujian daya hambat antibakteri S. aureus menggunakan
metode sumuran dengan kontrol positif ialah eritromisin sebagai
antibiotik dalam pengobatan acne vulgaris (jerawat) dan sebagai
pembanding; sedangkan kontrol negatif yang digunakan adalah
aquadest yang merupakan larutan netral juga larutan yang digunakan
dalam pembuatan konsentrasi ekstrak. Pengujian dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali pada masing-masing konsentrasi (Rakel et
al., 2012; Fiana et al., 2020; Marwarni & Dalimunthe, 2022; Asjur et
al., 2023).

Pembuatan Formula Sediaan SNEDDS dan Nanospray Ekstrak
Etanol Daun Jeruk Purut

Formula nanospray ekstrak etanol daun jeruk purut menggunakan
konsentrasi paling optimum dalam menghambat bakteri S. aureus yang
telah dilakukan uji pendahuluan sebelumnya. Rancangan formula dibuat
berdasarkan hasil dari beberapa sumber literatur yang menghasilkan

formula terbaik.

Tabel 5. Formula Nanoemulsi

Bahan Formula Kegunaan
Ekstrak buah bakau hitam 0,5% Zat aktif ekstrak
Tween 80 6 mL Surfaktan
PEG 400 1mL Kosurfaktan
Minyak Ikan Cucut 1mL Fase minyak
(Rhizoprionodon acutus)
Aquadest q.s. Fase air

Sumber: Inda Setiawati et al. (2021)
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Tabel 6. Formula Footspray Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut

Bahan Formula (% b/v) Kegunaan
Ekstrak etanol daun jeruk 0,5% Zat aktif ekstrak
purut (Citrus hystrix DC)
Asam askorbat 0,2 gram Antioksidan
Gliserin 0,2 mL Humektan,
Emmolient
Isopropil alkohol 25 mL Fase minyak
Propilen glikol 5mL Humektan
Karbopol 940 0,006 gram Gelling agent
NaOH 0,024 gram Penstabil gelling
agent
Tween 80 4,3 mL Surfaktan
Aguadest Ad 100 mL Fase air

Sumber: Marwani & Dalimunthe (2022)

Tabel 7. Formula Face Mist Ekstrak Etanol Kulit Apel Hijau (Pyrus malus L.)

Bahan Formula (% b/b) Kegunaan

Ekstrak kulit apel hijau 0,5% Zat aktif ekstrak
Gliserin 10 Humektan, Emmolient
Propilen glikol 4 Humektan

Natrium Benzoat 0,2 Pengawet

Aguadest Ad 100 mL Fase air

Sumber: Asjur et al. (2023)

Setelah melakukan pemilihan literatur untuk mencari formula
nanospray terbaik, berikut ini merupakan formula rancangan yang akan

dijadikan sediaan nanospray ekstrak etanol daun jeruk purut:

Tabel 8. Formula Nanospray Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut

Bahan Formula Kegunaan
Nanoemulsi

Ekstrak etanol daun jeruk purut 10 % Zat aktif ekstrak
Tween 80 6% Surfaktan
PEG 400 1% Kosurfaktan
Virgin Coconut Oil (VCO) 1% Fase minyak
Aguadest g.s. Fase air

Lanjutan Untuk Jadi Nanospray
Nanoemulsi  ekstrak etanol 10 % Formula 1 yang
daun jeruk purut mengandung zat aktif
Propilparaben 0,02% Pengawet
Propilen glikol 15% Humektan
Mentol 0,1% Fragrance agent dan

cooling agent
Aguadest Ad 100 mL Basis, pelarut, fase air
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Pembuatan sediaan dilakukan dengan membuat SNEDDS terlebih
dahulu dengan metode emulsifikasi energi rendah. SNEDDS dibuat
dengan mencampurkan ekstrak etanol daun jeruk purut ke dalam VCO
sebagai fase minyak atau fase 1 dan homogenkan dengan vortex
berkecepatan 1600 rpm. Kemudian, homogenkan fase 2 yang terdiri dari
Tween 80 (surfaktan) dan PEG 400 (kosurfaktan) ke dalam vortex.
Tahap akhir, tambahkan aquadest secara perlahan hingga terlihat secara
visual bahwa SNEDDS telah terhomogenisasi (Handayani et al., 2018;
Camalia et al., 2021; Kurnianto et al., 2021).

