BAB I1I
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan mulai dari bulan November 2022 sampai Februari
2023. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi Farmasi, Laboratorium
Teknologi Farmasi, Laboratorium Farmakologi Farmasi, Laboratorium Instrumen
Jurusan Farmasi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam dan
Laboratorium Dasar Bersama Universitas Sriwijaya.
3.2 Alatdan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, spin bar
(Scienceware®), magnetic stirrer (IKA ®C-MAG HS 4), timbangan analitik
(Ohaus®), oven (Autonic®TC4S), double tip, aluminium foil, stopwatch,
penggaris, cutter, gunting, vacum rotary evaporator (IKA® HB 10), desikator,
blender (Philips®), erlenmeyer (Pyrex®), pipet mikro (Dragonlab®), gelas ukur
(Pyrex®), labu ukur (Pyrex®), alat suntik (OneMad®), pletismometer (Promedik®),
dan kandang tikus.
3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah daun cempedak (Artocarpus integer
(Thunb.) Merr.), hidroksipropil metilselulosa (HPMC), polivinil pirolidon (PVP)
(Bratachem®), propilen glikol (Bratachem®), etanol 96% (Brataco®), aquadest,
natrium diklofenak, Na CMC, karagenan (SIGMA®), kertas saring (Whatman®)

dan tikus putih jantan galur wistar bobot 180-250 g.
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3.3 Hewan Uji

Penelitian ini dilakukan kode etik hewan uji di Universitas Ahmad Dahlan
dengan nomor persetujuan etik 022301009. Penelitian ini menggunakan tikus
putih jantan galur Wistar sebagai hewan uji dengan bobot 180-250 g. Hewan uji
diadaptasikan selama satu minggu pada suhu kamar, diberi makan dan minum
secukupnya. Sebelum perlakuan tikus dipuasakan selama 18 jam dan hanya diberi
minum.
3.4 Metode Penelitian
3.4.1 Penyiapan Sampel

Sampel daun cempedak segar diambil dari Desa Talang Tinggi Kecamatan
Pagaralam Utara Kota Pagaralam Provinsi Sumatera Selatan. Daun cempedak
yang telah diambil kemudian disortasi untuk memisahkan kotoran yang ada pada
daun ditimbang 3 kg dan disortasi untuk memisahkan kotoran yang ada pada
daun. Selanjutnya daun dikeringkan menggunakan oven. Simplisia daun
cempedak ditimbang berat keringnya kemudian dihaluskan dengan menggunakan
blender.
3.4.2 Ekstraksi Daun Cempedak

Daun cempedak diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol
96% 10 L untuk simplisia sebanyak 1 kg. Simplisia sebanyak 1 kg dimasukkan ke
dalam wadah yang tertutup kedap, kemudian direndam menggunakan etanol 96%
dalam kurun waktu 3 hari sambil dilakukan pengadukan. Kemudian dilakukan
penyaringan menggunakan kertas saring. Ampas hasil saringan dimaserasi hingga

2 kali pengulangan menggunakan etanol 96% sebanyak 5 L. Maserat yang
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diperoleh dimasukan ke dalam vacum rotary evaporator pada suhu 50°C hingga
diperoleh ekstrak kental. Hasil ditimbang dan dilakukan perhitungan persen

rendemen dengan persamaan 1 (Suryani et al., 2016).

Berat Ekstrak

Rendemen = ————
Berat Simplisia

3.4.3 Karakterisasi Ekstrak Daun Cempedak
3.4.3.1 Penetapan Kadar Air

Metode gravimetri digunakan untuk penetapan kadar air. Ekstrak daun
cempedak sebanyak 1 g dikeringkan selama 5 jam pada suhu 105°C kemudian
ditimbang. Pengeringan dilanjutkan kembali dan ditimbang setelah 1 jam.
Penimbangan dilakukan sampai diperoleh selisih antara 3 penimbangan berturut-

turut tidak lebih dari 0,25% (Depkes RI, 2000).

wi-w?2

Kadar Air =

Keterangan:
W1 : bobot ekstrak awal

W2 : bobot cawan + ekstrak setelah dikeringkan

3.4.3.2 Susut Pengeringan

Ditimbang 1 g ekstrak menggunakan cawan porselen yang telah ditimbang
dan dipanaskan selama 30 menit pada suhu 105°C. Cawan digoyangkan hingga
ektrak merata membentuk lapisan setebal 5-10 mm. Ekstrak dikeringkan pada
suhu 105°C hingga diperoleh bobot tetap kemudian dibuka tutupnya. Pengeringan
dilakukan kembali kemudian dilakukan penimbangan setelah 1 jam sampai selisih
antara 3 penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25%. (Depkes RI, 2000).

