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INTISARI

Paparan sinar UVB merupakan salah satu faktor ekstrinsik pemicu
kerusakan pada kulit karena dapat merangsang pembentukan ROS, sehingga
memicu penipisan epidermis, munculnya kerutan, kulit kasar dan hilangnya
elastisitas pada kulit. Minyak atsiri kulit jeruk purut mengandung terpenoid
sehingga dapat meminimalisasi dari dampak negatif radikal bebas. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh konsentrasi minyak atsiri kulit
jeruk purut dalam sediaan krim terhadap penebalan kolagen dan epidermis kulit
kelinci yang terpapar sinar UVB.

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan post test only control group
design. Pembuatan preparat histopatologi kulit kelinci yang terpapar sinar uv
terbagi menjadi 6 kelompok meliputi kelompok I(kontrol normal) yang tidak
diberi perlakuan, kelompok Il(kontrol negatif) tidak diberi krim, kelompok Il
(kontrol positif) dioles krim Azarine, kelompok I1V(formula krim dengan
konsentrasi 1xICsp), kelompok 'V (formula krim dengan konsentrasi 20xICso),
kelompok VI (formula krim dengan konsentrasi 40xICsg) dengan pengambilan
sampel pada hari ke 10. Hasil persentase kepadatan kolagen dan ketebalan
epidermis dianalisis menggunakan uji One-Way Anova dan Post Hoc LSD.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada uji kepadatan kolagen pada
kelompok I, 11, 1, 1V, V, VI secara berturut turut sebesar 36,612%; 28,215%;
50,916%; 41,071%; 44,313%; 45,580%. Hasil uji ketebalan epidermis kelompok
[, I, 11, 1V, V, VI secara berturut turut 44,97um; 28,64um; 63,33um; 53,99um;
66,89um; 66,42um. Pada analisis hasil kepadatan kolagen dan ketebalan
epidermis masing masing terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada kelompok
IV, V, VI dengan kelompok I, I, dan I

Berdasarkan hasil analisis dapat disimpulkan bahwa krim minyak atsiri kulit
jeruk purut dengan konsentrasi 40xICso memberikan pengaruh terhadap ketebalan
kolagen dan epidermis pada kelinci Oryctolagus cuniculus yang signifikan
dibandingkan kelompok kontrol negatif dan kontrol normal.

Kata kunci : Minyak atsiri kulit jeruk purut, sediaan krim, ketebalan kolagen dan

epidermis
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kulit yang terkena paparan sinar ultraviolet dari matahari secara terus
menerus akan mengalami perubahan struktur jaringan. Paparan sinar
matahari (ultraviolet) telah terbukti sejak tahun 1969 sebagai faktor
ekstrinsik utama pemicu penuaan kulit (Zhang, 2018). Delapan puluh persen
penuaan dini di usia muda pada masyarakat Indonesia diakibatkan oleh
paparan sinar ultraviolet dari matahari (Perdoski, 2016).

Paparan sinar UV B dengan panjang gelombang 290-310 nm
merupakan salah satu faktor bahaya utama dari faktor ekstrinsik yang
memicu kerusakan pada kulit, radiasi sinar UV B dapat merangsang
pembentukan  Reactive Oxygen Species (ROS) atau radikal bebas.
Pembentukan ROS pada kulit melalui reaksi yang dikatalis oleh enzim
oksidase dan produksi yang berlebih menimbulkan stress oxidatif pada kulit
(Ahmad, 2018). Radikal bebas yang terbentuk akan menyebabkan penipisan
epidermis dan ekspresi lesi yang memicu aktivitas keratosis. Selain itu
munculnya kerutan, kulit kasar, dan kering disebabkan karena degradasi
kolagen dengan menurunnya Kinerja enzim untuk mempertahankan fungsi
sel, merusak protein dan asam amino yang merupakan struktur utama
kolagen dan elastin (Pratiwi, 2017; Setyowati, 2015). Kerusakan akibat
radikal bebas dalam tubuh tersebut dapat diminimalisasi dengan

antioksidan. Tubuh secara alami memproduksi zat antioksidan untuk



menetralisir radikal bebas baik eksogen maupun endogen, tetapi seiring
dengan pertambahan usia dan akumulasi ROS yang meningkat sehingga
diperlukan antioksidan tambahan dari luar, salah satunya yaitu
menggunakan krim antioksidan (Hardiningtyas dkk., 2014).

Salah satu antioksidan alami yang dapat dimanfaatkan yaitu kulit buah
jeruk purut. Menurut penelitian Warsito (2017) minyak atsiri kulit buah
jeruk purut (Citrus hystrix DC) memiliki aktivitas antioksidan dengan
metode DPPH sebesar 6,43ug/mL. Aktivitas ini dikaitkan adanya
kandungan monoterpenoid hidrokarbon yang tinggi sebesar 50,10%
terutama pada komponen sabine, B-pinene, dan limonen(Warsito dkk.,
2017). Penggunaan minyak atsiri kulit jeruk purut secara langsung dinilai
kurang efektif untuk diaplikasikan pada ~kulit, sehingga untuk
mempermudah penggunaanya maka dilakukan formulasi sediaan krim
antioksidan dengan tipe krim o/w;, hal ini dipilih karena krim tipe o/w
memiliki sifat yang tidak berminyak dan mudah menyerap pada permukaan
kulit selain itu sediaan krim bertujuan untuk memberikan efek pendinginan
pada kulit (Juwita dkk., 2013). Namun sejauh ini belum ada penelitian
tentang pengaruh krim minyak atsiri kulit jeruk purut dalam meningkatkan
kepadatan serabut kolagen dan epidermis pada kulit kelinci yang terpapar
sinar ultraviolet.

Berdasarkan permasalahan yang telah diuraikan maka peneliti
bermaksud melakukan penelitian mengenai efektivitas konsentrasi minyak

atsiri kulit jeruk purut dalam sediaan krim yang dilihat dari kepadatan



1.2.

1.3.

kolagen dan ketebalan epidermis pada kulit kelinci jantan (Oryctolagus

cuniculus) yang terpapar sinar ultraviolet.

Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk purut
(Citrus hystrix DC) dalam sediaan krim tipe o/w terhadap penebalan
kolagen dan epidermis kulit kelinci (Oryctolagus cuniculus) yang terpapar

sinar ultraviolet B?

Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui pengaruh-konsentrasi minyak atsiri kulit
jeruk purut (Citrus hystrix DC) dalam sediaan krim tipe o/w terhadap
penebalan kolagen dan epidermis pada kulit kelinci (Oryctolagus
cuniculus) yang terpapar sinar ultraviolet B?
1.3.2. Tujuan Khusus
Untuk mengetahui efektivitas krim sebagai antioksidan dilihat
dari gambaran histopatologi ketebalan kolagen dan epidermis pada
kulit kelinci (Oryctolagus cuniculus) dengan pemberian krim minyak
atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) setelah dilakukan

pemaparan sinar ultraviolet B.



1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Memberikan informasi mengenai potensi penggunaan krim
minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) sebagai
antioksidan untuk memperlambat keriput yang dilihat dari ketebalan
kolagen dan epidermis serta memberikan data untuk keperluan
penelitian selanjutnya.
Manfaat Praktis

Hasil penelitian 'ini dapat digunakan dalam pencegahan
terhadap radikal bebas menggunakan krim minyak atsiri kulit jeruk

purut (Citrus hystrix DC).
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Jeruk Purut (Citrus hystrix DC)

Gambar 2. 1 Citrus hystrix DC (a) Tumbuhan Jeruk Purut (b) Buah
Jeruk Purut (Agouillal dkk., 2017)

2.1.1. Klasifikasi llmiah
Secara taksonomi, tanaman jeruk purut memiliki klasifikasi
ilmiah sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Sub kingdom  : Tracheobionta

Super divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnolipsida
Sub kelas : Rosidae

Ordo : Sapimdales



2.1.2.

2.1.3.

Famili : Rutaceae
Genus : Citrus
Spesies : Citrus hystrix DC (Hakim dkk., 2019)

Morfologi Tanaman Jeruk Purut

Tanaman jeruk purut memiliki ciri fisik yang khas, pada
bentuk daun maupun bentuk buahnya sehingga mudah dikenali oleh
masyarakat. Jeruk purut memiliki aroma pada kulit buah dan daun
yang menyengat. Ukuran buahnya kecil, berbentuk bulat dengan
memiliki banyak tonjolan dan berkerut pada bagian kulitnya yang
tebal dan berwana hijau polos. Tanaman ini memiliki tinggi sekitar
3-5 m, buahnya memiliki ukuran diameter sekitar 5-7,5 cm atau
lebih kecil dari kepalan tangan manusia dewasa (Nurlaila, 2018).
Kandungan Kimia Kulit Jeruk Purut

Berdasarkan penelitian Rahmi (2013)mengenai profil fitokimia
pada kulit buah jeruk purut (Citrus hystrix DC) memiliki kandungan
senyawa flavonoid, fenolat, terpenoid.

2.1.3.1. Flavonoid

OH
OH

HO 0

OH
0

Gambar 2. 2 Struktur Flavonoid (Zhao dkk., 2018)



2.1.3.2.

Flavonoid merupakan kelompok polifenol dan
diklasifikasikan  berdasarkan  struktur  kimia  serta
biosintesisnya. Struktur dasar flavonoid terdiri dari dua
gugus aromatik yang digabungkan oleh jembatan karbon
(C6-C3-C6) (Julianto, 2019).

Potensi antioksidan yang dimiliki flavonoid berasal dari
kemampuan mendonorkan elektron ke senyawa radikal
bebas. Mekanisme tersebut membuat flavonoid memiliki
efek menekan kerusakan jaringan oleh radikal bebas.
Flavonoid yang terdapat pada jeruk purut antara lain
narirutin, naringenin, hesperidin, neohesperidin, nobiletin,
dan tangeretin (Muzuka dkk., 2018).

Fenolat

Pada senyawa fenol, peran utama dalam aktivitas
antioksidan terdapat pada struktur rantai samping cincin
aromatisnya. Aktivitas peredaman radikal bebas senyawa
fenol dipengaruhi jumlah dan posisi atom hidrogen (H").
Senyawa fenol berpotensi sebagai antioksidan dengan
menyumbangkan atom hidrogen, maka dapat menghasilkan
reaksi netralisasi radikal bebas atau menghentikan reaksi

radikal berantai yang terjadi (Muzuka dkk., 2018).



2.1.3.3. Terpenoid
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Gambar 2. 3 Struktur Terpenoid (Agouillal dkk., 2017)

Senyawa terpena merupakan kelompok senyawa
organik hidrokarbon yang melimpah dihasilkan oleh
berbagai jenis tumbuhan. Terpenoid merupakan komponen
utama dalam minyak atsiri yang digunakan untuk bahan
dasar parfum, dan pengobatan (Julianto, 2019). Senyawa
terpenoid memiliki ikatan rangkap terkonjugasi sehingga
dapat mentransfer hidrogen (Muzuka dkk., 2018).

Terdapat tiga komponen . utama monoterpenoid
hidrokarbon yang terdapat pada minyak atsiri kulit jeruk
purut meliputi sabine (9,12%), p-pinene (21,44%),
limonene (12,59%), komponen tersebut memiliki daya
hambat terhadap radikal bebas paling baik. Menurut
Wotjunik (2014) yang bertanggung jawab dengan radikal
bebas dari DPPH adalah ikatanm dalam molekul
monoterpen. Mekanisme interaksi radikal DPPH dengan
molekul-molekul monoterpen tersebut diindikasikan dengan
menurunnya aktivitas antioksidan dari monoterpen (Warsito

dkk., 2017).