Setelah SNEDDS telah dipreparasikan, lakukan terlebih dahulu uji
karakteristik nanoemulsi untuk memastikan bahwa nanoemulsi yang
akan dibuat memenuhi persyaratan, baik dari aspek ukuran partikel,
kejernihan, maupun morfologinya. Setelah memenuhi persyaratan,
SNEDDS dilanjutkan ke tahap formulasi nanospray. Langkah awal
dalam preparasi berupa mencampurkan mentol dengan propilparaben
secukupnya, kemudian tambahkan pada campuran SNEDDS hingga
homogen. Pada preparasi lainnya, campurkan propilen glikol dengan
aquadest secukupnya sampai terlarut. Setelah itu, tuangkan campuran
fase minyak (SNEDDS + propilparaben + mentol) dengan fase air
(propilen glikol+aquadest) menjadi satu sembari ditambahkan aquadest
perlahan-lahan hingga 100 mL. Sediaan nanospray yang telah
dipreparasikan kemudian dimasukkan ke dalam aplikator berupa botol
spray dengan kapasitas 100 mL dan kedap udara dan dapat dilakukan
pengujian fisik sediaan (Marwani & Dalimunthe, 2022; Asjur et al.,
2023).
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Ekstrak daun jeruk purut + Tween Bo(gggigign; PEG 400
VCO (Fase Minyak)

Homoagenisasi dengan vortex

\4

Fase Minyak + Surfaktan + Kosurfaktan di
homogenkan dengan vortex

A 4

Tambahkan aquadest secukupnya

v

Kembali dihomogenkan menggunakan vortex

Self-Nanoemulsifying Drug

Delivery System (SNEDDS) Mentol +
ekstrak daun jeruk purut yang Propilparaben
telah memenuhi persyaratan

A\ 4

Fase air (propilen Campuran Fase Minyak
glikol+aquadest)

v

Homogenkan, tambah aquadest perlahan-lahan ad 100 mL

v

Nanospray ekstrak daun jeruk purut (Citrus hystrix DC)

Gambar 15. Skema Formulasi Nanospray Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix
DC) (Handayani et al., 2018; Camalia et al., 2021; Kurnianto et al., 2021;
Marwani & Dalimunthe, 2022; Asjur et al., 2023).

3.7.6. Evaluasi Karakterisasi Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut

Karakterisasi merupakan parameter penting yang dilakukan pada
sediaan nanoteknologi dengan tujuan untuk mengevaluasi sediaan yang
dihasilkan, baik secara fisik (ukuran dan bentuk sediaan), secara kimia

(kemurnian dan potensi sediaan), dan secara biologis (keamanan dan
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kesesuaian sediaan secara terapeutik) (Tungadi, 2020). Karakterisasi

sediaan SNEDDS daun jeruk purut meliputi:

1. Analisis Ukuran Partikel dan Indeks Polidispersitas

Pengukuran dilakukan dengan mendispersikan sample dengan
aquadest dengan perbandingan 1:250. Setelah terdispersi, sample
diukur tetesannya menggunakan alat Particle Size Analyzer (PSA).
Ukuran partikel memenuhi persyaratan apabila berada pada rentang
20-500 nm. Lalu untuk nilai Indeks Polidispersitas (Pl) dikatakan
baik apabila berada pada rentang 0,3-0,7 (Nugroho & Sari, 2018;
Meliana, 2022; S Reshma et al., 2023; Zubaydah et al., 2023).

2. Morfologi Partikel SNEDDS Secara Mikroskopis

Pengujian dilakukan dengan meneteskan sampel SNEDDS
menggunakan pipet tetes sebanyak 1 tetes (kurang lebih 0,1 mL)
pada cover glass kemudian letakkan di atas meja preparat. Diamati
pada perbesaran 40x10 dan 100x10 dengan memutar revolver.
Gambar objek yang diamati dan dilakukan perbesaran akan otomatis
terpindai pada layar monitor dengan perantara OptiLab (Nursita et
al., 2020; Kusa et al., 2022).

3. Uji Potensial Zeta

Prosedur yang dilakukan pada pengujian ini ialah mendispersikan
sample dengan aquadest dengan perbandingan 1:250. Setelah
terdispersi, sample diukur potensial zetanya dengan Particle Size
Analyzer (PSA) bersamaan dengan pengujian sebelumnya, yaitu uji
ukuran partikel dan indeks polidispersitas. Suatu SNEEDS
dinyatakan stabil apabila potensial zeta diperoleh lebih besar dari -
30 mV sampai dengan +30 mV (Nugroho & Sari, 2018; Nibras et
al., 2022; Suyal et al., 2023).

