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1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara yang berada di wilayah garis khatulistiwa,
yang menyebabkan Indonesia beriklim tropis. Paparan sinar matahari
merupakan sumber utama dari radiasi sinar ultraviolet (UV). Paparan sinar
UV dalam jumlah besar dapat menyebabkan kerusakan pada kulit (Tang et
al., 2024). Radiasi sinar ultraviolet (UVR) dapat' memicu terbentuknya ROS
(Reactive Oxygen Species). Ketika ROS - terbentuk dalam jumlah yang
berlebihan dapat merusak berbagai komponen sel seperti DNA, protein, dan
lipid yang dapat menyebabkan aktivasi proses kematian sel seperti apoptosis
yang ditandai dengan berkurangnya jumlah sel keratinosit, sel langerhans, sel
mast, dan sel fibroblast (Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016;
Yusharyahya, 2021). Penggunaan tabir surya merupakan salah satu upaya
yang disarankan untuk mengurangi dampak negatif dari paparan sinar UV
(Tang et al., 2024).

Tabir surya merupakan sediaan kosmetika yang digunakan dengan
maksud melindungi kulit dari paparan sinar matahari (Puspitasari et al.,
2018). Tabir surya berdasarkan kandungannya dapat dibedakan menjadi dua
yaitu tabir surya kimiawi dan tabir surya alami. Tabir surya berbahan aktif
kimia sintetis umumnya mengandung octyl methoxycinnamate, zinc oxide dan
titanium dioxide. Apabila tabir surya berbahan aktif kimia sintesis digunakan
dalam waktu panjang dapat menyebabkan efek samping seperti reaksi alergi,
iritasi hingga resiko kanker kulit (N. Sari & Yani, 2021). Beberapa penelitian
menunjukan bahwa bahan aktif kimiawi zinc oxide (ZnO) dan titanium
dioxide (TiO2) dalam tabir surya telah terbukti menimbulkan reaksi alergi,
iritasi dan sensitisasi (Lee et al., 2020). Penelitian pada kultur sel dan hewan

menunjukkan octyl methoxycinnamate dapat mengganggu sistem hormon



(endokrin) dan mempengaruhi kelainan perkembangan embrio
(Brokowski C, 2019).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Beleznay (2014) menunjukkan
bahwa 4 dari 1.527 partisipan yang diuji menggunakan rangkaian produk
tabir surya mengalami dermatitis kontak alergi terhadap bahan aktif kimia
tabir surya. Penelitian dari (Azizah et al., 2019) mengungkapkan bahwa
persentase efek merugikan dari penggunaan tabir surya di wilayah
Yogyakarta mencapai 15,1%. Berdasarkan prevalensi ini, terlihat bahwa
penggunaan tabir surya berbahan kimia sintetis dapat menimbulkan efek
merugikan, seperti alergi dan iritasi kulit. Saat ini penggunaan produk dari
bahan alam sebagai kosmetika herbal semakin diminati, salah satunya tabir
surya berbahan. alami. Hal ini disebabkan tabir surya dari bahan alam
cenderung lebih-aman bagi kulit, lebih toleran terhadap kulit yang mengalami
hiperalergi dan berpotensi kecil menimbulkan iritasi (Gunarti et al., 2022).

Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai tabir surya alami adalah
tanaman banang-banang. Secara empiris, bagian buah dari tanaman ini
dimanfaatkan oleh masyarakat di daerah pesisir sebagai bedak dingin saat
hendak pergi melaut. Hasil dari uji pendahuluan yang dilakukan oleh Wardani
(2022) diperoleh bahwa ekstrak buah banang-banang mengandung nilai SPF
2.17, sedangkan daun memiliki nilai SPF 35.56 dengan kategori proteksi
ultra. Buah banang-banang memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat (ICso
4,78 ppm), sedangkan daun-memilki aktivitas antioksidan kuat (I1Cso 64,57).
Penelitian dari (Aswindari, 2023) menunjukkan bahwa krim dari kombinasi
ekstrak daun dan buah banang-banang mampu mengurangi hyperplasia
epidermis kulit marmut yang diberi paparan sinar UVB, sehingga krim
tersebut berpotensi sebagai tabir surya melalui pengujian secara in vivo pada
marmut.