2.1.4. Aktivitas Farmakologi Sebagai Antioksidan

Senyawa aktif terpenoid yang terkandung dalam minyak atsiri
kulit jeruk purut adalah limonen dan [B-pinene. B-pinene yang
didestilasi menggunakan metode destilasi uap memiliki kandungan
senyawa yang paling tinggi dengan kadar sebesar 21,44% (Warsito
dkk., 2017). Terpenoid yang terkandung dalam minyak atsiri kulit
jeruk purut sebagai antioksidan bekerja dengan mengurangi
pembentukan radikal bebas baru dengan memutus reaksi berantai
dan mengubahnya menjadi produk yang lebih stabil. Terpenoid
berperan penting dalam meningkatkan kecepatan reepitelisasi pada
jaringan. Peningkatan tersebut memacu poliferasi dan migrasi sel-sel
endotel hingga membentuk pembuluh darah baru (Maulida dkk.,

2016).

2.2. Destilasi
2.2.1. Definisi Destilasi
Metode destilasi atau penyulingan merupakan suatu metode
pemisahan kima berdasarkan kecepatan dalam menguap (volatilitas)
suatu bahan. Dalam metode ini, campuran zat didihkan sehingga
menguap dan uap ini kemudian di dinginkan kembali dalam bentuk
cairan. Zat yang memiliki titik didih yang lebih rendah akan

menguap lebih awal (Muhtadin dkk., 2013).
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2.2.2. Metode Destilasi Uap Air
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Gambar 2. 4 Rangkaian Destilasi Uap Air

Metode destilasi uap air atau disebut juga dengan sistem
kukus. Pada metode ini bahan diletakkan di atas piringan atau plat
besi berlubang seperti ayakan yang terletak beberapa sentimeter di
atas permukaan air. Saat air direbus dan mendidih, uap yang
terbentuk akan melalui sarangan melalui lubang-lubang kecil dan
melewati celah-celah bahan. Minyak atsiri dalam bahan akan
menguap bersama uap panas melalui pipa menuju ketel kondensator
(pendingin). Selanjutnya, uap air dan minyak akan mengembun dan
ditampung dalam tangki pemisah. Pemisahan air dan minyak
dilakukan berdasarkan berat jenis. Keuntungan dari metode ini yaitu
penetrasi uap terjadi secara merata ke dalam jaringan bahan dan suhu
dapat dipertahankan hingga 100°C. Waktu penyulingan relatif lebih
singkat, rendemen minyak lebih besar, hal ini karena destilasi uap air

memiliki suhu dan tekanan proses yang relatif lebih tinggi, hasil



2.3. Krim

2.3.1.
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yang didapatkan relatif tidak ada minyak atsiri yang bercampur
dalam air sehingga jumlah minyak yang tertinggal dalam air kecil,
dan juga senyawa-senyawa yang terekstrak lebih lengkap (Yuliarto

dkk., 2012).

Definisi Krim

Krim merupakan suatu sediaan emulsi setengah padat dengan
yang mengandung satu lebih bahan obat yang terlarut dan terdispersi
dalam bahan dasar yang seseuai serta dimaksudkan untuk pemakaian
luar atau topikal. Sediaan topikal dengan bentuk krim lebih disukai
karena banyak keuntungannya, diantaranya yaitu sederhana dalam
pembuatan, mudah dalam penggunaan, mudah dicuci, bentuknya
menarik serta menimbulkan rasa nyaman bagi pengguna. Dalam
pembuatan krim bahan-bahan yang larut dalam fase minyak
dilarutkan dalam minyak yang dipanaskan pada suhu 70°-80° C di
atas tangas air. Bahan-bahan yang dapat larut air dilarutkan dalam
fase air kemudian dipanaskan pada suhu 70°-80° C di atas tangas air.
Pencampuran kedua fase ini dilakukan pada suhu yang sama.
Kemudian diaduk hingga terbentuk krim. Bila terdapat bahan-bahan
yang tidak tahan terhadap pemanasan maka bahan tersebut
ditambahkan langsung pada masa krim yang telah jadi (Amaliah &

Pratiwi, 2018).
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2.3.2. Formula Krim Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut
Berikut merupakan formula optimum sediaan krim minyak
atsiri kulit jeruk purut yang digunakan dilihat pada tabel 2.1.

Tabel 2. 1 Formula Krim Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut
Formulasi (%0)

Komposisi

F1 F2 F3
Minyak atsiri kulit 1 x1Cso 20 x 1Csp 40 X ICso
jeruk purut (0,01131) (0,2262) (0,4524)
Asam stearat 54,3 54,3 54,3
Trietanolamin 6,6 6,6 6,6
Gliserin y 12 12
Propilenglikol 45 45 45
Methyl paraben 0,6 0,6 0,6
Propil paraben 0,06 0,06 0,06
Setil alkohol S 1,5 1,5
Aquadest ad 300 300 300

2.3.3. Pemerian Bahan
2.3.3.1. Asam stearat
Asam stearat memiliki karakteristik berupa serbuk yang
berwarna putih - kekuningan, kristal, dan mengkilap.
Berfungsi sebagai basis krim, agen pengemulsi. Konsentrasi
asam stearat antara 1-20% biasa digunakan dalam formulasi
sediaan krim (Rowe dkk., 2009).
2.3.3.2. Triethanolamin
Triethanolamin memiliki karakteristik berupa cairan
kental berwarna jernih, sedikit berbau amoniak dan biasa

digunakan dalam pembuatan sediaan topikal khususnya
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pada pembentukan emulsi dengan konsentrasi 1-4%.
Trietanolamin memiliki karakteristik seperti sabun apabila
dicampur dengan asam lemak konsentrasi tinggi. (Rowe
dkk., 2009).
Gliserin

Gliserin  memiliki karakteristik cairan yang tidak
berwarna, tidak berbau, memilikirasa yang manis. Pada
konsentrasi <30% digunakan dalam formulasi sediaan
topikal dan kosmetik - sebagai humektan dan pelembut
(Rowe dkk., 2009).
Propilenglikol

Propilenglikel memiliki karakteristik berupa cairan
berwarna bening, tidak berbau, bertekstur kental, dan
memiliki rasa yang manis seperti gliserin. Propilenglikol
dapat menghambat jamur dan dalam formulasi zat ini
bersifat sebagai pelarut. Zat ini biasa digunakan sebagai
pelarut pada konsentrasi 5-10% (Rowe dkk., 2009).
Setil alkohol

Setil alkohol memiliki karakteristik seperti lilin, butira
atau serpihan putih, memiliki rasa hambar dan bau khas
namun tidak kuat. Pada konsentrasi 2-10% digunakan
sebagai stiffening agent dan emolien pada formulasi sediaan

(Rowe dkk., 2009).
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2.3.3.6. Methyl paraben
Metil paraben atau nipagin memiliki karakteristik
berupa kristal putih, hablur, tidak berbau dan mudah larut
dalam etanol. Zat ini biasa digunakan dalam sediaan farmasi
sebagai pengawet, penggunaan untuk sediaan topikal
dengan konsentrasi 0,02-0,03% (Rowe dkk., 2009).
2.3.3.7. Prophyl paraben
Propilparaben atau nipasol memiliki karakteristik
berupa serbuk kristal putih, tidak beraroma, dan hambar.
Zat ini biasa digunakan sebagai pengawet dalam produk
farmasi sebagai pengawet, penggunaan unruk sediaan

topikal dengan konsentrasi 0,01-0,6% (Rowe dkk., 2009).

2.4. Azarine®

Azarine C Moisturizer merupakan krim pelembab dengan komposisi
utama yaitu ekstrak Citrus limon. Ekstrak Citrus limon memberikan nutrisi
untuk regenerasi kulit dalam sintesis kolagen. Zat aktif lainnya yang
terkandung dalam sediaan ini diantaranya Collagen, Olive oil, Aloe
barbadensis extract, Pachyrhizus erosus extract yang memiliki aktivitas
sebagai antioksidan, antiaging, yang bekerja mengaktivasi sel fibroblas yang
akan meningkatkan regenerasi kulit. Selain itu terdapat bahan eksipien

diantaranya stearic acid, cetyl alcohol, glycerine, glyceryl stearate,
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polyethylene glycol stearate yang berfungsi sebagai enhancer untuk

meningkatkan penetrasi krim melalui topikal (Mimeault & Batra, 2010).

Hewan Uji

25.1 Klasifikasi Hewan Kelinci

Kingdom : Animalia

Fillum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo - Lagorhapha

Familia : Laporidae

Genus . Oryctolagus

Spesies : Oryctolagus cuniculus

2.5.2 Bobot Badan Dewasa
Jantan : 2-5 kg
Betina : 4-6,5 kg
2.5.3 Kiriteria Hewan Uji
Kriteria hewan uji meliputi:
1. Hewan jantan
2. Hewan sehat yang dilihat dari fisiknya meliputi telinga tegak
dan bersih, sepasang mata yang bulat dan bening, permukaan
hidung yang kering, gigi kuat, dan feses tidak cair.
3. Hewan berumur 8-12 minggu dengan variasi berat badan tidak

boleh melebihi 20% dari rata-rata berat badan. Hewan diseleksi
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secara acak, diberi tanda untuk identifikasi tiap-tiap hewan, dan

dilakukan aklimatisasi minimal 5 hari sebelum diberi perlakuan.

Definisi Kulit

Kulit merupakan organ pada tubuh paling luar dan merupakan
organ terbesar yang berfungsi sebagai proteksi atau melindungi
bagian tubuh terhadap berbagai macam gangguan, baik pengaruh
fisik maupun kimia sehingga kulit sangat rentan terhadap trauma dan
terjadinya luka (Kalangi & Kaseke, 2015). Kulit memiliki berat
sekitar 16% dari berat tubuh manusia, pada orang dewasa memiliki
berat sekitar 2,7-3,6 kg dan luasnya sekitar 1,5-1,9 m?. Fungsi kulit
antara lain memantau lingkungan dan berbagai mekanoreseptor
dengan lokasi khusus di kulit terhadap interaksi tubuh dengan objek
fisis dan mekanik seperti paparan sinar matahari yang dapat terjadi
secara akut yaitu timbulnya reaksi terbakar sunburn dan pigmentasi,
maupun Kronis yang dapat menyebabkan penuaan dini dan
pertumbuhan tumor (Abeng dkk., 2016).
Struktur Kulit

Berikut ini disajikan gambar struktur kulit pada gambar 2.5 :
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Areclar Sensary
TEGUPIOS  CONNectve lissue  nerve fiber

Gambar 2. 5 Struktur Kulit (Kalangi, 2014)

2.5.2.1. Epidermis

Gambar 2. 6 Lapisan Epidermis Kulit (Kalangi, 2014)

Epidermis merupakan lapisan terluar yang hanya terdiri
atas jaringan epitel yang tidak memiliki pembuluh darah
ataupun limfe, oleh karenanya nutrien dan oksigen yang
diperoleh berasal dari kapiler yang terdapat di lapisan
dermis.Epitel tersusun atas banyaknya sel yang disebut
dengan keratinosit. Pada epidermis terdapat lima lapisan

mulai dari lapisan luar sampai lapisan luar yaitu stratum
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basal, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum

lusidum, dan stratum korneum(Kalangi, 2014) .

a. Stratum Basal

Lapisan ini merupakan lapisan terdalam yang terdiri

atas satu sel berderet yang tersusun di atas membran
basal dan melekat pada dermis di bawahnya. Memiliki
bentuk sel yang silindris dengan inti yang besar apabila
dibandingkan dengan sitoplasma dan ukuran selnya. Sel
yang berada di lapisan ini akan menuju ke permukaan
dan menggantikan sel-sel pada lapisan yang terletak
lebih superfisial.Luka akan mempercepat pergerakan sel
tersebut dan meregenerasi kulit dalam keadaan normal
(Kalangi, 2014).

b. Stratum Spinosum

Lapisan spinosum atau disebut lapis taju tersusun

atas beberapa sel besar dengan bentuk poligonal dan
memiliki inti yang berbentuk lonjong dan sitoplasma
yang berwarna kebiruan. Jika dilakukan pengamatan
histopatologi dengan pembesaran 40x, perbatasan antara
dinding sel dengan sel di sebelahnya akan
memperlihatkan taju-taju yang saling menghubungkan
antar sel. Di dalam taju tersebut, terdapat desmosom

yang melekatkan antar sel. Bentuk sel akan semakin
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pipih apabila sel pada lapisan ini bergerak semakin ke
atas (Kalangi, 2014).
c. Stratum Granulosum
Lapisan ini terdiri atas 2 sampai 4 lapis sel yang
berbentuk gepeng dan mengandung banyakgranula
keratohialinyang merupakan granulabasofilik. Pada
pengamatan - histopatologi akan terlihat partikel
amorftanpa membran namun dikelilingi oleh ribosom.
Pada permukaan granula terdapat mikrofilamen yang
melekat (Kalangi, 2014).
d. Stratum Lusidum
Lapisan ini tersusun dari 2 sampai 3 lapisan yang
berbentuk gepeng, bersifat sedikit eosinofilik dan tidak
memiliki- organel maupun inti. Lapisan ini memiliki
adhesi  yang - kurang meskipun terdapat sedikit
desmosom, - sehingga nampak adanya garis celah
pemisah antara stratum korneum dan lapisan di
bawahnya (Kalangi, 2014).
e. Stratum Korneum
Lapisan ini sering disebut dengan lapisan tanduk dan
terdiri atas banyaknya sel mati, tidak memiliki inti,
berbentuk  pipih  dan  keratin  menggantikan

sitoplasmanya.  Sel-sel yang mengelupas pada
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permukaan kulit adalah sisik zat tanduk yang
mengalami dehidrasi (Kalangi, 2014).