4. Persen Transmittan
Pengukuran dilakukan dengan mendispersikan sample dengan
aquadest dengan perbandingan 1:250. Setelah terdispersi maka

dapat dilakukan pengukuran persen transmitan dengan
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Spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 650 mn
(Nugroho & Sari, 2018). Persen transmitan yang baik ialah
visualisasi sample yang jernih dan transparan dengan rentang 90-
100% termasuk ke dalam visual formulasi nanoemulsi yang
berkualitas baik (Safitri et al., 2019).

3.7.7. Evaluasi Karakterisasi SNEDDS dan Sifat Fisik Sediaan Nanospray
Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut

Evaluasi karakteristik fisik pada sediaan dilakukan untuk melihat
apakah sediaan telah memenuhi persayaratan. Berikut ini serangkaian

proses evaluasi nanospray ekstrak etanol daun jeruk purut:

1. Uji Stabilitas (Freeze Thaw Cycling)
Pengujian tersebut dilakukan dengan cara sampel sediaan yang
telah diformulasikan disimpan pada suhu dingin dengan rentang
suhu 2°C-4°C selama 24 jam, setelah itu pindahkan ke dalam
ruangan bersuhu 25°C selama 24 jam (keduanya terhitung dalam
satu siklus). Pengujian ini dilakukan sebanyak 6 siklus dengan
total 12 hari. Pengamatan berupa uji organoleptis dan uji pH
dalam 3 siklus, yaitu sebelum dilakukan freeze thaw, setelah
perlakuan 3 siklus, dan setelah siklus terakhir dilakukan (Hastuti
& Sukarno, 2020; Mawarni & Dalimunthe, 2022).
- Uji Organoleptis
Pengujian organoleptis pada sediaan SNEEDS dilakukan
dengan mengamati beberapa parameter, seperti warna, bau,
dan kejernihan sediaan (Zubaydah et al., 2023).
- UjipH
Pengujian dapat dilakukan dengan menggunakan pH meter
kepada sediaan nanospray (L. Pratiwi et al., 2021). pH yang
baik untuk kulit ialah berada pada rentang 4,5-6,5

dikarenakan aman dan minim iritasi (Asjur et al., 2023).
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- Uji Turbiditas

Uji turbiditas dilakukan dengan mendispersikan 100 pL
sample pada aquadest add 5 mL yang dihomogenkan
menggunakan vortex selama 30 detik. Amati tampilan visual
pada sediaan, contohnya apakah terjadi creaming maupun
cracking.  Sediaan  diukur  kejernihannya  dengan
Spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang 650
nm (Issusilaningtyas & Indratmoko, 2021).

3.7.8. Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian dilakukan untuk mengidentifikasi daya zona hambat yang
terbentuk dari sediaan nanoemulsi dan sediaan nanospray yang
mengandung ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi
optimum sehingga diidentifikasi apakah sediaan yang telah
dipreparasikan memiliki daya hambat terhadap bakteri S. aureus.
Adapun tahapannya ialah:

1.Sterilisasi Alat

Cuci bersih terlebih dahulu seluruh alat yang akan digunakan. Alat-
alat yang terbuat dari kaca, seperti beaker glass, batang pengaduk,
gelas ukur, dan pipet tetes untuk proses pembuatan larutan konsentrasi
uji dapat disterilisasi di dalam oven bersuhu 170°C selama 1 jam. Alat-
alat yang tidak kuat pemanasan langsung (seperti bahan karet) serta
alat lainnya untuk uji bakteri (cawan petri) dapat disterilisasi dalam
autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C. Untuk alat lainnya
terdapat prosedur sterilisasi yang berbeda, seperti jarum ose dan pinset
dapat disterilisasi menggunakan lampu bunsen (Oktasila et al., 2019;
Maimunah et al., 2020; Wulandari et al., 2021).

