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BAB III
METODE PENELITIAN 

1.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan di laboratorium. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi pada sediaan foot spray ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh (Camellia sinensis (L.)) sedangkan variabel terikat dalam penelitian ini adalah evaluasi sediaan dan uji aktivitas antibakteri Stapylococus epidermidis. Rancangan penelitian ini meliputi pengumpulan dan pengolahan sampel, pembuatan ekstrak Kulit jeruk lemon dan daun teh hijau, skrining fitokimia, formulasi sediaan foot spray, evaluasi sediaan foot spray, dan pengujian aktivitas foot spray ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh (Camellia sinensis (L.)) terhadap bakteri Stapylococcus epidermidis.

1.2 Lokasi dan Jadwal Penelitian

1.2.1 Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara (UMN) Al-Washliyah Medan
1.2.2 Jadwal Penelitian 

Waktu penelitian dilakukan pada Januari-mei 2024.

1.3 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah: asam askorbat, gliserin, isopropyl alkohol, propilen glikol (PEG), carbopol 940, NaOH, tween 80, aquadest, etanol 96%, toluena, kloralhidrat, kloroform, asam sulfat (H₂SO₄) pekat, asam klorida (HCI) pekat, kalium iodida, iodium, bismuth nitrat, merkuri (II) klorida, a-naftol, asam nitrat, n-heksana, timbal (II) asetat, bakteri Staphylococcus epidermidis, natrium klorida (NaCl 0,9%), Nutriet Agar (NA), dan Muller Hilton Agar (MHA).

1.4 Peralatan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas laboratorium, arloji, thermometer, corong, inkubator (Fisher Scientific), autoklaf (Fisons), neraca analitik (Vibra Ht), pH meter, hot plate, rotary evaporator, rak tabung, pipet tetes, kertas saring, kertas perkamen, lampu bunsen, pinset, jarumose, spatula, cawan petri, botol spray, oven, dan lemari pendingin

1.5 Prosedur Penelitian dan Pengumpulan Data

1.5.1 Identifikasi Sampel

Tumbuhan yang digunakan pada penelitian ini diidentifikasi di laboratorium Herbarium Medanese (MEDA) Universitas Sumatera Utara

1.5.2 Pengumpulan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) diambil secara purposive sampling. Sampel diambil pada satu tempat atau daerah saja tidak membandingkannya dengan daerah lain.

1.5.3 Pengolahan Simplisia 

Kulit Jeruk Lemon (Citrus limon(L.)) dan Daun Teh Hijau (Camellia sinensis(L.)) yang masih segar dikumpulkan, disortasi basah untuk memisahkan bahan organik asing yang terbawa saat proses pemanenenan, dicuci bersih, ditiriskan, dan ditimbang berat basahnya 5 kg. Kemudian dikeringkan di dalam lemari pengering dengan suhu 40-45 °C hingga kering dan dilakukan sortasi kering yaitu membuang benda-benda asing yang tertinggal pada simplisia, kemudian ditimbang berat keringnya. Sampel yang telah disortasi kering dihaluskan dengan menggunakan blender dan disimpan di dalam wadah yang tertutup rapat.

1.6 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia

1.6.1 Makroskopik

Pemeriksaan makroskopik dilakukan terhadap kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) dengan cara memperhatikan warna, bentuk, dan ukuran.

1.6.2 Mikroskopik

Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap serbuk simplisia kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) dengan cara serbuk kulit jeruk lemon  dan daun teh hijau  diletakkan diatas object glass lalu ditetesi dengan larutan kloralhidrat dan ditutup dengan objek glass, selanjutnya diamati dibawah mikroskop.

1.6.3 Penetapan Kadar Air

Penetapan kadar air dilakukan dengan metode Azeotropi. Alat terdiri dari labu alas bulat 500 mL, alat penampung dan pendingin, tabung penyambung dan penerima 10 mL.