2.5.2.2. Dermis

Gambar 2. 7 Lapisan Dermis Kulit (Kalangi, 2014)

Dermis merupakan jaringan ikat yang mana sebagian
besar terbentuk atas serabut kolagen dan serabut elastik
yang bersifat elastis dan memberikan kekuatan padakulit.
Kedua serabut tersebut dibentuk oleh proteoglikans (PG)
dan glikosaminoglikans (GAG) dan berada di dalam
matriks. PG dan GAG ini memiliki peran dalam pengaturan
cairan dengan mempertahankan kadar air pada kulit dalam
jumlah besar (Kalangi, 2014).

Dermis tersusun atas 2 lapisan diantaranya stratum
papilaris dan stratum retikularis (Kalangi, 2014).

a. Stratum Papilaris
Lapisan ini memiliki papila dermis dengan jumlah

yang bervariasi dan ikatan pada lapisan ini lebih
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longgar. Sebagian besar papilanyamemiliki pembuluh
kapiler yang akan memberikan nutrisi pada lapisan di
atasnya.

b. Stratum Retikularis

Lapisan ini tersusun dengan tebal dan dalam serta
terdapat kolagen kasar dan sedikit serat elastin yang
membentuk ikatan padat bersifat ireguler. Pada lapisan
dibawahya yang lebih dalam terdapat jaringan lemak,
folikel rambut, kelenjar keringat dan sebasea.

Pada lapisan dermis terdapat beberapa sel yang
relatif sedikit diantaranya sel fibroblas, sel mast dan
makrofag.

2.5.2.3. Hipodermis

Hipodermis atau subcutis merupakan lapisan subkutan
yang berada di bawah stratum retikularis dermis,
mempunyai - serabut kolagen halus dan sebagian di
antaranya menyatu dengan serabut kolagen yang ada di
dermis serta memiliki jaringan ikat lebih longgar. Sel-sel
lemak yang ada pada lapisan ini berjumlah lebih banyak
dibandingkan sel-sel lemak yang ada di dermis. Jumlahnya
tergantung pada status gizi dan ukuran tubuh. Lapisan
lemak tersebut merupakan pannikulus adiposus (Kalangi,

2014).
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2.6.3. Kolagen

Gambar 2. 8 Histologi Kolagen Dengan Pewarnaan HE
(Soesilawati, 2020)

Kolagen merupakan salah satu kelompok protein yang tidak
larut air, yang keberadaannya mencapai 30% dari seluruh protein
penyusun tubuh manusia. Kolagen terletak di dermis pada bagian
stratum retikularis. Pada stratum retikularis terdapat kolagen, elastin,
fibrous, dan ground substance (terdiri dari mukopolisakarida, asam
hyaluronat, kondroitin sulfat). Sel utama pada lapisan ini adalah sel
fibroblas, elastin, dan proteoglikan. Sel fibroblas akan menghasilkan
kolagen sekitar 70-80% yang bermanfaat sebagai kekenyalan pada
kulit, elastin akan menghasilkan 1-3% yang bermanfaat untuk
elastisitas, dan proteoglikan bermanfaat untuk menjaga kelembaban
kulit. (Khazanchi dkk., 2007).

Kerusakan kolagen pada kulit dapat disebabkan oleh paparan
radiasi UV A dan UV B dari sinar matahari, diperkirakan bahwa

akan terjadi penurunan kolagen sekitar 1% pertahun perunit di area
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kulit, akan tetapi pada kulit yang terpapar sinar UV terjadi
penurunan sampai 59% seperti yang ditemukan pada kulit yang
mengalami  photodamage. Sinar UV mengaktifkan matrix
metalloprotease, vyaitu enzim yang mendegradasi kolagen.
Akumulasi paparan sinar ultraviolet mengakibatkan penuaan kulit
berupa kulit kendor dan kerutan wajah sebab akumulasi kerusakan
kolagen. Sinar UV juga memicu pembentukan radikal bebas, yang
dapat bereaksi dengan protein seperti kolagen sehingga terjadi

kerusakan kolagen (Alhana dkk., 2015).

2.7. Sinar Ultra Violet

—
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Gambar 2. 9 Efek Sinar UV Terhadap Kulit (Jacoeb dkk., 2020)
Sinar ultra violet (UV) yang dipancarkan oleh matahari terbagi
menjadi tiga yaitu sinar UV A memiliki panjang gelombang 320-400 nm,

sinar ini memiliki energi yang rendah dan sejumlah 95% dapat mencapai
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permukaan bumi dan tidak dihambat oleh lapisan ozon, sinar ini dapat
diserap oleh epidermis dan dermis. Selain itu sinar ini dapat menginduksi
produksi reactive oxygen species (ROS), yang dapat merusak pembuluh
darah, serat kolagen, serat elastits, dan menimbulkan penuaan kulit. Sinar
UV B memiliki panjang gelombang 290-320 nm, sekitar 5-10% dapat
mencapai permukaan bumi, sinar ini diserap paling banyak oleh epidermisi
dan menyebabkan kelainan seperti keratinosit. Sinar UV C memiliki
panjang gelombang 10-290 nm, sinar ini tidak dapat diemisikan ke bumi
karena diserap oleh lapisan ozon di atmosfir bumi. (Jacoeb dkk., 2020)
Secara umum sumber sinar ultraviolet dapat diperoleh secara alamiah
dan buatan, sinar matahari merupakan sumber utama sinar ultraviolet di
alam. Sumber ultraviolet buatan umumnya berasal dari lampu fluorescent
khusus, seperti lampu merkuri tekanan rendah (low pressure) dan lampu
tekanan ' sedang (medium pressure). Lampu merkuri medium pressure
mampu menghasilkan output radiasi ultraviolet yang lebih besar daripada
lampu merkuri low pressure. Radiasi lampu merkuri medium pressure
diemisikan pada panjang gelombang 180-1370nm (Hendriyanto &
Cahyonugroho, 2010). Lampu UV B dengan panjang gelombang 300 nm
dipilih karena lebih lebih kuat untuk terserap pada epidermis dibandingkan
UV A. Selain itu paparan sinar UV B yang berulang dapat membentuk ROS
sehingga menurunkan ekspresi enzim antioksidan dan meningkatkan protein
oksidatif. ROS yang terbentuk selama paparan UV dapat menghambat TGF-

B (Transforming Growth Factor) sehingga produksi produksi kolagen
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terhambat, serta meningkatkan transkripsi AP-1 (Activator Protein) yang
selanjutnya meningkatkan produksi MMP (Matrix Metalloproteinase)

(Wahyuningsih, 2011).

Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan oksidan yang sangat reaktif, karena radikal
bebas merupakan suatu senyawa yang memiliki satu atau lebih elektron
tidak berpasangan pada bagian orbital luarnya. Senyawa tersebut berusaha
untuk menyerang komponen seluler seperti lipid, lipoprotein, protein,
karbohidrat, RNA, dan DNA. Tempat diproduksinya radikal bebas adalah di
dalam sel yang dilakukan oleh mitokondria, membran plasma, lisosom,
peroksisom, retikulum endoplasma dan inti sel (Kesuma, 2015).

Radikal bebas yang berada dalam tubuh bersifat sangat reaktif dan
akan berinteraksi melelui reaksi oksidasi dengan bagian tubuh maupun sel-
sel tertentu yang tersusunatas lemak, protein, karbohidrat, DNA,dan RNA
sehingga memicu berbagai penyakit seperti jantung koroner, penuaan dini
dan kanker. Oleh karena itu dibutuhkan antioksidan untuk mengatasi radikal
bebas. Antioksidan atau senyawa penangkap radikal bebas merupakan
zatyang dapat menetralkan radikal bebas atau suatu bahan
yangberfungsimencegah sistem biologi tubuh dari efek yang merugikan
yang timbul dari proses ataupun reaksi yang menyebabkan oksidasi yang

berlebihan (Rosahdi dkk., 2013).



26

2.9. Antioksidan

Antioksidan merupakan suatu senyawa pemberi elektron (elektron
donor) dengan kadar atau jumlah tertentu yang dapat menghambat atau
memperlambat kerusakan karena proses oksidasi. Antioksidan bekerja
dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat
oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan dapat dihambat. Antioksidan
dibutuhkan tubuh untuk melindungi dari radikal bebas. (Winarti, 2010).

Uji aktivitas antioksidan yang dilakukan menggunakan metode DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Metode DPPH merupakan salah satu
metode pengukuran aktivitas antioksidan dalam menghambat radikal bebas
melaluui hydrogen atom transfer, yaitu dengan cara mendonorkan atom H
untuk menetralkan - radikal bebas. Prinsip dari metode ini dengan
menghambat radikal bebas DPPH. Hal ini ditunjukkan dengan penurunan
nilai absorbansi pada panjang gelombang maksimum, penurunan panjang
gelombang ini terjadi karena pengurangan radikal oleh antioksidan. Nilai
absorbansi yang rendah disebabkan radikal DPPH yang dihambat oleh
senyawa antioksidan melalui proses donor atom hidrogen. Proses dononor
atom hidrogen oleh antioksidan bertujuan untuk membentuk radikal yang
stabil, yang ditunjukkan dengan perubahan warna ungu menjadi warna

kuning (Pratiwi & Salimah, 2020).
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2.10. Hubungan Pengaruh Konsentrasi Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut
(Citrus hystrix DC) Dalam Sediaan Krim Terhadap Penebalan Kolagen
dan Epidermis Kulit Kelinci

Kulit buah jeruk purut mengandung senyawa metabolit sekunder yang
berperan sebagai antioksidan yaitu terpenoid. Senyawa terpenoid
merupakan senyawa aktif yang termasuk dalam jenis antioksidan lipofilik
yang memiliki peranan sebagai antioksidan dengan memperlambat
pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) yaitu dengan menghambat
kerja enzim xantin oksidase dan Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate (NADPH) oksidase, serta mengkelat logam (Fe?* dan Cu?")
sehingga dapat mencegah reaksi redoks yang dapat menghasilkan radikal
bebas (Jafar dkk., 2020). Radikal bebas yang terbentuk akan menyebabkan
menurunnya kinerja enzim untuk mempertahankan fungsi sel, merusak
protein dan asam amino yang merupakan struktur utama kolagen dan elastin
(Setyowati, 2015). Selain itu- terpenoid berperan penting dalam
meningkatkan kecepatan reepitelisasi pada jaringan. Peningkatan tersebut
memacu poliferasi dan migrasi sel-sel endotel (Maulida dkk., 2016).