Penggunaan bahan alami sebagai tabir surya sering dianggap lebih
aman, namun beberapa penelitian menunjukan bahwa tabir surya bahan alami
seperti cinnamate dan benzophenone memiliki kemampuan menembus kulit

dan terdeteksi dalam sampel urin dan darah. Hal ini dapat menyebabkan



gangguan endokrin. Senyawa ini juga berkontribusi terhadap efek toksik dan
berinteraksi dengan protein kulit, yang menyebabkan reaksi sensitifitas kulit
dan dermatitis kontak alergi (Ballestin & Bartolomé, 2023). Maka dari itu,
perlu dilakukan pengujian toksisitas untuk mengidentifikasi potensi efek
toksik yang mungkin timbul dari krim tabir surya berbahan dasar ekstrak buah
dan daun banang-banang saat diaplikasikan secara topikal. Pengujian ini
penting, mengingat adanya penelitian yang menunjukkan efek toksik dan
reaksi alergi yang terkait dengan penggunaan tabir surya baik dari bahan
sintetis maupun alami (Purwaningsih et al., 2015).

Uji toksisitas subkronis dipilih karena metode ini melibatkan paparan
berulang dari suatu produk. Pengujian ini berguna untuk mengevaluasi
potensi efek kumulatif atau reaksi yang mungkin terjadi akibat penggunaan
jangka menengah produk pada kulit. Hasil uji subkronis memberikan
gambaran lebih jelas tentang keamanan dan potensi risiko produk dalam
penggunaan sehari-hari (BPOM, 2020).

Pada uji toksisitas dermal terdapat beberapa parameter yang dapat
diamati, salah satunya adalah sel langerhans. Pemilihan sel langerhans dalam
penelitian ini karena sel ini merupakan sel imun utama di epidermis yang
berfungsi sebagal pengawas terhadap paparan zat asing atau toksik. Sel-sel
ini berperan dalam mengenali antigen dan mengaktifkan respons imun,
sehingga sangat penting untuk mengukur dampak toksisitas yang bisa
mempengaruhi ‘fungsi sistem kekebalan kulit. Paparan zat toksik dapat
menyebabkan pengurangan jumlah sel langerhans, sehingga mengganggu
kemampuan kulit untuk mendeteksi dan merespons zat asing, yang
mengakibatkan peningkatan jumlah neutrophil. Tingginya jumlah neutrofil
ini dapat memicu reaksi inflamasi yang lebih besar, menyebabkan
kemerahan, pembengkakan, dan ketidaknyamanan pada kulit (Zhou et al.,
2022).

Berdasarkan penjelasan tersebut maka perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui “Uji Toksisitas Subkronis Singkat Dermal Krim Tabir Surya

Kombinasi Ekstrak Buah Dan Daun Banang-Banang (Xylocarpus granatum



J. Koenig) Terhadap Jumlah Sel Langerhans Kulit Marmut (Cavia
Porcellus)”

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah pemberian krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun
banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) menimbulkan toksisitas
pada kulit marmut (Cavia porcelus) dilihat dari jumlah Sel Langerhans?

2. Berapakah dosis krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun
banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) yang dapat
menimbulkan toksisitas pada kulit marmut (Cavia porcelus) dilihat dari
jumlah sel langerhans?

1.3 Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui apakah pemberian krim tabir surya kombinasi ekstrak
buah dan daun banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig)
menimbulkan toksisitas pada kulit marmut (Cavia porcelus) dilihat dari
jumlah sel langerhans.