Cara kerja 

a. Penjenuhan toluene

Sebanyak 200 mL toluen dan 2 ml. aquades dimasukkan ke dalam labu alas bulat, dipasang alat penampung dan pendingin, kemudian didestilasi selama 2 jam. Destilasi dihentikan dan dibiarkan dingin selama 30 menit, kemudian volume air dalam tabung penerima dibaca dengan ketelitian 0,001 ml.

b. Penetapan kadar air simplisia

Sebanyak 5 g serbuk simplisia yang telah ditimbang seksama, dimasukkan ke dalam labu yang berisi toluen jenuh tersebut, lalu dipanaskan hati-hati selama 15 menit. Setelah toluen mendidih, kecepatan tetesan diatur 2 tetes untuk tiap detik sampai sebagian besar air terdestilasi, kemudian kecepatan destilasi dinaikkan sampai 4 tetes tiap detik. Setelah semua air terdestilasi, bagian dalam pendingin dibilas dengan toluene. Destilasi dilanjutkan selama 5 menit, kemudian tabung penerima dibiarkan mendingin pada suhu kamar. Setelah air dan toluen memisah sempurna, volume air dibaca dengan ketelitian 0,001 ml. Selisih kedua volume air yang dibaca sesuai dengan kandungan air yang terdapat dalam bahan yang diperiksa kadar air dihitung dalam persen (v/b)
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(Ditjen POM, 1995).

1.6.4 Penetapan kadar sari larut dalam air

5 g serbuk simplisia dimaserasi dengan 100 mL air-kloroforom P (2,5 ml. kloroforom dalam 1000 ml. aquadest) selama 24 jam menggunakan labu bersumbat sambil sekali-sekali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan 18 jam. Disaring, 20 ml. filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang berdasar rata kemudian sisa dipanaskan pada suhu 105 °C sampai bobot tetap. Kadar persen sari yang larut dalam air dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Ditjen POM, 1995).
1.6.5 Penetapan kadar sari larut dalam etanol

Sebanyak 5 g serbuk yang telah dikeringkan di udara, dimaserasi selama 24 jam dengan 100 ml. etanol (96%) dalam labu tersumbat sambil sesekali-kali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan selama 18 jam. Disaring, 20 ml. filtrate diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang berdasar rata kemudian sisa dipanaskan pada suhu 105 °C sampai bobot tetap. Kadar persen sari 5 g serbuk simplisia dimaserasi dengan 100 mL air-kloroforom P (2,5 ml. Kloroforom dalam 1000 ml. Aquadest) selama 24 jam menggunakan labu bersumbat sambil sekali-sekali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan 18 jam. Disaring, 20 ml. filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang berdasar rata kemudian sisa dipanaskan pada suhu 105 °C sampai bobot tetap. Kadar persen sari yang larut dalam air dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Ditjen POM, 1995).

1.6.6 Penetapan kadar abu total

Sebanyak 2 g sampai 5 g serbuk simplisia ditimbang seksama dimasukkan dalam krus porselin yang telah dipijar dan ditara, kemudian diratakan. Krus dipijar perlahan-lahan hingga arang habis, kemudian didinginkan dan ditimbang sampai diperoleh bobot tetap. Kadar abu total dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Ditjen POM, 1995).

1.6.7 Penetapan kadar abu tidak larut asam

Abu yang diperoleh pada penetapan kadar abu total, didinginkan dengan 25 ml asam klorida encer selama 5 menit, sebagian yang tidak larut dalam asam dikumpulkan, disaring melalui kertas saring dipijarkan sampai bobot tetap kemudiaan didinginkan dan ditimbang. Kadar abu tidak larut dalam asam dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan diudara (Ditjen POM, 1995).