Pada bidang kosmetik, kolagen digunakan untuk mengurangi keriput
pada wajah atau dapat disuntikkan ke dalam kulit untuk menggantikan
jaringan kulit yang telah rusak. Kolagen bekerja dengan mengaktifkan
jaringan fibroblas dan menginisiasi biosintesis kolagen dari dalam sehingga
meningkatkan elastisitas dan kelembaban kulit (Setyowati, 2015). Pada

penggunan minyak atsiri kulit jeruk purut secara langsung dinilai kurang
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efektif dan efisien untuk diaplikasikan langsung pada kulit, sehingga untuk
mempermudah penggunaanya maka dapat dilakukan formulasi sediaan
krim. Pemilihan dalam bentuk krim memilki sifat yang mampu melekat
pada permukaan krim karena krim memiliki efek emolien yang cukup lama,
dengan adanya peningkatan konsentrasi minyak atsiri pada sediaan krim
dapat mendonorkan senyawa terpenoid yang lebih tinggi pada sediaan krim.
Menurut Rachmanita et al.,(2019) peningkatan konsentrasi zat aktif dalam
sediaan krim mampu meningkatkan kepadatan kolagen, sehingga dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan endogen pada saat sediaan krim

diaplikasikan.



2.11. Kerangka Teori

Gambar 2. 10 Kerangka Teori
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2.12. Kerangka Konsep
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Gambar 2. 11 Kerangka Konsep

2.13. Hipotesis
Konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) dalam
sediaan krim memiliki pengaruh terhadap penebalan kolagen dan epidermis

pada kulit kelinci (Oryctolagus cuniculus) yang terpapar sinar UV B.
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METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

3.2.

3.3.

Jenis penelitian yang digunakan adalah eksperimental yang dilakukan

dengan pendekatan kuantitatif dengan desain post-test only control design.

Variabel

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Variabel Bebas

Konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC).
Variabel Tergantung

Kepadatan kolagen dan ketebalan epidermis pada kulit kelinci.
Variabel Terkendali

Umur kelinci, jenis kelinci, paparan sinar UV B.

Definisi Operasional

3.3.1.

Krim Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut

Minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) diambil dari
kulit buah jeruk purut segar yang berasal dari Kecamatan Dukun,
Kabupaten Magelang, Jawa Tengah yang di panen pada umur 4
bulan di petik di pagi hari pukul 05.30 WIB pada bulan Oktober
tahun 2021. Pembuatan minyak atsiri kulit jeruk purut menggunakan

metode destilasi uap air. Minyak atsiri yang didapatkan dibuat

31
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sediaan krim dengan konsentrasi yang berbeda yaitu 1xICsp,
20x1Cso, dan 40xICsp.
Skala data: skala rasio
Pengamatan Ketebalan Kolagen Dan Epidermis

Pengukuran ketebalan kolagen dan epidermis dengan
pengambilan sampel yang dilakukan pada hari ke 10. Bulu kelinci
yang diberi perlakuan dibersinkan dan diambil kulitnya dengan
menggunting sedalam + 3 mm sampai subcutan dan sepanjang 2,5
cm. Kemudian kulit  kelinci dibiopsi dan dibuat preparat
histopatologi untuk mengetahui ketebalan kolagen dan epidermis.

Skala data: skala rasio

3.4. Populasi dan Sampel

3.3.1.

3.3.2.

Populasi

Populasi dalam penelitian ini adalah kelinci (Oryctolagus
cuniculus) berusia 12-16 minggu dengan berat badan rata-rata 1,5-2
kg. Hewan diseleksi secara acak, diberi tanda untuk identifikasi tiap-
tiap hewan, dan dilakukan aklimatisasi sekurang-kurangnya 5 hari
sebelum diberi perlakuan.
Sampel Penelitian

Hewan uji yang digunakan vyaitu kelinci albino jantan

(Oryctolagus cuniculus) yang terbagi menjadi 6 kelompok
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(kelompok normal, kelompok negatif, kelompok positif, kelompok
Formula 1, kelompok Formula 2, dan kelompok Formula 3).
Perhitungan besar sampel dihitung dengan rumus Federer
sebagai berikut:
(n-1) (t-1)> 15
Keterangan :
t : Jumlah kelompok uji
n . Besar sampel per kelompok
(t-1) (n-1)> 15
(6-1) (n-1)>15
S P
on =20
n >4 ekor
Dari perhitungan tersebut, maka jumlah sampel minimal yang
digunakan sebanyak 4 ekor kelinci albino. Kriteria inklusi dan
ekslusi pada kelinci albino jantan (Oryctolagus cuniculus) yaitu:
3.4.2.1. Kiriteria Inklusi
1. Kelinci jantan, dan dalam keadaan sehat
2. Berat badan 1-1,5 kg
3. Umur 12-16 minggu
3.4.2.2. Kriteria Ekslusi
1. Kelinci sakit sebelum perlakuan

2. Kelinci mati
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3.5. Instrumen dan Bahan Penelitian

3.5.1.

3.5.2.

Instrumen Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian terdiri dari: alat destilasi
gelas (Schott Duran), neraca analitik (Mettler Toledo ME204E),
timbangan elektrik (YHT-T6), alat gelas (Pyrex), spektrofotometer
uv-vis (Agillent Carry 60), alumunium foil, vortex, penangas air
(Memmert), viskometer (Stromer NDJ-5S), ph meter (Mettler
Toledo), kotak penyinaran UV, lampu UV B (Exoterra®), mikroskop
trinokuler - (Nikon eclipse E200), kamera (Optilab Viewer 2.2),
aplikasi Image J.
Bahan

Bahan yang digunakan dalam-penelitian ini adalah: kulit jeruk
purut (Citrus hystrix DC) yang didapat dari Kabupaten Magelang,
asam stearat (teknis), setil alkohol (teknis), gliserin (teknis), metil
paraben(teknis), propil paraben (teknis), parafin cair (teknis), TEA
(teknis), propilengliko - (teknis), aquadest (teknis), metanol pro
analisis, serbuk DPPH (Sigma aldrich). Bahan-bahan yang
digunakan untuk melihata ketebalan kolagen dan epidermis adalah
neutral buffer formalin 10% (teknis) alkohol absolut (teknis), alkohol
70% (teknis), alkohol 80% (teknis), akohol 90% (teknis), alkohol
95% (teknis) , silol, haematoxylin monohydrate (Merck C.I 7529) ,

eosin (Merck Yellowish C.I 4538), air amonia, kloroform (teknis),
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formalin (teknis), hewan uji kelinci albino jantan (Oryctolagus

cuniculus).

3.6. Cara Penelitian

3.6.1

3.6.2

3.6.3

Determinasi

Determinasi tanaman dilakukan dengan mengamati morfologi
tanaman. Determinasi ini dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA
Universitas Negeri Semarang.
Preparasi Sampel

Buah jeruk purut yang sudah tua dan masih segar dilakukan
sortasi dan dicuci bersih sebanyak 3 kg, kemudian dilakukan
pemisahan kulit buah dan daging buah kulit jeruk purut hal ini
bertujuan untuk menghindari penguapan zat aktif dari kulit jeruk
pada proses penyulingan.
Pembuatan Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut

Pembuatan minyak atsiri dilakukan dengan metode destilasi
uap air (water and steam distillation) vaitu 3 kg buah jeruk purut
yang masih segar yang kemudian diambil kulitnya dimasukkan ke
labu ektraktor yang sebelumnya sudah diisi dengan aquadest, lalu
letakkan kulit jeruk purut diatas penahan (angsang) sehingga bagian
kulit jeruk dan air tidak bersentuhan, kemudian panaskan aquadest
dengan mengunakan kompor, lalu nyalakan kran air yang disalurkan
ke tabung bagian luar kondensor. Tunggu hingga uap air dan minyak

atsiri keluar yang kemudian di alirkan menuju ke kondensor, lalu
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hitung waktu mulai minyak atsiri tetes pertama keluar dari

kondensor, dan ditampung ke erlemeyer. Fase minyak dan air

dipisahkan menggunakan corong pisah, kemudian minyak atsiri

ditambahkan dengan Na>SOs untuk mengurangi kadar air dalam

minyak atsiri, dan Na,SOs dipisahkan dengan minyak atsiri dengan

cara disaring (Kurniawan dkk., 2008).

Pengujian DPPH

3.6.6.1.

3.6.6.2.

Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 15,7 mg kemudian
dimasukkan dalam labu takar 100 mL dan diencerken
dengan metanol p.a sampai tanda batas kemudian
dihomogenkan. Labu takar dilapisi dengan aluminium foil
agar terindar dari cahaya dan disimpan di lemari pendingin.
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH 0.4 mM

Sebanyak 1 mL larutan DPPHH 0,4 mM dimasukkan
dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan
metanol p.a sebanyak 4 mL lalu di vortex selama 20 detik
dan di diamkan selama 30 menit pada ruang gelap pada
suhu kamar. Kemudian diukur serapannya dengan panjang
gelombang 400-600 nm menggunakan spektrofotometer

UV-VIS.
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Pembuatan Larutan Blanko

Sebanyak 1 mL larutan DPPH 0,4 mM dimasukkan
dalam labu ukur 10 mL, kemudian ditambahkan dengan
metanol p.a sampai tanda batas, kemudian di homogenkan
dan di diamkan selama 30 menit pada ruang gelap.
Kemudian, diukur serapannya pada panjang gelombang 517
nm dengan menggunakan spektrofotometer UV-VIS.
Uji Aktivitas Antioksidan Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut

Timbang 100 mg minyak atsiri lalu dilarutkan dengan
metanol p.a di labu ukur 100 mL, kemudian dibuat seri
pengenceran dengan konsentrasi 20, 40, 60, 80, 100 ppm
dengan larutan induk dipipet sebanyak 2 mL, 4 mL, 6 mL, 8
mL, dan 10 mL ke dalam labu ukur 100 mL yang dilarutkan
dengan metanol p.a hingga tanda batas. Masing-masing
konsentrasi diambil 1 ml ditambahkan 3 ml larutan metanol
p.a dan 1 ml larutan DPPH ke dalam tabung reaksi.
Kemudian dihomogenkan dengan cara divortex selama 30
detik, dan diinkubasi selama 30 menit pada ruang gelap dan
dibaca serapannya pada panjang gelombang 517 nm dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Penentuan Aktivitas Antioksidan (IC50 Sampel)

Tiap sampel diukur absorbansinya pada A maks 517 nm

(Islahana, 2017; Kholisah, 2017) dan sebagai blangko
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digunakan metanol p.a. Hasil absorbansi dari sampel
dibandingkan dengan kontrol yang terdiri dari 3,0 mL

larutan DPPH 0,4 mM sehingga diperoleh % inhibisi.

abs sampel

% Inhibisi = (1 ) x 100%

abs kontrol

Penentuan regresi linear diperoleh dari kurva antara
konsentrasi sampel (X) vs % inhibisi DPPH (Y). Persamaan

regresi linear ditentukan sebagai berikut:

Y = BX+A

Dimana B yaitu slope/kemiringan garis dan A vyaitu
intersep. Aktivitas antioksidan ditentukan dari konsentrasi
sampel isolat pada inhibisi DPPH 50% (ICso) dengan
memasukan nilai Y=50 sehingga X sebagai konsentrasi
sampel isolat dapat diketahui.