2. Untuk mengetahui dosis krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan
daun banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) yang dapat
menimbulkan toksisitas pada kulit marmut (Cavia porcelus) dilihat dari
jumlah sel langerhans.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat teoritis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
toksisitas subkronis singkat dermal krim kombinasi ekstrak buah dan daun
banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) terhadap jumlah sel
langerhans kulit marmut (Cavia porcellus)

1.4.2 Manfaat praktis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan profil keamanan krim tabir
surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang (Xylocarpus

granatum J. Koenig).
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2.1 Tanaman Banang-banang

2.1.1 Klasifikasi dan morfologi tanaman banang-banang

Sumber : Dey et al. (2021, Gambar 2.1)
Gambar 2. 1 Tanaman Banang-banang

Tanaman Banang-banang memiliki klasifikasi ilmiah secara taksonomi

sebagai berikut ;

Kingdom : Plantae

Phylum : Magnoliophyta

Class : Eudicots

Order : Sapindales

Family -+ Meliaceae

Genus : Xylocarpus

Species : Xylocarpus granatum J. Koenig

Sumber : (Raja S & Ravindranadh K, 2014)

Tanaman Banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) memiliki
ketinggian 15-20 meter. Memiliki akar papan yang meliuk-liuk). Permukaan
batang berwarna coklat muda-merah, licin, terdapat benjolan-benjolan
berwarna kehijauan, dan permukaan batang dapat mengelupas. Daun

berbentuk elips-bulat telur terbalik, ujung daun membundar, dan agak



tebal. Bunganya berbentuk majemuk (inflorescence), daun mahkota 4
berwarna krem sampai putih Kkehijauan, kelopak 4 berwarna hijau
kekuningan. Mempunyai buah berbentuk bulat, berwarna hijau kecoklatan,
buahnya bergelantungan, dan buahnya terdapat 12 biji (Maryam et al., 2024).

2.1.2 Kandungan metabolit sekunder daun banang-banang

Daun banang-banang memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder
berupa triterpenoid, steroid, saponin dan tannin bisa dijadikan sebagai
antibakteri (Badar et al., 2022). Berdasarkan penelitian dari (Batubara, et al)
dijelaskan bahwa sampel simplisia daun banang-banang mengandung kadar
tanin, steroid, dan saponin yang tinggi (Dey et al.; 2021). Bagian dari daun
banang-banang mengandung beberapa metabolit sekunder seperti alkaloid,
flavonoid, monoterpen, triterpenoid, limonoid, proantosianidin, dan asam
fenolik. Daun banang-banang dapat digunakan sebagai antioksidan karena
mempunyai kandungan polifenol yang dapat mencegah pembentukan radikal
bebas dan mencegah pembentukan reactive oxygenated species (ROS)
(Heryanto et al., 2023). Daun banang-banang mempunyai senyawa flavonoid
yang dapat membantu tubuh melawan kerusakan yang disebabkan oleh
radikal bebas pada sel-sel tubuh manusia (Anastasya et al., 2024).

2.1.3 Kandungan metabolit sekunder buah banang-banang

Buah Banang-banang mengandung beberapa metabolit sekunder seperti
alkaloid, flavonoid, monoterpen, triterpenoid, tetratriterpenoid, limonoid,
proantosianidin, ‘dan asam fenolik senyawa ini-memiliki potensi sebagai
antikanker, antihiperglikemik, antidislipidemia, antidepresan, dan aktivitas
neuroprotektif (Heryanto et al., 2023). Senyawa flavonoid pada buah banang-
banang merupakan kelompok polifenol memiliki potensi sebagai antioksidan
yang dapat bekerja langsung untuk meredam radikal bebas oksigen seperti
superoksida yang dihasilkan dari reaksi enzim xantin oksidase.(Ansyori et al.,
2024). Buah banang-banang memiliki senyawa limonoid yang diisolasi dari
buah  banang-banang. Senyawa ini  merupakan turunan  dari

tetranortriterpenoid, limonoid memiliki beragam aktivitas farmakologi



seperti antimikroba, antimalaria, antivirus, antikanker, antidiabetik,
antioksidan (Dey et al., 2021).