1.7 Pembuatan ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.))

Pembuatan ekstrak menggunakan metode maserasi. Sebanyak 500 g serbuk simplisia di masukkan kedalam bejana, kemudian dituangkan dengan 75 bagian etanol 95% sebanyak 3750 mL dalam wadah tertutup rapat selama 5 hari terlindungi dari cahaya, sambil sering diaduk, lalu diperas dengan kain flanel sehingga didapat maserat I. Kemudian ampas yang diperoleh dimaserasi kembali dengan etanol 95% sebanyak ad 5000 mL lalu diaduk dan diperas kembali dengan menggunakan kain flanel, sehingga didapat maserat II. Lalu Maserat I dan II digabungkan dan di enatuangkan selama 2 hari setelah itu dipekatkan dengan cara diuapkan pada rotary evaporator dengan suhu tidak lebih dari 50°C hingga diperoleh ekstrak kental (Ditjen POM, 1979).

1.8 Pembuatan larutan pereaksi

1.8.1 Larutan Pereaksi Bouchardat 

Sebanyak 4 g kalium iodida dilarutkan dalam 20 ml. aquades, kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit 2 g iodium dan dicukupkan dengan air aquades hingga 100 mL (Ditjen POM, 1979).

1.8.2 Larutan Pereaksi Besi (III) Klorida 1%

Sebanyak 1 g besi (III) klorida dilarutkan dengan aquades hingga 100 mL (Ditjen POM, 1979).

1.8.3 Larutan Pereaksi Dragendrof

Sebanyak 8 g bismut (II) nitrat ditimbang, kemudian dilarutkan dalam 20 mL. asam nitrat pekat. Pada wadah lain ditimbang sebanyak 27,2 g kalium iodida lalu dilarutkan dalam 50 ml. air suling. Kemudian kedua larutan dicampurkan dan didiamkan sampai memisah sempurna. Larutan yang jernih diambil dan diencerkan dengan air suling hingga 100 mL (Ditjen POM, 1995).

1.8.4 Larutan Pereaksi Liberman-Burchard

Sebanyak 20 mL asam asetat anhidrat dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian dicampurkan dengan 1 bagian asam sulfat pekat. Larutan pereaksi ini harus dibuat baru (Harbone J.B, 1987).

1.8.5 Larutan Pereaksi Mayer

Sebanyak 1,569 g merkuri (II) klorida dilarutkan dalam 60 mL akuades. Pada wadah lain dilarutkan sebanyak 5 g kalium iodide dalam 10 ml akuades, kemudian kedua larutan ini dicampur lalu ditambahkan akuades sampai 100 mL (Ditjen POM, 1995).

1.8.6 Larutan Pereaksi Molisch 

Sebanyak 3 g α-naftol dilarutkan dalam asam nitrat 0,5 N hingga diperoleh 100 ml. (Ditjen POM, 1995).

1.8.7 Larutan Perekasi Kloralhidrat

Sebanyak 50 g kloral hidrat pekat dalam 20 ml. akuades (Ditjen POM, 1995).

1.9 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui golongan senyawa kimia yang terdapat dalam kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) Adapun golongan senyawa yang diperiksa meliputi pemeriksaan senyawa golongan alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, steroid/triterpenoid, dan glikosida.

1.9.1 Pemeriksaan alkaloid

Ditimbang sebanyak 0,5 g ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) ditimbang kemudian ditambahkan masing-masing 1 ml. asam klorida (HCI) 2 N dan 9 mL akuades, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan lalu disaring. Filtrat yang diperoleh dipakai untuk uji alkaloid. Kedalam 3 tabung reaksi dimasukkan 0,5 ml. filtrat. Pada masing-masing tabung reaksi:

a. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer.

b. Ditambahkan 2 tetes peraksi Bourchardat.

c. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendroff.

Alkaloida dianggap positif jika terjadi endapan atau paling sedikit dua atau tiga dari percobaan diatas (Depkes RI, 1989).