3.6.5 Pembuatan Sediaan Krim

Proses pembuatan krim diawali dengan penimbangan semua
bahan yang akan digunakan untuk pembuatan sediaan krim. Bahan-
bahan dalam pembuatan krim terdiri dari fase minyak dan fase air.
Fase minyak yaitu asam stearat, setil alkohol yang berturut-urut
dilebur diatas waterbath dengan suhu 70°C kemudian ditambahkan
propil paraben dan diaduk hingga homogen. Kemudian fase air
dibuat dengan cara melarutkan triethanolamin, gliserin,
propilenglikol, metil paraben diatas waterbath pada suhu 50°C

hingga homogen. Emulsi dibuat dengan cara menambahkan fase



3.6.6

39

minyak ke dalam fase air sambil diaduk dalam mortir hingga

terbentuk emulsi yang stabil, kemudian masukkan minyak atsiri kulit

jeruk purut dalam basis krim lalu homogenkan.

Pengujian Evaluasi Fisik Sediaan Krim Minyak Atsiri Kulit

Jeruk Purut

3.6.7.1.

3.6.7.2.

3.6.7.3.

Uji Organoleptik

Pengamatan organoleptik dilakukan secara visual yang
bertujuan untuk melihat tampilan fisik dari sediaan dengan
meliputi tekstur, warna, dan bau dari sediaan (Forestryana

dkk., 2020)

Uji Homogenitas

Uji homogenitas dilakukan dengan mengamatai
sejumlah krim pada kaca objek yang bersih dan kering
sehingga akan membentuk suatu lapisan, kemudian ditutup
dengan kaca preparat. Sediaan krim harus menunjukkan
susunan yang homogen dan tidak terlihat adanya butiran
kasar (Forestryana dkk., 2020).
Uji pH

Uji pH bertujuan untuk mengetahui derajat keasaman
sediaan krim yang bertujuan untuk menjamin sediaan krim
tidak menyebabkan iritasi pada kulit. Uji pH sediaan krim
diukur dengan menggunakan alat ph meter yang sudah

dikalibrasi dengan larutan dapar standar, kemudian
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dicelupkan pada sediaan krim lalu tunggu beberapa saat
hingga keluar hasil dari alat pH meter. pH sediaan yang
memenuhi kriteris pH kulit yaitu dalam interval 4,5-8
(Nealma & Nurkholis, 2020).
3.6.7.4. Uji Daya Sebar

Uji daya sebar bertujuan untuk menjamin pemerataan
komposisi krim . saat diaplikasikan pada kulit. Krim
ditimbang sebanyak 0,5 gram kemudian diletakkan di
tengah kaca berskala, kemudian diatas kaca lain atau bahan
transparan sebagai penutupnya diberi beban 50, 100, 150
gram secara berurutan selama 1 menit, kemudian dicatat
diameter penyebarannya. Daya sebar krim yang baik antara
5-7 cm (Forestryana dkk., 2020).

3.6.7.5. Uji Viskositas

Uji viskositas dilakukan menggunakan alat viskometer
stromer NDJ-5S, dilakukan dengan cara krim dimasukkan
kedalam wadah dan celupkan spindle no. 4 dengan
kecepatan 12 rpm kedalam sediaan krim kemudian dihitung
viskositasnya,, dan persyaratan viskositas krim yang baik
antara 4.000-40.000 cPs (Forestryana dkk., 2020).

3.6.7 Pengambilan Sampel Kulit Kelinci
Sampel diambil dari kulit kelinci yang telah dicukur bulunya

pada bagian punggung yang dibagai menjadi 5 bagian untuk
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kelompok 2 sampai 6 sedangkan untuk kelompok 1 menggunakan
kelinci secara terpisah, dengan luas masing-masing area 2x3 cm? dan
jarak per area sekitar 2 cm yang kemudian dipapar sinar uv dengan
panjang gelombang 300 nm selama 15 menit, dengan lokasi

pemaparan tersaji pada Gambar 3.1

2 2 5 2
lr! ¥ @ 4
S0 g ° @ ¥ @

Gambar 3. 1 Rencana perlakuan pada kelinci

3.6.6.1. Lokasi 1 (Kontrol Normal)
Kelinci kelompok kontrol  normal tidak diberi
perlakuan apapun hanya diberi pakan standar selama 10
hari.
3.6.6.2. Lokasi 2 (Kontrol Negatif)
Kelinci kelompok kontrol negatif hanya dipapar sinar
UV selama 15 menit tanpa perlakuan apapun.
3.6.6.3. Lokasi 3 (Kontrol Positif)
Kelinci kelompok kontrol positif dan dipapar sinar UV
selama 15 menit yang kemudian di oles krim azarine®.
3.6.6.4. Lokasi 4 (Kontrol Formula 1)
Kelinci kelompok kontrol formula 1 dipapar sinar UV

selama 15 menit yang kemudian di oles krim formula 1.
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3.6.6.5. Lokasi 5 (Kontrol Formula 2)
Kelinci kelompok kontrol formula 2 dipapar sinar UV
selama 15 menit yang kemudian di oles krim formula 2
3.6.6.6. Lokasi 6 (Kontrol Formula 3)
Kelinci kelompok kontrol formula 3 dipapar sinar UV
selama 15 menit yang kemudian di oles krim formula 3.
Pembuatan Preparat Histopatologi
Pengambilan sampel kulit dilakukan pada hari ke 10 yang
sebelumnya kelinci dikorbankan dengan di inhalasi menggunakan
kloroform, daerah punggung yang akan diambil kulitnya dibersihkan
dari bulu yang mulai tumbuh kembali, kulit digunting dengan
ketebalan £ 3. mm sampai dengan subcutan dan sepanjang 2,5 cm
(Nanda et al., 2017).
3.6.6.1. Fiksasi
Sampel jaringan kulit yang telah diperoleh difiksasi
dengan larutan NBF 10% atau Neutral Buffer Formalin
dimasukkan ke dalam tissue basket dan diberi label.
3.6.6.2.  Dehidrasi
Sampel jaringan kulit didehidrasi dengan larutan
alkohol bertingkat (konsentrasi 70%, 80%, 90%, dan 95%)
kemudian dilanjutkan proses yang sama dengan larutan
alkohol absolut selama 2 jam dan dilakukan pengulangan

sebanyak 2 kali.
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Clearing

Sampel jaringan kulit dimasukkan ke dalam silol
selama 1 jam dengan pengulangan sebanyak tiga kali.
Infiltrasi

Infiltrasi dilakukan dengan larutan parafin pada oven
yang bersuhu 60°C selama 1 jam dan dilakukan
pengulangan sebanyak tiga kali.
Embedding

Sampel jaringan. ditanam dalam blok parafin.
Selanjutnya penyayatan blok dilakukan dengan mikrotom
pada ketebalan 5um dan diletakkan di gelas objek yang
telah terlapisi bahan perekat.
Deparafinisasi

Sampel dimasukkan ke dalam larutan silol selama 2
menit dengan pengulangan sebanyak tiga kali agar
menghilangkan kandungan parafin.
Rehidrasi

Sampel dimasukkan kedalam larutan alkohol dengan
konsentrasi menurun (absolut, konsentrasi 95%, konsentrasi
90%, konsentrasi 80% dan konsentrasi 70%) selama 5
menit, selanjutnya sampel dibilas dengan air mengalir
selama 10 menit untuk memasukkan air kembali ke dalam

jaringan.
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Pewarnaan dengan Haematoxylin-Eosin

Sampel jaringan diwarnai dengan pewarnaan haematoxylin
selama 5 menit dan dibilas menggunakan air mengalir selama 10
menit. Kemudian sampel diwarnai dengan pewarnaan eosin selama 2
menit dan dilanjutkan dengan memasukkan sampel ke dalam larutan
alkohol bertingkat, dilakukan clearing dengan silol dan diakhiri
dengan penutupan slide jaringan dengan kaca penutup yang telah
terlapisi bahan perekat.
Pengamatan Kepadatan Kolagen dan Epidermis

Pengamatan kepadatan kolagen dan epidermis dengan
pewarnaan Haematoxylin-Eosin berwarna merah yang diamati
dengan mikroskop cahaya yang terhubung dengan kamera digital
dan menggunakan software OptiLab Viewer 2.2. Preparat diamati
dengan perbesaran 400 kali pada 5 lapang pandang. Penyimpanan
gambar dilakukan dengan menekan icon kamera pada taskbar
software OptiLab Viewer 2.2 (Chen dkk., 2017).
Perhitungan Persentase Kepadatan Kolagen dan Epidermis

Gambar yang telah didapatkan kemudian disimpan dan diolah
menggunakan software ImageJ. Ketebalan kolagen dihitung dengan
melakukan selection pada area serabut yang berwarna merah sampai
terpulas secara keseluruhan. Untuk persentase kepadatan kolagen

dalam satu area dipilih menu analyze particle. Parameter yang
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didapatkan dalam bentuk persentase luas area (%). Gambaran dan

data hasil pengamatan dapat disimpan dalam file (Chen dkk., 2017).

Tabel 3. 1 Parameter Skoring Kepadatan Kolagen (Nanda dkk., 2017)

Skor Deskripsi

+0  Tidak ditemukan adanya serabut kolagen pada kulit kelinci

+1  Kepadatan serabut kolagen pada kulit kelinci rendah
(kurang 10% per lapang pandang)

+2  Kepadatan serabut kolagen pada kulit kelinci sedang
(20 - 50% per lapang pandang)

+3  Kepadatan serabut kolagen pada kulit kelinci rapat
(50 - 90% per lapang pandang)

+4  Kepadatan kolagen pada kulit kelinci sangat rapat

(90 - 100% per lapang pandang)

Keterangan: hasil skor yang tinggi menunjukkan persentase yang

lebih baik dalam satu lapang pandang.
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Kulit jeruk purut N Destilasi
segar
v
Minyak atsiri -
kulit jeruk purut > UNIDPPH
v
Formulasi krim minyak
berdasarkan hasil 1C50
v
Pengujian ke hewan
uji kelinci
I
A 4 A 4 l
Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
Kontrol Normal Kontrol Negatif Kontrol sediaan Kontrol Positif
(tidak diberi (hanya dipapar krim (dioles krim (dioles Azarine®)
perlakuan) sinar UV) ELEF2)

Pengolesan krim (kelompok
positif dan kelompok sediaan
krim) dilakukan selama
1xsehari sebanyak 0,5 g selama
10 hari

A

A

Pemaparan sinar UV
dilakukan 1xsehari
selama 15 menit

Dilakukan biopsi
pada kelinci dan
pembuatan preparat
histopatologi

Pengecatan preparat
kulit mencit dengan
Haematoxylin-Eosin

Gambar 3. 2 Alur Penelitian

Y

Pengamatan kepadatan
kolagen dan epidermis
pada preparat kulit
kelinci

Analisa hasil
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3.8. Tempat dan Waktu
3.8.1. Tempat
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biologi FMIPA
UNNES, Laboratorium Farmasi FK UNISSULA, Laboratorium
Pengembangan Hewan Uji FK UNISSULA, Laboratorium Patologi
RSI Sultan Agung Semarang.
3.8.2. Waktu
Pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan Oktober 2021 sampai

bulan Februari 2022.

3.9. Analisis Hasil

Analisis data- kepadatan kolagen dan ketebalan epidermis, di uji
terlebih dahulu normalitasnya dengan Shapiro wilk dan homogenitas
dengan uji Levene’s test dengan signifikansi p>0,05. Hasil uji
menunjukkan normal dan homogen maka dilanjutkan uji parametrik One
Way Anova dengan dengan signifikansi p<0,05, dan di lanjutkan dengan
menggunakan Post Hoc LSD untuk melihat kelompok perlakuan yang
menghasilkan nilai signifikan terhadap peningkatan kepadatan kolagen dan

ketebalan epidermis.
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Hasil Determinasi Tanaman

Tanaman jeruk purut (Citrus hystrix DC) diidentifikasi di
Laboratorium Biologi Universitas Negeri Semarang dengan hasil
yang tertera pada Lampiran 1. Hasil determinasi yang diperoleh telah
terbukti bahwa tanaman yang digunakan merupakan spesies Citrus
hystrix DC.
Hasil Rendemen

Minyak . atsiri kulit jeruk purut didapatkan dengan metode
destilasi-uap air. Bahan yang digunakan yaitu kulit buah jeruk purut
segar sebanyak 1.670 gram, dan didapatkan rata-rata persen
rendemen sebesar 1,8064% (Lampiran 2).
Hasil Analisis DPPH Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut

Hasil pengujian DPPH dilakukan pada minyak atsiri kulit jeruk
purut dengan hasil IC50 sebesar 37,70 dan tergolong antioksidan
sangat kuat (Lampiran 4).
Hasil Evaluasi Fisik Sediaan Krim
4.1.5.1 Uji Organoleptik

Hasil uji fisik organoleptik pada 3 formula tersaji pada

Tabel 4.1
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Tabel 4. 1 Hasil Uji Fisik Organoleptik

Formula Tekstur Bau Warna
F1 Kental Khas Jeruk Putih
F2 Kental Khas Jeruk Putih
F3 Kental Khas Jeruk Putih

Pada hasil uji organoleptik yang dilakukan terhadap 3
formula bahwa uji tekstur, uji bau, dan uji warna memiliki
hasil yang sama berupa tekstur kental, memiliki bau khas
jeruk dan berwarna putih.