2.1.4 Manfaat tanaman banang-banang

Tanaman Banang-banang ini telah digunakan secara tradisional sebagai
astringen, demam serta pengobatan demam, malaria, sariawan, kolera,
disentri, dan diare. Ekstrak kulit buah tanaman banang-banang juga memiliki
sifat antidiabetik dan antidislipidemia (Das et al., 2019). Ekstrak daun, kulit
kayu dan buah banang-banang dapat digunakan untuk, radang, diabetes, kaki
gajah, anti mikroba, anti oksidan, anti kanker, anti dislipidemia, anti mikroba,
anti ulkus dan kardiotonik (Dey et al., 2021).

Berdasarkan penelitian dari (Suwantara et al.,. 2018) buah banang-
banang diduga bermanfaat sebagai sun protector sehingga dapat
dimanfaatkan sebagai kosmetika seperti body srub atau body lotion.
Masyarakat nelayan Bugis menggunakan buah banang-banang sebagai
“boreh" ketika para nelayan akan melaut untuk melindungi kulit dari sinar
matahari. Berdasarkan penelitian dari (Jamili et al., 2021) masyarakat Desa
Tanjung Tiram memanfaatkan buah banang-banang menjadi lulur tabir surya.
Buah banang-banang memiliki senyawa gedunine dan photogedunine yang
berfungsi sebagai antibakteri dan digunakan untuk kulit contohnya untuk
bedak lulur. Buah banang-banang telah dimanfaatkan oleh masyarakat di
Banyuasin, Sumatera Selatan sebagai obat gatal

2.2 Struktur Anatomi dan Fisiologi Kulit

Kulit merupakan organ terluar tubuh yang mencakup sekitar 15%-20%
dari total berat tubuh pada orang dewasa. Kulit memiliki berbagai fungsi
penting, seperti melindungi tubuh dari ancaman fisik, kimia, dan biologis dari
luar, mencegah kehilangan air yang berlebihan, serta membantu dalam
pengaturan suhu tubuh. Kulit memiliki tiga lapisan utama yaitu epidermis,
dermis, dan jaringan subkutan atau hipodermis. Epidermis merupakan
jaringan epitel yang berasal dari ektoderm, sedangkan dermis adalah jaringan

ikat padat yang berasal dari mesoderm. Lapisan subkutan atau hipodermis



berada di bawah dermis, yang terdiri dari jaringan ikat longgar dengan serat
kolagen, yang di beberapa bagian utamanya tersusun atas jaringan lemak
(Kolarsick et al., 2011).

Sumber : Sari et al.,(2024, Gambar 2.2)
Gambar 2. 2 Anatomi Kulit

a. Epidermis

Epidermis adalah lapisan kulit paling luar yang terdiri dari epitel
berlapis gepeng dengan lapisan tanduk. Jaringan epitel ini berasal dari
ektoderm dan terdiri dari banyak lapisan sel yang disebut keratinosit. Sel-
sel ini akan mati dan terus-menerus terlepas saat mendekati permukaan.
Proses ini memakan waktu sekitar 20-30 hari untuk mencapai permukaan.
Perubahan struktur yang terjadi selama proses ini disebut sitomorfosis sel
epidermis. Epidermis memiliki lima lapisan, yaitu stratum basal, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lusidum, dan stratum korneum
(Bragazzi et al., 2019, Kalangi et al., 2013)

Stratum basal (lapis basal, lapis benih) terletak di paling dalam dan
terdapat satu lapis sel yang tersusun berderet-deret di atas membran basal
dan melekat pada dermis di bawahnya.

1. Stratum spinosum (lapis taju) terdiri dari beberapa lapis sel yang besar-

besar berbentuk poligonal dengan inti lonjong.