Susut Pengeringan = Wlm;fvz X L00%0.0ueeevieie e (3)

Keterangan:

W1 : bobot ekstrak awal
W?2 : bobot cawan + ekstrak setelah dikeringkan
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3.4.4 Formula Sediaan Transdermal Patch

Tabel 5. Formula transdermal patch ekstrak daun cempedak

Komposisi Fungsi Formula (mg)

Fl Fil Flll
Ektrak etanol daun  Zat Aktif 40 40 40
cempedak
HPMC Polimer 100 200 400
Polivinil pirolidon  Polimer 200 200 200
Propilen glikol Plasticizer 30% 30% 30%

Enhancer

Aquadest Pelarut 15 ml 15 ml 15 ml
Etanol 96% Pelarut Ad 50 ml Ad 50 ml Ad 50 ml

Formula transdermal patch variasi HPMC untuk melihat pengaruh HPMC
terhadap sifat fisik tansdermal patch meliputi elongasi, bobot, ketebalan dan
kelembapan patch. Pemilihan HPMC sebagai polimer pada sediaan transdermal
patch ekstrak etanol daun cempedak karena HPMC memiliki sifat pengembangan
yang baik sehingga dapat mempercepat pelepasan obat dari matriks menuju
jaringan target (Ismiyati et al., 2019).

3.4.5 Prosedur Pembuatan

Sediaan transdermal patch dibuat dengan metode solvent casting. Polivinil
pirolidon dilarutkan dalam etanol 96% yang telah dipanaskan kemudian diaduk
menggunakan magnetic stirrer kecepatan 400 rpm hingga larut (larutan 1). HPMC
ditaburkan kedalam campuran aquadest dingin dan etanol 96% kemudian diaduk
dengan magnetic stirrer kecepatan 400 rpm hingga mengembang (larutan II).
Ekstrak etanol daun cempedak dilarytkan dalam etanol 96% kemudian ditambah
propilen glikol dan diaduk menggunakan magnetic stirrer kecepatan 400 rpm

hingga larut (larutan 111).
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Larutan | dicampurkan kedalam larutan Il dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer, dilanjutkan dengan mencampur larutan 1l dihomogenkan
kembali dan ditambahkan etanol 96% hingga tanda batas 50 ml. Larutan yang
diperoleh didiamkan hingga gelembung menghilang kemudian dituang kedalam
cawan petri dan dikeringkan menggunakan oven suhu 42°C selama 24 jam. Film
yang telah kering dikeluarkan dari cawan petri kemudian dipotong menjadi
ukuran 2 cm x 2 cm, dilanjutkan untuk pengujian.

3.5 Evaluasi Sediaan
3.5.1 Organoleptik

Pengamatan organoleptik dilakukan secara fisik tanpa menggunakan alat
bantu khusus. Organoleptik yang diamati meliputi warna, bentuk, bau serta
kondisi permukaan (Ismiyati et al., 2019).
3.5.2 Uji Daya Tahan Lipat (Folding Endurance)

Uji ketahanan patch terhadap pelipatan dilakukan dengan melipat patch
berkali-kali pada posisi yang sama sampai sediaan patch tersebut patah. Jumlah
hasil pelipatan menunjukkan nilai ketahanan pelipatan patch (Ismiyati et al.,
2019).

3.5.3 Uji Elongasi

Uji elongasi dilakukan menggunakan alat Clipping test pada 3 sampel
sediaan untuk mengetahui seberapa besar kekuatan tarik dan elongasi dari sediaan
transdermal patch yang telah diperoleh. Pengujian elongasi dilakukan dengan

membandingkan antara pertambahan panjang yang dihasilkan oleh patch dengan
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panjang patch sebelum dilakukan pengujian. Elongasi dapat dihitung dengan

rumus persamaan 4.
=2 X 10090 oo (4)
LO

Keterangan:

e :elongasi (%)

AL : (L— Lo) pertambahan panjang (mm)
Lo : panjang mula-mula (mm)