4.1.5.2 Uji Homogenitas

Hasil uji homogenitas pada 3 formula sediaan krim
krim menunjukkan hasil yang homogen. Hal ini ditandai
dengan tidak adanya butiran kasar pada object glass. Hasil
uji fisik homogenitas tersaji pada Tabel 4.2

Tabel 4. 2 Hasil Uji Fisik Homogenitas

Formula Homogenitas
2 Homogen
F2 Homogen
F3 Homogen
4.15.3 UjipH

Hasil uji fisik pH menunjukkan hasil masing-masing
formula memasuki rentang normal menurut standar SNI
sebagai syarat standar pelembab kulit yaitu 4,5-8 (Saryanti
dkk., 2019). Hasil uji fisik pH tersaji pada Tabel 4.5

Tabel 4. 3 Hasil Uji Fisik pH
Formula pH
F1 7,37
F2 7,41
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F3 7,56

4.1.5.4 Uji Daya Sebar
Hasil uji fisik daya sebar menunjukkan hasil masing-
masing formula memasuki rentang rentang normal daya
sebar yaitu sebesar 5-7 cm (Forestryana dkk., 2020). Hasil
uji fisik daya sebar tersaji pada Tabel 4.4

Tabel 4. 4 Hasil Uji Fisik Daya Sebar

Formula Daya Sebar (cm)
F1 6,3
F2 6
F3 6

4.1.5.5 Uji Viskositas
Hasil uji fisik viskositas menunjukkan hasil masing-
masing formula memasuki rentang normal yaitu 4.000-
40.000 cPs. Hasil uji fisik viskositas tersaji pada Tabel 4.3

Tabel 4. 5 Hasil Uji Fisik Viskositas

Formula Viskositas (cPs)
F1 30783
F2 31462
F3 32248

4.1.5 Hasil Pengamatan Preparat Histopatologi
Hasil pengamatan kepadatan serabut kolagen pada kulit tikus
dengan mikroskop pada perbesaran 40x dan 400x tersaji pada

gambar berikut.
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Gambar 4. 1 Histopatologi Ketebalan Epidermis Epidermis (A) Kontrol
normal; (B) Kontrol negatif; (C) Kontrol positif; (D) Krim formula 1; (E) Krim
formula 2; (F) Krim formula 3; (1) Epidermis; (2) Keratinosit; (3) Kolagen.
Pewarnaa HE perbesaran 40x
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Gambar 4. 2 Histopatologi Kepadatan Kolagen Epidermis (A) Kontrol
normal; (B) Kontrol negatif; (C) Kontrol positif; (D) Krim formula 1; (E) Krim
formula 2; (F) Krim formula 3; (1) Serabut Kolagen; (2) Fibroblas. Pewarnaan

HE perbesaran 400x.

Hasil gambaran histopatologi kulit kelinci menunjukkan bahwa
setiap kelompok perlakuan memiliki ketebalan epidermis dan
kepadatan kolagen yang berbeda-beda, seperti terlihat pada Gambar

4.1 dan Gambar 4.2. gambaran histopatologi tersebut kemudian



53

dikuantifikasi menggunakan software image J. Hasil kepadatan

kolagen dalam bentuk persentase sedangkan ketebalan epidermis

dalam satuan pum sedangkan seperti yang tersaji dalam Tabel 4.6 dan

Tabel 4.7. Kemudian data yang diperoleh menggunakan uji

parametrik One Way Anova dan uji lanjutan Post Hoc LSD.

4.1.6 Hasil Uji Kepadatan Kolagen Pada Kelinci

cuniculus

Oryctolagus

Pengukuran kepadatan kolagen dilakukan menggunakan

software image J dan tersaji dalam Tabel 4.10

Tabel 4. 6. Hasil Uji Kepadatan Kolagen Pada Kelinci Oryctolagus
cuniculus

Kepadatan Kolagen (%)

Pengulangan

Kl K I K 111 K1V KV K VI
1 38,426 28,042 51,032 42,707 47,928 49,198
2 34,469 26,620 54,965 39,968 41,416 46,469
3 37,235 = 30,650 49,305 42,198 45,173 49,748
4 36,319 27,549 48,365 43,414 42,736 48,907
Mean (%) £ 36,612 28,215 50,916 42,071 44,313 48,580
SD +£1669 £1,726 +2916 +£1,488 +2,868 +1,450
Skor +2 + 3 ¥3 +2 +2 +2

Keterangan :

K1 = kontrol normal (tanpa perlakuan)

K II"-=kontrol negatif (tanpa pemberian krim)

K 11l = kotrol positif (pemberian krim Azarine)

K IV = pemberian formula krim 1 (1xICso)
KV = pemberian formula krim 2 (20x1Csp)
K VI = pemberian formula krim 3 (40xICso)
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Kepadatan Kolagen (%)

*f

*a

Normal Negatif Positif F1 F2 F3

Gambar 4. 1 Hasil Uji Kepadatan Kolagen Pada Kelinci

Oryctolagus cuniculus

Keterangan:

*a

*b

>

*d

*e

*f

kontrol normal berbeda signifikan dengan kontrol negatif,
kontrol positif, formula 1, formula 2, dan formula 3.

kontrol negatif berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol positif, formula 1, formula 2, dan formula 3.

kontrol positif berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol negatif, formula 1, dan formula 2.

formula 1 berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol negatif, kontrol positif, dan formula 3.

formula 2 berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol negatif, kontrol positif, dan formula 3.

formula 3 berbeda signifikan dengan kontrol normal,

kontrol negatif, dan formula 1.

Hasil Uji Ketebalan Epidermis Pada Kelinci Oryctolagus

cuniculus

Pengukuran ketebalan epidermis dilakukan menggunakan

software image J dan tersaji dalam Tabel 4.11
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Tabel 4. 7. Hasil Uji Ketebalan Epidermis Pada Kelinci
Oryctolagus cuniculus

Ketebalan Epidermis (um)

Pengulangan

Kl Kl K111 KIV KV K VI
1 41,22 31,48 77,81 50,57 67,74 68,62
2 44,40 27,17 60,21 53,19 70,27 75,56
3 47,85 25,10 56,38 54,28 63,81 54,04
4 46,43 29,82 58,93 57,95 65,75 67,48
Mean (%) + 4497+ 2864+ 6333+ 5399+ 66,89+ 66,42+
SD 2,87 3,20 9,78 3,06 2,76 8,99
Keterangan :
K1 =kontrol normal (tanpa perlakuan)
K Il = kontrol negatif (tanpa pemberian krim)
K 1l = kotrol positif (pemberian krim Azarine)

K IV = pemberian formula krim 1 (1xICso)
KV = pemberian formula krim 2 (20x1Cso)
K VI = pemberian formula krim 3 (40xICso)

80 *f

*e

70 4

60 A

50 1

40

30 -

20 1

Ketebalan E pidermis (%)

10 4

o 53

]
[

F3

Gambar 4. 2 Hasil Uji Ketebalan Epidermis Pada Kelinci
Oryctolagus cuniculus

Keterangan:

*a . kontrol normal berbeda signifikan dengan kontrol negatif,
kontrol positif, formula 1, formula 2, dan formula 3

*b . kontrol negatif berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol positif, formula 1, formula 2, dan formula 3

*c . kontrol positif berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol negatif, dan formula 1

*d : formula 1 berbeda signifikan dengan kontrol normal,



56

kontrol negatif, kontrol positif, formula 2 dan formula 3
*e . formula 2 berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol negatif, formula 1, dan formula 3
*f . formula 3 berbeda signifikan dengan kontrol normal,
kontrol negatif, dan formula 1
4.1.8 Analisis Hasil
Data kepatadan kolagen dianalisis dengan mengidentifikasi
nilai normalitas (shapiro wilk) dan homogenitas (levene test).
Kemudian uji beda parametrik menggunakan one way anova.
4.1.8.1 Analisis hasil uji kepadatan kolagen kelinci Oryctolagus

cuniculus

Tabel 4. 8 Hasil Uji Normalitas Kepadatan Kolagen (Shapiro wilk)
Nilai p

Kelompok  (signifikansi) Keterangan
Kontrol normal 0,941 Normal
Kontrol negatif 0,477 Normal
Kontrol positif 0,493 Normal
Formula 1 0,458 Normal
Formula 2 0,810 Normal
Formula 3 0,195 Normal

Tabel 4. 9 Hasil Uji Homogenitas Kepadatan Kolagen (Levene test)

Kelompok (sigm:‘?lignsi) Keterangan
Kontrol normal 0,487 Homogen
Kontrol negatif 0,487 Homogen
Kontrol positif 0,487 Homogen
Formula 1 0,487 Homogen
Formula 2 0,487 Homogen
Formula 3 0,487 Homogen

Uji normalitas dilakukan dengan Shapiro wilk karena
jumlah sampel yang digunakan vyaitu kurang dari 50,

sedangkan untuk uji homogenitas dilakukan dengan uji
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Levene test. Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa
sebaran sebaran data setiap kontrol normal homogen, yang
ditunjukkan dengan nilai signifikansi setiap kelompok
p>0,005 maka analisis statistik dilanjutkan dengan uji
parametrik One Way Anova.

Tabel 4. 10 Hasil Uji One Way Anova Kepadatan Kolagen

Kelompok (sigﬁ::‘?ll;nsi) Keterangan
Kontrol normal 0,000 Berbeda signifikan
Kontrol negatif 0,000 Berbeda signifikan
Kontrol positif 0,000 Berbeda signifikan
Formula 1 0,000 Berbeda signifikan
Formula 2 0,000 Berbeda signifikan
Formula 3 0,000 Berbeda signifikan

Pada uji parametrik one way anova di dapatkan hasil
nilai signifikansi 0,000 hal ini- menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan dari beberapa kelompok yang
ditunjukan dengan hasil signifikansi p<0,005 maka analisis
statistik dilanjutkan dengan uji Post Hoc (LSD).