2.Pembiakan dan Peremajaan Bakteri S. aureus
Inokulasi bakteri S. aureus dilakukan dengan cara mengambil 1 ose
bakteri uji lalu digoreskan ke dalam media Nutrient Agar (NA) steril
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yang dalam keadaan mencair dan bersuhu sekitar 45°C-50°C.
Lakukanlah prosedur ini di dalam Laminar Air Flow (LAF) untuk
tetap dalam keadaan steril. Hasil peremajaan ini lalu diinkubasikan
selama 24 jam dengan suhu 37°C (Oktavia dan Pujiyanto, 2018;
Oktasila et al., 2019; Maimunah et al., 2020).

3.Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Bakteri yang sebelumnya telah dilakukan peremajaan diambil
sebanyak satu ose lalu disuspensikan ke dalam tabung berisi 2 mL
larutan NaCl 0,9% hingga mencapai kekeruhan yang sesuai dengan
standar kekeruhan 0,5 Mc Farland, dimana kekeruhannya dapat
dilakukan standarisasi menggunakan nephelometer (Maimunah et al.,
2020; Ningrum et al., 2020).

4.Pengujian Aktivitas Antibakteri untuk Mendapatkan Konsentrasi
Ekstrak Optimum
Pengujian aktivitas antibakteri pada S. aureus menggunakan metode
difusi sumuran (agar well diffusion). Suspensi bakteri uji yang telah
dibuat sebelumnya dituangkan ke dalam cawan petri dan homogenkan
pada media MHA. Diamkan medium uji selama 2 hingga 4 jam pada
suhu 37°C. Setelah itu, buat lubang pada media MHA sedalam 6 mm
menggunakan microtip sebanyak 5 lubang dan angkat agar yang akan

dibentuk lubang dengan menggunakan pipet steril.

Pada lubang sumuran 1, 2, dan 3 masing-masing diisi sebanyak 50uL
ekstrak etanol daun jeruk purut dengan konsentrasi 10%, 20%, dan
40%. Kemudian untuk lubang sumuran 4 merupakan kontrol positif,
yaitu menggunakan antibiotik eritromisin 15 pg/mL sebanyak 50uL
dimana antibiotik ini merupakan salah satu terapi dalam pengobatan
acne vulgaris. Pada lubang sumuran 5 merupakan kontrol negatif,
yaitu menggunakan aquadest 50uL. Cawan petri yang telah terisi

seluruh sumurannya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Amati
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diameter zona hambat yang terbentuk menggunakan jangka sorong
dan pada masing-masing konsentrasi dilakukan pengulangan
sebanyak 3 kali (Nadira et al., 2019; Fiana et al., 2020; Utami dan
Sari, 2022; Nurjannah et al., 2022; Marwarni & Dalimunthe, 2022).
Diameter zona hambat dihitung dengan menggunakan jangka sorong
dengan mengukur diameter keseluruhan media kemudian dikurangi
diameter lubang sumuran (6 mm) dengan satuan ukuran mm (Sungkar
et al., 2018). Diameter yang didapat kemudian dikategorikan
berdasarkan kekuatan daya hambatnya (Winastri et al., 2020).

5.Pengujian Aktivitas Antibakteri Pada Basis Maupun Sediaan
SNEDDS dan Nanospray Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut (Citrus
hystrix DC)
Pengujian aktivitas antibakteri pada S. aureus menggunakan metode
difusi sumuran (agar well diffusion). Suspensi bakteri uji yang telah
dibuat sebelumnya dituangkan ke dalam cawan petri dan homogenkan
pada media MHA. Diamkan medium uji selama 2 hingga 4 jam pada
suhu 37°C. Setelah itu, buat lubang pada media MHA sedalam 6 mm
menggunakan microtip sebanyak masing-masing cawan petri
sebanyak 4 lubang dan angkat agar yang akan dibentuk lubang dengan
menggunakan pipet steril.

Pada lubang sumuran 1 dipipet sebanyak 50uL nanospray ekstrak
etanol daun jeruk purut yang telah dipreparasikan. Pada lubang
sumuran 2 merupakan nanoemulsi ekstrak etanol daun jeruk purut
sebagai pembanding keefektivitasan antara nanoemulsi murni dengan
nanoemulsi yang dikembangkan menjadi sediaan nanospray. Pada
lubang sumuran 3 merupakan kontrol positif, yaitu menggunakan
antibiotik eritromisin 15 pg/mL sebanyak 50uL. Pada lubang sumuran
4 merupakan kontrol negatif, yaitu menggunakan aquadest 50uL.
Dalam pengujian cawan petri lainnya, pada lubang sumuran 1 dipipet

50uL basis spray tanpa ekstrak. Pada lubang sumuran 2 merupakan
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SNEDDS tanpa ekstrak. Pada lubang sumuran 3 merupakan kontrol
positif, yaitu menggunakan antibiotik eritromisin 15 pg/mL sebanyak
50uL, dan pada lubang sumuran 4 merupakan kontrol negatif, yaitu

aquadest sebanyak 50uL.