1.9.2 Pemeriksaan Flavonoid

Sebanyak 1 gram serbuk dan ekstrak dari kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) masing-masing dimasukkan kedalam erlemayer lalu tambahkan 10 mL. akuades panas, didihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas dengan menggunakan kertas saring. Sebanyak 5 mL. filtrat dimasukkan kedalam tabung reaksi lalu ditambahkan serbuk magnesium dan 1 mL. asam klorida (HCI) pekat dan 2 mL. amil alkohol, dikocok kuat dan dibiarkan memisah. Jika terjadi warna merah, kuning atu jingga pada lapisan amil alkohol menunjukkan adanya flavonoid (Ditjen POM, 1995).

1.9.3 Pemeriksaan Saponin

Sebanyak 0,5 gram serbuk dan ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) masing-masing dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 10 ml. akuades panas, didinginkan dan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 menit. Jika terbentuk busa setinggi 1-10 cm yang stabil tidak kurang dari 10 menit dan pada penambahan asam klorida (HCI) 2N buih tidak hilang, menunjukkan adanya saponin (Ditjen POM, 1995).

1.9.4 Pemeriksaan Tanin 

Timbang sebanyak 0,5 gram serbuk simplisia dan ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) ditambahkan 10 ml akuades, didihkan selama 3 menit lalu dinginkan dan disaring. Pada filtratnya ditambah 1-2 tetes larutan pereaksi besi (III) klorida 1%. Jika terjadi warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tannin (Ditjen POM, 1995).

1.9.5 Pemeriksaan steroid/triterpenoid

Ditimbang sebanyak 1 g serbuk simplisia dari ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) masing-masing ditambahkan 10 mL. aquadest. Dimaserasi dengan 20 mL n-heksana selama 2 jam, lalu disaring Filtrat sebanyak 5 mL kemudian diuapkan dalam cawan penguap sampai kering. lalu ditambahkan 20 tetes asam anhidrat dan 1 tetes asam sulfat (H₂SO₄) pekat (pereaksi Liebermann Burchard). Apabila terbentuk warna biru atau biru hijau menunjukkan adanya steroida dan timbul warna merah, merah muda atau ungu menunjukkan adanya triterpenoid (Ditjen POM, 1979).

1.9.6 Pemeriksaan Glikosida

Ditimbang sebanyak 3 gram serbuk simplisia dari ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) lalu disari dengan 30 mL campuran 7 bagian etanol 96% dan 3 bagian akuades. Selanjutnya ditambahkan asam sulfat pekat kemudian direfluks selama 10 menit, didinginkan lalu disaring. Diambil 20 mL. filtrat lalu ditambahkan 10 mL akuades dan 10 Ll. timbal (II) asetat 0,4 M kemudian dikocok, didiamkan selama 5 menit, lalu disaring. Filtrat disari dengan 20 mL. campuran isopropanol dan kloroform (3:2) dilakukan berulang sebanyak 3 kali. Selanjutnya diuji sebagai berikut:

1. Diambil sebanyak 1 mL lapisan atas (sari air) diuapkan diatas penangas air. Sisa penguapan ditambahkan 2 mL air dan 5 tetes pereaksi Molish. Ditambahkan asam sulfat pekat perlahan-lahan melalui dinding tabung, terbentuk cincin berwarna ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya komponen gula (glikon)

2. Diambil sebanyak 1 mL. lapisan bawah, diuapkan diatas penangas air dengan suhu tidak lebih dari 60 °C. Sisa penguapan dilarutkan dalam 2 mL. metanol. Selanjutnya ditambahkan 20 tetes asam asetat glasial dan 1 tetes asam sulfat pekat (pereaksi Liebermann-Bouchard), jika terjadi warna biru atau hijau (reaksi Liebermann-Bouchard) menunjukkan adanya komponen non-gula (aglikon) (Ditjen POM, 1995).