Tabel 4. 11 Hasil Uji Post Hoc Kepadatan Kolagen

Kontrol  Kontrol Kontrol Formula Formula Formula

Kelompok normal  negatif  positif 1 2 3
K Normal - 0,000* 0,000* 0,002* 0,000  0,000*
K Negatif 000" - 0,000+  0,000* 0,000  0,000*
K positif 0000 0,000% - 0,000* 0,000 0,136
Formulag ~ ©9:002¢  0,000% 0,000 - 0,151  0,000*
Formula 2 0,000  0,000* 0,000* 0,151 - 0,011*
Formulaz ~ ©000* 0000 0136 0,000 0,011~ -
Keterangan :

P<0,05 = adanya perbedaan yang signifikan
P>0,05 = tidak adanya perbedaan yang signifikan
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¢)

*

tidak ada perlakuan perbandingan antar kelompok
pada konsentrasi yang sama
terdapat perbedaan signifikan, nilai p<0,05

4.1.8.2 Analisis hasil uji ketebalan epidermis kelinci Oryctolagus
cuniculus

Tabel 4. 12 Hasil Uji Normalitas Ketebalan Epidermis (Shapiro wilk)
Nilai p

Kelompok (signifikansi) Keterangan
Kontrol normal 0,812 Normal
Kontrol negatif 0,935 Normal
Kontrol positif 0,068 Normal
Formula 1 0,914 Normal
Formula 2 0,970 Normal
Formula 3 0,561 Normal

Tabel 4. 13 Hasil Uji Homogenitas Ketebalan Epidermis (Levene test)

Nilai p
Kelompok (signifikansi) Keterangan
Kontrol normal 0,120 Homogen
Kontrol negatif 0,120 Homogen
Kontrol positif 0,120 Homogen
Formula 1 0,120 Homogen
Formula 2 0,120 Homogen
Formula 3 0,120 Homogen

Uji normalitas dilakukan dengan Shapiro wilk karena
jumlah sampel yang digunakan yaitu kurang dari 50,
sedangkan untuk uji homogenitas dilakukan dengan uji
Levene test. Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa
sebaran sebaran data setiap kontrol normal homogen, yang
ditunjukkan dengan nilai signifikansi setiap kelompok
p>0,005 maka analisis statistik dilanjutkan dengan uji

parametrik One Way Anova.
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Tabel 4. 14 Hasil Uji One Way Anova KetebalanEpidermis

Kelompok (sigﬁ::‘?llgnsi) Keterangan
Kontrol normal 0,000 Berbeda signifikan
Kontrol negatif 0,000 Berbeda signifikan
Kontrol positif 0,000 Berbeda signifikan
Formula 1 0,000 Berbeda signifikan
Formula 2 0,000 Berbeda signifikan
Formula 3 0,000 Berbeda signifikan

Pada uji parametrik one way anova di dapatkan hasil
nilai signifikansi- 0,000 hal ini menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan dari beberapa kelompok yang
ditunjukan dengan hasil signifikansi p<0,005 maka analisis
statistik dilanjutkan dengan uji Post Hoc (L.SD).

Tabel 4. 15 Hasil Uji Post Hoc Ketebalan Epidermis

K K Formula Formula Formula
Kelompok : I
Normal Negatif Positif 1 2 3

K Normal - 0,001* ~ 0,000* 0,046*  0,000* 0,000*
K Negatif  0,001* - 0,000*  0,000* 0,000* 0,000*
K Positif 0,000*  0,000* - 0,039* 0,408 0,472
Formulal  0,046* 0,000 0,000* - 0,039* 0,008*
Formula2  0,000* 0,000 0,408  0,007* - 0,913
Formula3 0,000  0,000* 0,472  0,008* 0,913 -

Keterangan :

P<0,05 = adanya perbedaan yang signifikan

P>0,05 = tidak adanya perbedaan yang signifikan

() = tidak ada perlakuan perbandingan antar kelompok

pada konsentrasi yang sama
terdapat perbedaan signifikan, nilai p<0,05

*

4.2 Pembahasan

4.2.1 Hasil Determinasi Tanaman
Determinasi dari suatu tumbuhan bertujuan untuk memastikan

kebenaran identitas tumbuhan yang akan diteliti, sehingga dapat
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menghindari kesalahan dalam penggunaan tanaman pada penelitian.
Sampel tanaman yang digunakan dalam penelitian diambil dari
daerah Kecamatan Dukun, Kabupaten Magelang, Jawa Tengah.
Proses determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Biologi
Universitas Negeri Semarang. Berdasarkan hasil determinasi
diperoleh kebenaran bahwa tumbuhan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah spesies Citrus hystrix DC.

Hasil Uji DPPH Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut

Analisis aktivitas antioksidan minyak atsiri kulit jeruk purut
dilakukan  dengan metode DPPH bertujuan untuk mengetahui
aktivitas penangkalan radikal bebas pada minyak atsiri kulit jeruk
purut. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan pada panjang
gelombang serapan maksimal, yaitu panjang gelombang yang
menunjukkan nilai absorbansi maksimal. Uji aktivitas antioksidan
dilakukan dengan spekirofotometer UV-Vis dan dibaca pada panjang
gelombang maksimal sehingga dapat menunjukkan nilai absorbansi
yang maksimal, hasil penelitian didapatkan panajang gelombang
DPPH sebear 517 nm.

Sampel yang digunakan dalam pengujian aktivitas antioksidan
adalah minyak atsiri kulit jeruk purut. Sebelum sampel dibaca
dengan spektrofotometer UV-Vis dilakukan inkubasi selama 30
menit pada tempat gelap, hal ini karena selama jangka waktu

tersebut diperkirakan terjadi reaksi antara sampel dan DPPH yang
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ditandai dengan berubahnya warna ungu pekat ke ungu pucat hingga
kekuningan hal ini terjadi karena adanya pendonoran atom hidrogen
yang dilakukan sampel kepada cahaya yang bertujuan untuk
melindungi DPPH dari kerusakan karena mudah teroksidasi
(Saryanti dkk., 2019). Hasil pengujian akitivitas antioksidan minyak
atsiri kulit jeruk purut menunjukkan konsentrasi sampel dan
persentase inhibisi terdapat hubungan yang linier, yaitu semakin
besar konsentrasi sampel maka nilai persen inhibisi juga semakin
besar, sehingga absorbansi sampel yang dihasilkan semakin kecil.
Hal ini terjadi karena adanya kemampuan suatu sampel untuk
meredam radikal bebas. Hasil pengujian didapatkan nilai 1Cso
minyak atsiri-kulit jeruk purut sebesar 37,70 pug/mL. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan pada minyak atsiri kulit
jeruk purut tergolong antioksidan sangat kuat karena nilai 1Cs0<50
ppm (Saryanti dkk., 2019).
Formula Sediaan Krim Minyak Atsiri Kulit Jeruk Purut
Konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk purut dalam sediaan krim
yang digunakan adalah konsentrasi inhibisi 50% minyak atsiri
terhadap radikal bebas yaitu 37,70 pg/mL. Kemudian dilakukan
peningkatan konsentrasi minyak atsiri kulit jeruk purut sebesar
IxICso (0,011g), 20xICso (0,22g), dan 40xICso (0,44Q), dengan
adanya peningkatan konsentrasi minyak atsiri pada sediaan krim

diharapkan dapat mendonorkan senyawa terpenoid yang lebih tinggi
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pada sediaan krim. Menurut penelitian terdahulu peningkatan
konsentrasi zat aktif dapat meningkatkan kepadatan kolagen yang
ditandai dengan tidak munculnya kerutan pada epidermis, kulit
lembab dan elastisitas kulit tetap terjaga, sehingga dapat
meningkatkan aktivitas antioksidan endogen pada saat sediaan krim
diaplikasikan (Rachmanita dkk., 2019).

Hasil Uji Fisik Sediaan Krim

Uji organolopetik bertujuan untuk mengetahui sifat fisik
sediaan dengan mengamati secara visual meliputi tekstur, bau, dan
warna dari sediaan dengan persyaratan memiliki bau khas zat aktif
dan warna sesuai dengan zat aktif (Rabima & Marshall, 2017).
Berdasarkan hasil pengamatan pada ketiga formula didapatkan hasil
bahwa memiliki bau yang sama berupa khas jeruk, memiliki warna
yang sama Yyaitu berwarna putih, dan memiliki tekstur yang sama
yaitu bertekstur kental.

Uji homogenitas bertujuan untuk melihat komposisi bahan
tercampur dengan baik atau tidak. Berdasarkan hasil pengamatan
pada uji homogenitas pada ketiga formula menunjukkan hasil yang
homogen pada masing-masing formula, hal ini ditandai dengan tidak
adanya partikel kasar pada object glass pada saat pengujian

Pengujian pH dilakukan untuk mengatahui krim yang
dihasilkan bersifat asam atau basa yang dilihat dari nilai pH yang

diperoleh. Dalam sediaan topikal, pH berkaitan dengan rasa ketika
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dioleskan apabila nilai pH terlalu asam atau basa akan menimbulkan
iritasi pada kulit sehingga perlu kesesuaian sediaan krim dengan pH
kulit. Pada hasil pengujian pH sediaan krim minyak atsiri kulit jeruk
purut pada ketiga formula memasuki nilai rentang pH yang aman
yaitu 5-8 (Saryanti dkk., 2019). Pada hasil pengujian pH nilai uji F1
lebih rendah yaitu 7,37 dibandingkan nilai uji F2 dan F3 yang lebih
tinggi yaitu 7,41 dan 7,56 hal ini terjadi karena pengaruh bahan yang
memiliki sifat basa seperti TEA yang memiliki sifat basa kuat
dengan nilai pH 10,5 (Rahima & Marshall, 2017).

Pengujian daya sebar krim bertujuan untuk melihat
kemampuan krim saat diaplikasika pada kulit, apabila daya sebar
krim semakin-besar maka zat aktifnya menyebar secara merata dan
lebih efektif dalam menghasilkan efek terapinya. Hasil uji daya sebar
sediaan krim minyak atsiri kulit jeruk purut pada ketiga formula
memasuki nilai rentang daya sebar yaitu 5-7 cm (Forestryana dkk.,
2020). Pada hasil daya sebar nilai F1 memiliki nilai uji lebih tinggi
yaitu 6,3cm sedangkan F2 dan F3 memiliki nilai uji yang sama yaitu
6 cm.

Uji viskositas dilakukan dengan viskometer stromer NDJ-5S
dengan spindel no. 4 pada kecepatan 12 rpm. Uji viskositas
bertujuan untuk melihat kekentalan dari sediaan krim, sehingga
mudah untuk diaplikasikan pada kulit (Saryanti dkk., 2019).

Persyaratan untuk nilai viskositas krim adalah 4.000-40.000 cps
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(Forestryana dkk., 2020). Hasil pengukuran viskositas dari ketiga
sediaan memasuki persyaratan yang ditentukan. Pada pengujian
viskositas nilai F1 memiliki nilai uji paling rendah yaitu 30783 cps
dan F3 memiliki nilai uji paling tinggi yaitu 32248 cps.

Hasil Analisis Kepadatan Kolagen Pada Kelinci Oryctolagus
cuniculus

Hasil pengamatan preparat kepadatan kolagen menggunakan
software image J dengan metode fraksi area dengan menggunakan 5
lapang pandang dengan perbesaran 400x dan dari hasil analisis hasil
diatas bahwa uji normalitas dan homogenitas  ditunjukkan nilai
signifikansi pada uji shapiro wilk setiap kelompok memiliki nilai
p>0,05 maka uji analisis statistik dilanjutkan dengan uji parametrik
anova dengan tingkat kepercayaan p<0,05. Pada uji parametrik
annova didapatkan hasil signifikansi 0.000 hal ini dapat dinyatakan
bahwa nilai signifikansi (p<0,05) dan terdapat perbedaan bermakna
dari beberapa kelompok. Analisis statistik dilanjutkan menggunakan
uji LSD.

Pada uji perbedaan post-hoc LSD, kelompok kontrol negatif
menunjukkan persentase kepadatan kolagen yang paling rendah
dibandingkan dengan kelompok lainnya. Pada kelompok kontrol
negatif dengan kelompok F1, kelompok F2, kelompok F3, kelompok
kontrol positif, dan kelompok kontrol normal terdapat perbedaan

bermakna (p<0,05). Hasil skoring kepadatan kolagen pada kelompok
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kontrol negatif menunjukkan skor +1 dan rata-rata kepadatan
kolagen sebesar 28,215%, yang lebih rendah dibandingkan dengan
kelompok F1, F2, F3, dan kontrol normal. Hal ini dikarenakan pada
kelompok kontrol negatif tidak diberi perlakuan krim hanya diberi
paparan sinar uv secara langsung, sehingga pembentukan kolagen
pada kelompok kontrol negatif paling rendah dibandingkan
kelompok lainnya.