Cawan petri yang telah terisi seluruh sumurannya diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C. Amati diameter zona hambat yang terbentuk
menggunakan jangka sorong dan pada masing-masing pengujian
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali (Nadira et al., 2019; Fiana et
al., 2020; Utami dan Sari, 2022; Nurjannah et al., 2022; Marwarni &
Dalimunthe, 2022). Diameter zona hambat dihitung dengan
menggunakan jangka sorong dengan mengukur diameter keseluruhan
media kemudian dikurangi diameter lubang sumuran (6 mm) dengan
satuan ukuran mm (Sungkar et al., 2018). Diameter yang didapat
kemudian dikategorikan berdasarkan kekuatan daya hambatnya
(Winastri et al., 2020).

Tabel 9. Hubungan Hasil Diameter yang Didapat Terhadap Parameter Daya

Hambat
Diameter Parameter Daya Hambat
<5mm Lemah (weak)
6-10 mm Sedang (moderate)
11-20 mm Kuat (strong)
>21 mm Sangat kuat (very strong)

Sumber: Winastri et al. (2020)

Hasil diameter zona hambat sediaan SNEDDS maupun nanospray
ekstrak etanol daun jeruk purut yang didapat dibandingkan dengan
hasil diameter zona hambat konsentrasi ekstrak daun jeruk optimum

pada uji pendahuluan antibakteri sebelumnya.

6.Sterilisasi Alat Pasca Dipakai dan Manajemen Limbah Bekas Pakai
Semua alat yang telah digunakan dalam penelitian uji aktivitas
antibakteri sebelumnya dilakukan sterilisasi uap menggunakan

autoclave bersuhu 121°C selama 15 menit (Maimunah et al., 2020).
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Kemudian, limbah padat yang tidak diperlukan harus dibuang di
tempat khusus, yaitu plastik yang berbahan tebal atau anti bocor, dapat

juga ditaruh pada container khusus (Aini, 2019).

3.8. Analisis Data

Analisis yang dilakukan pada penelitian ini dilakukan secara statistik dengan
mendapatkan konsentrasi optimum untuk uji pendahuluan ekstrak etanol daun
jeruk purut terdelipidasi pada konsentrasi 10%, 20%, dan 40% terhadap daya
hambat bakteri S. aureus. Data yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan uji statistik. Pengujian yang pertama dilakukan ialah uji
normalitas data menggunakan uji Saphiro-Wilk dan uji homogenitas data
menggunakan uji Levene Statistic Test sebagai syarat uji parametrik. Apabila
hasil dari uji Saphiro-Wilk menunjukkan nilai p > 0,05 maka dikatakan bahwa
data terdistribusi normal. Kemudian pada uji Levene Statistic Test, data dinilai
homogen apabila p > 0,05 dan dapat dilanjurkan dengan pengujian One Way
ANOVA, sedangkan apabila hasil p < 0,05 maka dilakukan pengujian Kruskal-
Wallis. Analisis data selanjutnya ialah menganalisis signifikansi perbedaan dan
rata-rata diameter zona hambat pertumbuhan bakteri pada tiap kelompok
perlakuan. Pada kelompok pengujian yang datanya tidak homogen dilakukan
uji Post Hoc Multiple Comparisons Mann-Whitney, sedangkan pada data yang
homogen dilakukan pengujian Post Hoc Test Least Significance Difference
(LSD). Apabila hasil dari analisis Post Hoc Multiple Comparisons Mann-
Whitney maupun Post Hoc Test LSD berupa p < 0,05 untuk tiap kelompoknya,
maka terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok uji serta kelompok
kontrol perlakuan. Analisis data di atas menggunakan software Statistical
Product and Service Solutions (SPSS) versi 25 (Ginarana et al., 2020;
Samputri et al., 2020; Sari et al., 2021; Styaningrum et al., 2022).
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3.9. Etika Penelitian

Penelitian ini mengikuti pedoman etika dan norma penelitian yang dibuktikan
dengan surat persetujuan etik dari Komisi Etik Fakultas Kedokteran