1.10  Pembuatan Foot Spray Ekstrak Kulit Jeruk Lemon (Citrus Limon (L.)) dan Daun Teh Hijau (Camellia sinensis (L.))

1.10.1 Formulasi Foot Spray

Formula footspray acuan yang dipilih pada pembuatan sediaan foot spray adalah formula dasar (Iswandana & Sihombing, 2017).

dapat dilihat Tabel 1 berikut
	Formula
	Komposisi (% b/v)

	Asam korbat
	0,2

	Gliserin
	0,2

	Isopropyl alcohol
	25

	Menthol
	1

	Propilen glikol
	5

	Karbopol 940
	0,06

	NaOH
	0,024

	Tween 80
	4,3

	Pewangi lemon
	1,5

	Aquadest
	ad 100


Tabel 1. Kompposisi Formulasi dasar Foot spray acuan

Berdasarkan formula acuan sediaan foot spray diatas diformulasikan sediaan foot spray dengan menambahkan ektrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) sebagai bahan aktif antibakteri dan penghilang bau kaki dalam berbagai konsentrasi yaitu 0.5%, 1%, 1.5%. Berdasarkan penelitian Maimunah, Raihana, dan Silalahi (2020) yang menyatakan bahwa konsentrasi 1.5% merupakan konsetrasi paling efektif dalam menghambat bakteri Staphylococcus aureus dengan zona hambat 8,3 mm.

	Bahan
	Konsentrasi (%b/v)
	
	
	

	
	Blanko
	Formula 1
	Formula 2
	Formula 3

	Esktrak Kuit Jeruk Lemon (Citrus limon (L.)) 
	-
	0,25
	0,5
	0,75

	Esktrak Daun Teh (Camellia sinensis (L.))
	-
	0,25
	0,5
	0,75

	Asam askorbat (g)
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Gliserin (mL) 
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Isopropil alkohol (mL)
	20
	20
	20
	20

	Propien glikol (mL)
	5
	5
	5
	5

	Karbopol 940 (g)
	0,06
	0,06
	0,06
	0,06

	NaOH (g)
	0,024
	0,024
	0,024
	0,024

	Tween 80 (mL)
	4,3
	4,3
	4,3
	4,3

	Akuades (mL)
	ad 100
	ad 100
	ad 100
	ad 100



Tabel 2. Formula modifikasi Foot Spray amtibakteri dengan berbagai konsentrasi ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.))
1.10.2 PembuatanFoot Spray Ekstrak Kulit Jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan Daun Teh Hijau (Camellia sinensis (L.))

Karbopol 940 dihomogenkan di dalam sejumlah akuades dengan menggunakan magnetik stirer. Pada wadah terpisah, NaOH dilarutkan dengan akuades. Pada tahap selanjutnya, campuran karbopol 940 dengan air yang sebelumnya sudah terbentuk dicampurkan dengan NaOH. Berikutnya, kedalam larutan ini, ditambahkan propilen glikol sambil diaduk hingga homogen. Kemudian, ditambahkan vitamin C, kemudian diaduk sampai homogen (campuran A). Pada wadah terpisah, ekstrak etanol kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan ekstrak etanol daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) dilarutkan secukupnya ke dalam isopropil alkohol. Setelah ekstrak etanol kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan ekstrak etanol daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) larut, 0,2 mL gliserin ditambahkan dan dihomogenisasi hingga bercampur (campuran B). Campuran B ditambahkan ke dalam campuran A, keduanya dihomogenkan hingga benar-benar bercampur. Selanjutnya, ditambahkan Tween 80.

1.11  Evaluasi Sediaan Foot Spray 
1.11.1 Uji Stabilitas (Cyling test)

Stabilitas merupakan salah satu hal sangat penting yang harus diperhatikan pada setiap sediaan farmasi dan kosmetik. Stabilitas dapat diartikan sebagai kemampuan suatu produk obat atau kosmetik untuk bertahan dalam batas spesifikasi yang ditetapkan sepanjang periode penyimpanan dan penggunaan untuk menjamin identitas, kekuatan, kualitas dan kemurnian produk tersebut. Uji stabilitas terdiri dari uji stabilitas jangka panjang dan uji stabilitas dipercepat (Djajadisastra, 2004).