Pada kelompok kontrol normal dengan kelompok kontrol
negatif, kelompok F1, kelompok F2, kelompok F3 terdapat
perbedaan kepadatan kolagen yang bermakna (p<0,05). Hasil
skoring kepadatan kolagen pada kelompok kontrol positif lebih
tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif yaitu dengan skor +2
dan rata-rata kepadatan kolagen sebesar 36,612%. Karena pada
perlakuan kontrol normal tidak diberi paparan sinar uv seperti halnya
kelompok lain, sehingga pembentukan kolagennya stabil
dibandingkan kelompok lainnya.

Pada kelompok kontrol positif dengan kelompok F1, kelompok
F2, kelompok F3, kelompok kontrol negatif, dan kelompok kontrol
normal terdapat perbedaan kepadatan kolagen yang bermakna
(p<0,05). Hasil skoring kepadatan kolagen ditunjukkan dengan skor
+3 dan rata-rata kepadatan kolagen sebesar 50,916 lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol lainnya, hal ini dikarenakan pada

kandungan krim kontrol positif memiliki kandungan citrus limon
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extract dan collagen, pada citrus limon memiliki mekanisme kerja
yang sama dengan kulit jeruk purut yaitu sebagai antioksidan serta
dapat meningkatan kepadatan serat kolagen yang dibantu oleh
collagen yang memiliki peran penting dalam penyusunan jaringan
kulit (Setyowati & Setyani, 2015). Sehingga hasil skoring kelompok
kontrol positif lebih tingggi dibandingkan kelompok lainnya.

Hasil rata-rata kepadatan kolagen pada kelompok F1,
kelompok F2, dan kelompok F3 mendapatkan hasil yang signifikan
dengan rata-rata kepadatan kolagen secara berurutan yaitu 42,071%,
44,313%,dan 45,580% lebih besar dibandingkan kelompok kontrol
normal dan kontrol negatif. Pada hasil skor kepadatan kolagen pada
kelompok F1, F2, dan F3 menunjukkan skor +2 dengan interpretasi
ketiga kelompok formula tersebut memiliki kepadatan serabut
kolagen yang sedang yang ditunjukkan dengan 10-50% per lapang
pandang (Nanda dkk., 2017). Perbedaan hasil yang signifikan antara
F1, F2, dan F3 dipegaruhi adanya peningkatan konsentrasi minyak
atsiri pada sediaan krim yaitu pada kelompok F1 dengan konsentrasi
IxICso (0,01131gram), pada kelompok F2 dengan konsentrasi
20x1Cso (0,2262 gram), dan pada kelompok F3 dengan konsentrasi
40xICsp (0,4524 gram) sehingga semakin besar konsentrasi minyak
atsiri kulit jeruk purut dalam formulasi sediaan krim maka semakin

terjadi peningkatan kepadatan serabut kolagen yang bermakna antara
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F1, F2, dan F3. Pada minyak atsiri kulit jeruk purut terdapat
kandungan senyawa terpenoid yang memiliki aktivitas antioksidan.

Hasil korelasi atau hubungan antara kepadatan kolagen pada
kelompok F1, kelompok F2, kelompok F3 dengan konsentrasi
minyak atsiri pada formula krim yang dilakukan secara statistik
dengan metode korelasi Pearson. Diperoleh nilai signifikansi (sig (2-
tailed)) sebesar 0,001, terdapat korelasi yang signifikan antara dua
variabel yang diuji (p>0,05). Diperoleh nilai korelasi 0,825,
berdasarkan hasil tersebut terdapat hubungan korelasi yang sangat
kuat (Budiwanto, 2017), hal ini dikarenakan pada formula krim
minyak atsiri kulit jeruk purut memiliki kandungan senyawa yang
paling tinggi yaitu terpenoid yang- berpotensi sebagai antioksidan,
dimana kandungan yang terdapat dalam kulit jeruk purut dapat
memperbaik sel-sel yang rusak. Berdasarkan (Maulida dkk., 2016)
Terpenoid berperan —penting dalam meningkatkan kecepatan
reepitelisasi pada jaringan. Peningkatan tersebut memacu poliferasi
dan migrasi sel-sel endotel sehingga membentuk pembuluh darah
baru (Maulida dkk., 2016).
Hasil Analisis Ketebalan Epidermis Pada Kelinci Oryctolagus
cuniculus

Keriput atau kerutan merupakan manifestasi klinis dari
penuaan dini (skin aging) yang dipengaruhi oleh faktor intrinsik

(hormon, genetik, dan metabolisme seluler) dan faktor ekstrinsik
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(radikal bebas, paparan sinar matahari, polusi) yang merupakan
kombinasi faktor yang menyebabkan akumulasi perubahan struktur
dan fungsi kulit. Sel keriput dapat disebebakan oleh penipisan
lapisan epidermis (Setyowati & Setyani, 2015).

Dari analisis hasil statistik diatas bahwa uji normalitas dan
homogenitas menunjukkan bahwa sebaran data pada setiap kontrol
normal dan homogen, ditujukkan oleh nilai signifikasi pada uji
shapiro wilk setiap kelompok p>0,05 maka uji analisis statistik
dilanjutkakn dengan uji parametrik anova dengan tingkat
kepercayaan p<0,05. Pada uji parametrik anova didapatkan hasil
nilai signifikansi 0.000 hal ini dapat dinyatakan bahwa nilai
signifikansi (p<0,05) dan terdapat perbedaan bermakna dari
beberapa kelompok. Analisis  statistik  dilanjutkan  dengan
menggunakan uji LSD.

Pada kelompok kontrol negatif terdapat perbedaan bermakna
(p<0,05) dengan kelompok kontrol normal, kelompok kontrol
positif, kelompok F1, kelompok F2, dan kelompok F3. Kelompok
kontrol negatif memiliki nilai rata-rata ketebalan epiderms yaitu
28,64um. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pada kelompok kontrol
negatif memiliki hasil yang paling rendah dibandingkan kelompok
lainnnya, hal ini terjadi karena pada saat perlakuan kelompok kontrol
negatif tidak diberi perlakuan krim dan hanya diberi paparan sinar

uv, sehingga kulit menjadi keriput yang disebabkan oleh paparan
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sinar uv dan terjadi penipisan lapisan epidermis yang ditandai
dengan berkurangnya kolagen dan jaringan elastin (Setyowati &
Setyani, 2015).

Pada kelompok kontrol normal terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0,05) dengan kelompok kontrol negatif, kelompok
kontrol positif, kelompok F1, kelompok F2, dan kelompok F3.
Kelompok kontrol normal memiliki rata-rata ketebalan epidermis
sebesar 44,97um, karena pada perlakuan kontrol normal tidak diberi
paparan sinar uv seperti halnya kelompok lain, sehingga
pembentukan epidermis lebih stabil dibandingkan kelompok lainnya.

Pada kelompok kontrol positif dengan kelompok kontrol
normal, kelompok kontrol negatif, dan kelompok F1 terdapat
perbedaan ketebalan epidermis yang bermakna (p<0,05). Pada
kelompok kontrol positif memiliki hasil rata rata ketebalan epidermis
yaitu 63,33um, kontrol positif memiliki nilai rata-rata ketebalan
epidermis paling tinggi dibandingkan kelompok perlakuan lainnya.

Hasil rata-rata ketebalan epidermis pada kelompok F1,
kelompok F2, dan kelompok F3 mendapatkan hasil yang signifikan
dengan rata-rata ketebalan epidermis secara berurutan vyaitu
53,99um, 66,89um, 66,42um lebih besar dibandingkan kontrol
negatif dan kontrol normal, hal tersebut menunjukkan kelompok
formula 1, formula 2, dan formula 3 mampu mempertahankan

fungsi kulit seperti semula setelah di beri perlakuan selama 10 hari.
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Karena pada formula krim minyak atsiri kulit jeruk purut memiliki
kandungan senyawa yang paling tinggi yaitu senyawa terpenoid
yang berpotensi sebagai antioksidan. Munculnya keriput pada kulit
wajah dikarenakan produksi kolagen pada kulit berkurang karena
paparan sinar uv sehingga kulit menjadi keriput dan elastisitas kulit
menjadi  berkurang. Senyawa terpenoid memiliki aktivitas
antioksidan dalam pencegahan radikal bebas dengan memperlambat
pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS), dengan menghambat
kerja enzim xantin oksidase dan Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate (NADPH) oksidase, sehingga proses penuaan dini pada
kulit tidak terjadi dengan cepat (Ferdinan & Prasetya, 2018; Jafar
dkk., 2020).

Hasil korelasi atau hubungan antara kepadatan kolagen pada
kelompok F1, kelompok F2, kelompok F3 dengan konsentrasi
minyak atsiri pada formula krim yang dilakukan secara statistik
dengan metode Korelasi Pearson. Diperoleh nilai signifikansi (sig (2-
tailed)) sebesar 0,023, terdapat korelasi yang signifikan antara dua
variabel yang diuji (p>0,05). Diperoleh nilai korelasi 0,648,
berdasarkan hasil tersebut terdapat hubungan korelasi yang sedang
antara konsentrasi minyak atsiri dalam formula sediaan krim dengan

ketebalan epidermis (Budiwanto, 2017).
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4.2.7 Keterbatasan Penelitian

Ketebatasan dari penelitian ini adalah belum dilakukannya
replikasi pada pembuatan sediaan krim untuk memastikan bahwa
hasil yang dimunculkan memiliki pola yang konsisten, kurang
optimalnya proses pewarnaan kolagen dan epidermis pada preparat
kulit kelinci sehingga pada sebagian preparat kurang jelas dalam
pembacaan kepadatan kolagen hal ini berkaitan dengan keterampilan
pada preparasi sampel, perlu dilakukannya uji praklinik meliputi uji
iritasi dan uji toksisistas sediaan krim minyak atsiri kulit jeruk purut,

serta perlu dilakukannya uji lanjutan seperti uji klinik pada manusia.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

5.1.1 Minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystix DC) memiliki aktivitas

5.1.2

5.1.3

5.14

antioksidan dengan metode DPPH sebesar 37,77 pg/mL.

Krim minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) terbukti
memiliki pengaruh dalam meningkatkan kepadatan kolagen pada
hewan uji kelinci Oryctolagus cuniculus yang terpapar sinar UVB.
Pada kelompok perlakuan dengan pemberian krim minyak atsiri kulit
jeruk purut 1xICsp (F1), 20xICso (F2), 40xICso (F3) dengan
persentase kepadatan kolagen masing-masing sebesar 42,071%,
44,313%, 45,80% dan skor kepadatan kolagen +2

Krim minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) terbukti
memiliki pengaruh dalam meningkatkan ketebalan epidermis pada
hewan uji kelinci Oryctolagus cuniculus yang terpapar sinar UVB.
Pada kelompok perlakuan dengan pemberian krim minyak atsiri kulit
jeruk purut 1xICso (F1), 20xICso (F2), 40xICso (F3) dengan
persentase ketebalan epidermis masing-masing sebesar 53,99%,
66,89%, 66,42%.

Krim minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystrix DC) dengan
konsentrasi 40xIC50 (F3) menunjukkan adanya perbedaan rerata

persentase kepadatan kolagen dan ketebalan epidermis yang
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signifikan terhadap kelompok kontrol normal dan kelompok kontrol

negatif.

5.2 Saran

5.2.1 Perlu dilakukan replikasi pembuatan sediaan krim minyak atsiri
kulit jeruk purut.

5.2.2 Perlu peningkatan ketrampilan dalam proses pengambilan sampel
kulit kelinci dan proses pewarnaan pada preparat agar pembacaan
preparat lebih optimal.

5.2.3 Perlu dilakukan uji praklinik meliputi uji iritasi dan uji toksisitas
sediaan krim minyak atsiri kulit jeruk purut (Citrus hystix DC).

5.2.4  Perlu dilakukan uji klinik pada manusia.
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