3.5.4 Keseragaman Bobot dan Ketebalan Patch

Keseragaman bobot dilakukan dengan menimbang tiga buah transdermal
patch menggunakan timbangan analitik. Keseragaman ketebalan patch dilakukan
dengan mengukur tiga buah transdermal patch menggunakan jangka sorong.
Hasil penimbangan bobot dan pengukuran ketebalan patch dirata-ratakan
kemudian dihitung strandar deviasinya (Purnamasari et al., 2019).
3.5.5 Uji Kelembapan

Patch ditimbang bobot awal dan disimpan dalam desikator yang
mengandung silika gel pada suhu ruangan selama 24 jam. Kemudian patch
ditimbang bobot akhir (Shabbit et al.,2017). Perhitungan uji kelembapan seperti

pada persamaan 5.

berat awal—berat akhir

Kandungan Lembap = X100%....ccoevniiiiiiii (5)

berat awal

Keterangan:
Berat awal: berat patch sebelum dimasukkan kedalam desikator

Berat akhir: berat patch setelah dimasukkan kedalam desikator
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3.5.6 Uji pH

Uji pH dilakukan dengan melarutkan patch dalam 5 mL aquadest kemudian
diuji menggunakan pH meter. Kriteria rentang pH yang dapat diterima agar tidak
terjadi iritasi pada kulit yaitu rentang 4-8. (Ermawati dan Heni, 2019).
3.6 Evaluasi Sediaan Terbaik
3.6.1 Keseragaman Kadar

Uji keseragaman kadar flavonoid menggunakan film dengan ukuran 2 x 2
cm diletakkan di dalam wadah yang telah berisi buffer fosfat ph 7,4 (100 ml).
Sampel diaduk menggunakan incubator shaker. Preparasi yang sama dilakukan
pada patch tanpa ekstrak untuk digunakan sebagai blanko. Sampel kemudian
diukur pada panjang gelombang yang telah ditentukan. Keseragaman kadar
flavonoid ditentukan dengan memperkirakan kadar flavonoid yang terkandung
dalam sediaan patch. Syarat yang ditetapkan adalah 85-110% pada panjang yang
telah ditentukan. Sampel dimasukkan kedalam kuvet kuarsa kemudian dianalisis
dengan spektrofotometer UV-Vis. Persamaan regresi dan koefisien regresi
dihitung menggunakan persamaan y = mx + c¢ (y = konsentrasi pg/mL, X =
absorban, m dan ¢ = konstan) (Galgatte et al., 2013; Ganesh and Moreshwar,
2014; Sharma et al., 2012).
3.6.2 Stabilitas Sediaan

Uji stabilitas fisik dilakukan dengan menggunakan metode cycling test yang
dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya perubahan pada sediaan selama
masa penyimpanan pada suhu dingin 4°C selama 24 jam pertama dan suhu panas

40°C selama 24 jam. Pengujian dilakukan sebanyak 6 siklus. Pengamatan
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stabilitas fisik meliputi organoleptis, keseragaman kadar elastisitas, dan
pengembangan.
3.7 Uji Antiinflamasi
3.7.1 Rancangan Hewan Uji

Rancangan hewan uji dan perlakuan antiinflamasi transdermal patch ektrak
daun cempedak dibagi menjadi 4 kelompok seperti yang tertera pada Tabel 6.

Tabel 6. Rancangan hewan uji antiinflamasi

No. Kelompok Perlakuan

1.  Kontrol Negatif Karagenan 1% + Na CMC

2. Kontrol Positif Karagenan 1% + Suspensi Na Diklofenak
3. Kelompok Perlakuan | Karagenan 1% + Suspensi oral EEDC

4, Kelompok Perlakuan 11 Karagenan 1% + patch-EEDC

Berdasarkan hasil perhitungan jumlah tikus yang dibutuhkan sebanyak 20
ekor tikus putih jantan, 5 ekor tikus untuk setiap kelompok/perlakuan (dapat
dilihat pada Lampiran 11). Hewan uji dipilih secara acak dan dibagi menjadi 4
kelompok perlakuan.

3.7.2 Preparasi Bahan Uji
3.7.2.1 Preparasi Suspensi Na CMC 1% b/v
Na CMC sebanyak 100 mg ditimbang, kemudian dilarutkan dalam

aquadest panas hingga 100 mL sambil digerus homogen.