2. Stratum granulosum (lapis berbutir) terdiri diri2-4 lapis sel gepeng yang
mengandung banyak granula basofilik.

3. Stratum lusidum (lapis bening) dibentuk oleh 2-3 lapisan sel gepeng
yang tembus cahaya, dan agak eosinofilik.

4. Stratum korneum (lapis tanduk) Lapisan ini terdiri atas banyak lapisan
sel-sel mati, pipih dan tidak berinti serta sitoplasmanya digantikan oleh
keratin.

Epidermis memiliki 4 jenis sel yaitu keratinosit, melanosit, sel
Langerhans, dan sel Merkel. Epitel berlapis gepeng pada epidermis ini
tersusun oleh banyak lapisan sel yang disebut dengan keratinosit.
Setidaknya 85 - 95% sel di epidermis adalah keratinosit. Melanosit meliputi
7-10% sel epidermis, merupakan sel kecil dengan cabang dendritik panjang
tipis dan berakhir pada keratinosit di stratum basal dan spinosum. Sel
Langerhans merupakan sel dendritik yang bentuknya ireguler, ditemukan
terutama di antara keratinosit dalam stratum spinosum. Sel Merkel memiliki
jumlah sel jenis ini paling sedikit, berasal dari krista neuralis dan ditemukan
pada lapisan-basal kulit tebal (Kalangi et al., 2013).

Dermis

Dermis _adalah lapisan di bawah epidermis yang jauh lebih tebal
daripada epidermis. Dermis terdiri atas stratum papilaris dan stratum
retikularis, batas antara kedua lapisan tidak tegas, serat antaranya saling
menjalin (Kalangi et al., 2013).

1. Stratum papilaris, lapisan ini tersusun lebih longgar, ditandai oleh
adanya papila dermis yang jumlahnya bervariasi antara 50-250/mm2.
Sebagian besar papila mengandung pembuluh-pembuluh kapiler yang
memberi nutrisi pada epitel di atasnya. Papila lainnya mengandung
badan akhir saraf sensoris yaitu badan Meissner. Tepat di bawah
epidermis serat-serat kolagen tersusun rapat. Lapisan ini ada pada

telapak kaki.
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2. Stratum retikularis Lapisan ini lebih tebal dan dalam. Pada bagian lebih
dalam, jalinan lebih terbuka, rongga-rongga di antaranya terisi jaringan
lemak, kelenjar keringat dan sebasea, serta folikel rambut.. Lapisan
retikular menyatu dengan hipodermis/fasia superfisialis di bawahnya
yaitu jaringan ikat longgar yang banyak mengandung sel lemak.

Hipodermis

Lapisan subkutan yang berada di bawah dermis retikularis disebut
hipodermis. Lapisan ini terdiri dari jaringan ikat longgar dengan serat
kolagen halus yang sebagian besar terorientasi sejajar dengan permukaan
kulit, dan beberapa seratnya menyatu dengan serat dari dermis. Pada area
tertentu, seperti punggung tangan, lapisan ini memungkinkan pergerakan
kulit di atas struktur di bawahnya. Namun, di area lain, serat-serat yang
menyatu dengan dermis lebih banyak, membuat kulit lebih sulit digerakkan.

Sel-sel lemak di hipodermis lebih banyak dibandingkan dermis, dan

jumlahnya dipengaruhi oleh jenis kelamin dan kondisi nutrisi. Lemak

subkutan cenderung menumpuk di lokasi-lokasi tertentu. Di kelopak mata
atau penis, hampir tidak ada lemak, sementara di area seperti perut, paha,
dan bokong, ketebalan lemak bisa mencapai 3 cm atau lebih. Lapisan lemak

ini disebut pannikulus adiposus (Kalangi et al., 2013).
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2.3 Sel Langerhan

2.3.1 Pengertian sel langerhan

g W
e .