Universitas Lampung dengan alur pengajuan sebagai berikut:

Persiapan pengumpulan
data:
e Curiculum Vitae (CV)
e Proposal Penelitian Pengisian Form
Skripsi .
. . Pengajuan dan Menunggu
* Matriks Perbalkz_an Prasyarat Pengajuan pengajuan
e Protokol Per]elltlan_ Ethical  Clearance Ethical
* Form Pengajuar? Etik dengan data sesuai Clearance terbit
o Form Telaah Etik yang telah disiapkan
e Form Informed sebelumnva.
Consent
- — Informasi seputar
Etika penelitian %t"; pene(ljltlan yang revisi pada etik akan
diperoleh dengan tidak mendapat revisi disampaikan via
estimasi waktu dapat ditunggu terbitnya email oleh komite etik
pengerjaan selama 1 daLn iapif'damp:: E?{da FK Unila.
bulan 2 minggu. oket U:ilsml

Gambar 16. Alur Pengajuan Etika Penelitian.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1.Simpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan

bahwa:

1. Pada uji pendahuluan konsentrasi ekstrak etanol daun jeruk purut
dengan variasi konsentrasi 10%, 20%, dan 40% didapatkan daya hambat
pada masing-masing konsentrasi sebesar 3,52 mm; 5,17 mm; dan 9,3
mm pada ekstrak tidak didelipidasi. Kemudian, untuk ekstrak
terdelipidasi didapatkan daya hambat sebesar 29,4 mm; 31,38 mm; dan
32,98 mm. Dengan demikian, konsentrasi optimum ekstrak yang
digunakan untuk tahap formulasi selanjutnya adalah pada konsentrasi
10% terdelipidasi.

2. Sediaan nanospray ekstrak etanol daun jeruk purut yang didelipidasi
dengan konsentrasi 10% efektif dalam aktivitasnya terhadap daya
hambat bakteri S. aureus dengan daya hambat sebesar 27,837 mm
dengan kategori sangat kuat.

3. Karakteristik SNEDDS ekstrak etanol daun jeruk purut yang
didelipidasi diantaranya memiliki ukuran partikel sebesar 295,2 nm;
nilai indeks polidispersitas sebesar 0,338; ukuran globul yang sferis atau
bulat; nilai potensial zeta sebesar -11,13 mV, dan persen transmitan
sebesar 97,484%. Pada karakteristik fisik sediaan nanospray ekstrak
etanol daun jeruk yang didelipidasi, dilakukan uji freeze thaw dengan
hasil berupa sediaan yang homogen dan berwarna hijau jernih dengan

konsistensi cair yang mudah menyebar; memiliki nilai turbiditas
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98,569%; bau khas daun jeruk purut serta mentol yang diikuti dengan
efek dingin pada kulit dan uji pH sebesar 5,64-5,68 pada pengamatan

tiga siklus.

5.2.Saran

Berdasarkan simpulan pada penelitian ini, penulis memiliki beberapa saran,

diantaranya:

1.

Disarankan melakukan uji penapisan fitokimia lanjutan secara
kuantitatif untuk membandingkan perbedaan kadar tiap senyawa
metabolit sekunder yang didapatkan pada ekstrak etanol daun jeruk
purut yang tidak didelipidasi maupun terdelipidasi.

Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai variasi
konsentrasi fase minyak, surfaktan, kosurfaktan, dan fase air pada
formula SNEDDS ekstrak etanol daun jeruk purut sehingga didapatkan
formula yang lebih optimal dalam menghambat aktivitas berbagai
macam bakteri.

Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut mengenai formulasi
nanospray esktrak etanol daun jeruk purut dengan variasi komponen
bahan tambahan (eksipien) untuk mendapatkan formula yang stabil
dengan aktivitas antibakteri yang optimal.

Disarankan pada penelitian selanjutnya untuk melakukan uji yang
variatif mengenai formulasi sediaan nanospray esktrak etanol daun
jeruk purut, seperti uji aktivitas antioksidan, antiinflamasi, antikanker,
dan lainnya.

Disarankan pada penelitian selanjutnya untuk melakukan evaluasi
karaktertik fisik lanjutan mengenai sediaan nanospray esktrak etanol
daun jeruk purut, seperti uji daya sebar, uji daya letak, uji hedonitas, dan

lain-lain.
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