3.7.2.2 Preparasi Suspensi Ekstrak Etanol Daun Cempedak

Sediaan dengan dosis 200 mg/KgBB dibuat sebagai larutan sebanyak 50
mL. Ekstrak etanol daun cempedak sebanyak 100 mg ditimbang, kemudian
dilarutkan dalaam Na CMC 1% sambil digerus homogen kemudian ditambahkan

aquadest hingga 50 mL. Perhitungan tertera pada Lampiran 12.
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3.7.2.3 Preparasi Suspensi Natrium Diklofenak

Dosis Na Diklofenak sebagai antiinflamasi pada manusia adalah 25-50
mg/KgBB. Pembuatan suspensi dilakukan dengan cara menimbang 250 mg Na
Diklofenak kemudian dicampurkan dengan Na CMC 1% digerus hingga homogen
dan ditambahkan aquadest hingga 50 ml. Perhitungan preparasi suspensi Na

Diklofenak tertera pada Lampiran 13.

3.7.2.4 Preparasi Larutan Karagenan 1% b/v

Karagenan sebanyak 100 mg ditimbang kemudian dilarutkan
menggunakan akuades hingga 10 mL.

3.7.3 Uji Aktivitas Antiinflamasi

Pengujian aktivitas antiinflamasi diawali dengan washing drug hewan uji
dan ditimbang kemudian dikelompokkan secara acak menjadi empat kelompok
(kontrol negatif, kontrol positif, kelompok perlakuan suspensi oral dan patch-
EEDC). Punggung tikus yang akan di uji menggunakan sediaan patch di cukur
terlebih dahulu dengan ukuran 4 cm x 7 cm untuk memudahkan dalam
meletakkan patch. Pada bagian kaki kiri tikus diberi tanda batas dengan
menggunakan spidol, tanda batas ini bertujuan agar saat memasukkan kaki tikus
ke dalam air raksa setiap kali selalu sama.

Masing-masing kelompok tikus diberi sediaan uji sesuai perlakuan.
Kelompok kontrol negatif diberikan Na CMC secara oral, kelompok kontrol
positif diberi suspensi natrium diklofenak secara oral, kelompok perlakuan |
diberikan ekstrak etanol daun cempedak secara oral, kelompok perlakuan II

diberikan transdermal patch ekstrak daun cempedak. Satu jam setelah diberikan
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sediaan, telapak kaki kanan belakang semua tikus diinduksikan karagenan 1% b/v
sebanyak 0,1 mL secara subplantar. Kemudian dilakukan pengukuran volume
udem kaki tikus menggunakan alat plastimometer pada jam ke-1, 2, 3, 4, 5 dan 6
setelah diinduksi dengan larutan karagenan. Dihitung persentase radang dan
persentase penghambatan radang sesuai dengan persamaan 6 dan 7 (Hartesi et al.,

2021).

Vt-Vo

Persentase Radang =

Keterangan:
Vt = Volume setelah diinjeksi karagenan.
Vo = Volume sebelum diinjeksi karagenan

Persentase Inhibisi Radang = 222

Keterangan:
Vt = Persen rata-rata kelompok kontrol.
Vo = Persen rata-rata kelompok perlakuan.

3.8 Analisis Data

Analisa data persen radang dan persen inhibisi radang dilakukan dengan
menggunakan one way ANOVA yang memiliki variabel dependen berupa nilai
yang dapat dipengaruhi oleh data dan variabel independennya berupa kelompok
perlakuan (kontrol positif, kontrol negatif, kelompok perlakuan). Syarat uji one
way ANOVA vyaitu harus homogen dan normal. Hasil uji normalitas dan
homogenitas adalah P>0.05 maka data dapat dikatakan normal dan homogen.
Kemudian dilanjutkan uji one way ANOVA dengan taraf nilai signifikan 95%.
Analisis data dapat dilanjutkan dengan uji Duncan, bertujuan untuk mengetahui
kelompok yang paling baik dalam memberikan aktivitas antiinflamasi. Hasil

analisis data disajikan dalam bentuk Dummy Table (Rikomah dan Marlena, 2019).
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Tabel 7. Dummy table uji antiinflamasi

No  Kelompok % Radang %Inhibisi

Kontrol Negatif
Kontrol Positif
Kontrol Normal
Kelompok Pelakuan I
Kelompok Perlakuan 11
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