Uji stabilitas jangka panjang dilakukan terhadap karakteristik fisika, kimia, biologi, biofarmasi, dan mikrobiologi suatu obat selama masa edar dan periode penyimpanan yang diharapkan atau lebih pada kondisi penyimpanan sesuai dengan kondisi penyimpanan obat sebenarnya di pasaran. Pengujian yang dilakukan pada uji stabilitas dipercepat antara lain cycling test, peningkatan suhu (elevated temperature), dan peningkatan kelembaban (elevated humidities) (Djajadisastra, 2004). 

Sampel footspray disimpan pada suhu 4 °C selama 24 jam, lalu dipindahkan ke dalam oven yang bersuhu 40 °C selama 24 jam (satu siklus). Uji dilakukan sebanyak 6 siklus (12 hari), dan dilakukan pengamatan sediaan footspray dalam 3 keadaan siklus yaitu sebelum cycling test, setelah 3 siklus cycling test dan setelah 6 siklus cycling test yang meliputi pengamatan organoleptis (perubahan bentuk, warna, dan bau), dan pH (Iswandana & Sihombing, 2017).

1. Uji organoleptis

Pengamatan dilakukan terhadap warna, bau, dan bentuk sediaan footspray (Iswandana & Sihombing, 2017).

2. Uji derajat keasaman (pH)

Penentuan pH sediaan dilakukan dengan menggunakan pH meter. Alat terlebih dahulu dikalibrasi dengan menggunakan larutan dapar standar pH netral (pH 7) dan larutan dapar pH asam (pH 4) hingga alat menunjukkan harga pH tersebut. Kemudian elektroda dicuci dengan air suling, lalu dikeringkan dengan tisu. Kemudian elektroda dicelupkan dalam larutan tersebut sampai alat menunjukkan harga pH yang konstan, angka yang ditunjukkan pH meter merupakan harga pH sediaan. Pengukuran dilakukan pada suhu ruang (Iswandana & Sihombing, 2017).

1.11.2 Uji Kesukaan Sediaan (Hedonic test)

Uji hedonik pada sediaan spray dilakukan untuk mengetahui tingkat kesukaan konsumen terhadap aroma/bau, warna, kelembutan dan kemudahan semprotan. Uji ini menggunakan 20 orang sukarelawan (panelis) dengan skala penilaian dapat dilihat pada Tabel 3 berikut.

	Skala Hedonik
	Skala Numerik

	Sangat tidak suka (STS)
	1

	Tidak suka (TS)
	2

	Kurang suka (KS)
	3

	Suka (S)
	4

	Sangat suka (SS)
	5



Tabel 3. Skala numeric pada uji hedonic

1.11.3 Uji Iritasi Pada Suka Relawan

Uji iritasi dilakukan terhadap 10 orang sukarelawan yang sebelumnya diberikan surat pernyataan yang menyatakan bahwa bersedia menjadi sukarelawan dan juga diberikan informasi terkait dengan uji iritasi dan bagaimana cara mengatahui adanya iritasi atau tidak. Pengujiaannya dilakukan dengan cara sedikit sediaan disemprotkan pada bagian belakang telinga sukarelawan. Kemudian dibiarkan selama 24 jam dan dilihat apakah ada terjadi perubahan (Wasitaatmadja, 1997). Uji ini menggunakan footspray dengan konsetrasi paling tinggi yaitu 1.5% dilakukan sebanyak 1 kali sehari selama 3 hari berturut-turut, reaksi iritasi positif ditandai oleh adanya kemerahan, gatal-gatal, dan kulit menjadi kasar. Kriteria sukarelawan yang dijadikan panelis pada uji iritasi adalah sebagai berikut:

1. Wanita

2. Usia antara 20-30 tahun

3. Berbadan sehat jasmani dan rohani

4. Tidak memiliki riwayat penyakit alergi

5. Menyatakan kesediaannya untuk dijadikan panelis uji iritasi. 
1.12  Uji Aktivitas Antibakteri sediaan Foot Spray 

1.12.1 Strilisasi Alat

Alat-alat yang terbuat dari gelas dibungkus dengan kertas perkamen disterilkan menggunakan oven pada suhu 160°C selama 2 jam. Sedangkan media disterilkan di autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit Jarum ose dan pinset disterilkan dengan cara fiksasi/dibakar pada lampu bunsen (Ma’at, 2009). Sebelum mulai, daerah sekitar pengerjaan disemprotkan dengan etanol 70% dan dibiarkan selama 15 menit sebelum digunakan. Meja dibersihkan dari debu dan dilap dengan menggunakan desinfektan

1.12.2 Pembuatan media Mueller Agar (MHA)

	Komposisi:
	Beef infusion
	3 g

	
	Bacto-casamino acids
	2 g

	
	Pati
	1,5 g

	
	Bacto
	17 g

	
	Akuades ad sampai
	1 L


Cara pembuatan:

Sebanyak 38 g media Mueller Hinton Agar (MHA) dilarutkan ke dalam akuades secara sedikit demi sedikit, kemudian volumenya dicukupkan hingga 1 liter dan dipanaskan sampai terlarut sempurna. Media disterilkan dalam autoklaf pada temperatur 121°C selama 15 menit.

1.12.3 Pembuatan Nutrien Agar 

	Komposisi: 
	Beef Extract
	3 g

	
	Peptone
	5 g

	
	Agar
	12 g

	
	Akuades ad sampai
	1 L


Cara pembuatan: 

Sebanyak 20 g media Nutrient Agar (NA) dilarutkan dalam akuades secara sedikit demi sedikit, kemudian volumenya dicukupkan hingga 1 liter dipanaskan sampai terlarut sempurna. Media disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

1.12.4  Pembuatan Agar Miring

Media NA yang telah disiapkan dan steril, dituang dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml. Tabung reaksi yang berisi media, kemudian dimiringkan dengan kemiringan sekitar 30 °C sampai 45 °C. Bagian mulut tabung reaksi disumbat dengan kapas yang dibalut kain kasa steril, kemudian media yang telah padat disimpan dalam lemari pendingin pada suhu 5 °C (Ditjen POM, 1995).

1.12.5 Pembuatan Suspensi Standar Mc. Farland

	Komposisi:
	Larutan Asam Sulfat 1% v/v
	9,5 

	
	Larutan Barium Klorida 1,175% b/v
	0,5


Cara pembuatan:

Dicampurkan kedua larutan tersebut kedalam tabung reaksi dan di kocok homogen maka di dapat konsentrasi suspensi Mc Farland 108 koloni/mL.

1.12.6 Pembuatan Larutan NaCl 0,9%

	Komposisi:
	Natrium Klorida
	0,9 g

	
	Akuades Steril
	ad 100 mL


Cara Pembuatan:

Ditimbang sebnayak 0,9 g Natrium klorida lalu dilarutkan dengan akuades sedikit demi sedikit didalam labu takar 100 ml. sampai larut sempurna. Ditambahkan akuades sampai garis tanda, dimasukkan dalam erlemeyer steril yang bertutup lalu disterilkan pada autoklaf suhu 121 °C tekanan 1 atm selama 15 menit (Ditjen POM, 1995).

1.13  Peremajaan Bakteri

Koloni bakteri Staphylococcus epidermidis diambil dari stok kultur dengan menggunakan jarum ose steril, lalu ditanam pada media Nutrient Agar miring dengan cara menggoresnya dengan bentuk zig-zag. Kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-24 jam. Koloni yang tumbuh digunakan sebagai bakteri uji pada pengujian daya hambat bahan uji (Ditjen POM, 1995).

1.14  Pembuatan Inokulum 

Stok kultur bakteri yang telah diremajakan pada media NA diambil dengan menggunakan jarum ose steril kemudian disuspensikan dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml. NaCl 0,9% steril. Kemudian kekeruhan suspensi bakteri yang diperoleh dibandingkan dengan kekeruhan larutan Mc. Farland maka konsentrasi bakteri adalah 10 CFU/mL. Selanjutnya dilakukan suspensi dengan cara dipipet 0,1 ml suspensi bakteri 10 CFU/mL, dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi 9,9 mL natrium klorida 0,9% steril kocok homogen maka diperoleh suspensi 10° CFU/mL (Fatisa, 2013).

1.15  Pengujian Aktivitas Antibakteri Foot Spray
Metode pengujian yang digunakan adalah metode Kirby-Bauer, yaitu metode difusi dengan kertas cakram. Dilakukan dengan cara: suspensi bakteri Staphylococcus epidermidis diambil dengan menggunakan swab steril lalu diusapkan pada media Muller Hinton Agar (MHA) secara merata ke seluruh permukaan dan didiamkan selama 5 menit agar suspensi terserap pada media. Kertas cakram ukuran 5 mm dimasukkan kedalam sediaan spray formula yang mengandung ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) dengan berbagai konsentrasi, formula yang tidak mengandung ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) sebagai kontrol/blanko. Selanjutnya dengan menggunakan pinset steril. Kertas cakram ditiriskan dari masing-masing sediaan footspray agar tidak menetes. Lalu kertas cakram yang mengandung sediaan footspray ditempelkan pada permukaan media Muller Hinton Agar (MHA). Semua media diinkubasi kedalam inkubator pada suhu 37 °C selam 24 jam. Kemudian diamati dan diukur diameter zona bening yang terbentuk dengan menggunakan jangka sorong Pengujian masing-masing dilakukan sebanyak 3 kali (Ditjen POM, 1995).

1.16  Pengukuran dan Penetapan Zona Hambat

Pengamatan dilakukan setelah 1 X 24 jam masa inkubasi. Zona bening merupakan petunjuk kepekaan mikroba terhadap bahan antimikroba yang digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan lebar diameter zona hambat. Diameter zona hambat diukur kemudian dikategorikan kekuatan daya antibakterinya berdasarkan penggolongan Davis dan Stout (1971) (Lasut et al., 2019).
1.17 Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Difusi

Disiapkan cawan petri, dituang medium NA sebanyak 10 mL ke dalam masing-masing cawan petri sebagai lapisan pertama, kemudian didinginkan hingga memadat dan lapisan kedua sebanyak 5 mL untuk lapisan kedua ditambahkan suspensi mikroba uji sebanyak 1 ose. Didinginkan hingga memadat. Ditempelkan paperdisk yang telah direndam dalam sediaan Foot spray dengan ekstrak kulit jeruk lemon (Citrus limon (L.)) dan daun teh hijau (Camellia sinensis (L.)) dengan konsentrasi 0.5%, 1%, 1.5% kontrol positif sediaan Foot spray pasaran (Bioherbal) dan kontrol negatif pada cawan petri yang berisi medium NA dan biakan Staphylococcus epidermidis, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 C, lalu diukur zona hambatnya dari masing-masing konsentrasi.
1.18  Analisis Data

Data yang dikumpulkan adalah data kualitatif dan data kuantitatif. Data kualitatif berupa data hasil evaluasi sediaan Foot spray pada uji organoleptis, uji antibakteri dan uji hedonic , data yang telah dikumpulkan akan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik. Data kuantitatif berupa data hasil uji antimikroba menggunakan metode ANOVA. Data diolah dengan menggunakan program Microsoft Excel 2010 dan SPSS 20 (Statistical Produk and Servis Solution) (Risnayanti & Dalimunthe, 2022)
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