Sumber : Bennett & Hoste (2018 Gambar 2.3)
Gambar 2. 3 Anatomi Sel Langerhans

Sel Langerhans adalah makrofag kulit yang tinggal di jaringan memiliki
garis pertahanan imunologi pertama di kulit. Sel Langerhans berasal dari
sumsum tulang yang umumnya bertempat pada stratum spinosum dan
kemudian bermigrasi ke epitel yang berfungsi sebagai antigen-presenting
cells (APCs).(Jaitley & Saraswathi, 2012). Sel Langerhans membentuk 3-5%
dari sel-sel di stratum spinosum. Sel langerhans berasal dari garis keturunan
monosit dan berfungsi di bagian aferen respons imun. Sel Langerhans
berfungsi untuk menangkap antigen asing seperti patogen, lalu
memprosesnya dan menyajikannya kepada sel T, khususnya melalui molekul
MHC kelas Il untuk memicu respons imun adaptif. Sel Langerhans juga
memiliki reseptor khusus CD1 yang memungkinkan mereka menyajikan
antigen lipid kepada sel (Rahim et al., 2011). Sel Langerhans muncul ketika

gangguan epidermis, seperti radiasi UV, dan masuknya patogen.
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Sumber : Flora et al. (2010, Gambar 2.4)
Gambar 2. 4 Sel Langerhans

Berdasarkan morfologinya, sel-sel langerhans diklasifikasikan menjadi
dua jenis, yaitu sel-sel langerhans Tipe 1 yang berbentuk piramida dan
terletak di lapisan suprabasal, dan sel-sel langerhans Tipe 2 yang berbentuk
bulat dan terletak di lapisan basal. Tipe 1 mengandung banyak granula
Birbeck, sitoplasma yang tembus cahaya, dah prosesus dendritik yang
bercabang pahjang, sedangkan sel-sel Tipe 2 memiliki 'Ie'bih sedikit granula
Birbeck, sitoplasma yang padat elektron, dan prosesus dendritik yang lebih
pendek (Jaitley & Saraswathi, 2012). Sebagian besar sel langerhans
mengandung satu hingga beberapa granula birbeck. Granula ini membantu
dalam internalisasi 'antigen yang kemudian diproses dan disajikan kepada sel

T melalui molekul MHC kelas 11 (Masthan et al., 2016)
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2.3.2 Mekanisme kerja sel langerhans
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Sumber : Neagu et al.,(2022, Gambar 2.5)
Gambar 2. 5 Mekanisme Kerja Sel Langerhans

Berdasarkan penjelasan dari (Rahim et al., 2011) mekanisme kerja Sel
langerhans berperan sebagai Antigen-presenting cell (APC) adalah ketika
antigen asing masuk, . sel langerhans menangkapnya melalui proses
fagositosis menjadi fragmen kecil ataupun peptida dan menyajikannya di
permukaan sel dengan bantuan molekul MHC. Ketika sel Langerhans
mempresentasikan kompleks MHC-antigen kepada sel T (khususnya sel T
helper yang mengekspresikan CD4), ini memicu aktivasi sel T. Aktivasi ini
meningkatkan ekspresi molekul permukaan pada sel Langerhans dan sekresi
sitokin seperti IL-1 dan TNF-a. Sitokin tersebut tidak hanya membantu dalam
proliferasi sel T tetapi juga memicu reaksi inflamasi yang lebih luas. Setelah
teraktivasi, sel Langerhans dapat bermigrasi dari epidermis ke kelenjar getah
bening melalui saluran limfe.

Di kelenjar getah bening, sel Langerhans menyajikan antigen yang
sudah diproses kepada sel T helper spesifik, yang mengenali antigen tersebut
melalui kompleks MHC dan reseptor sel T. Sel Langerhans juga melepaskan
IL-1, yang merangsang sel T untuk menghasilkan IL-2 dan reseptor IL-2.
Sitokin ini mendorong proliferasi sel T spesifik, sehingga memperbanyak sel

T yang dapat memicu respons imun. Sel T memori yang terbentuk akan
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beredar ke seluruh tubuh, menandakan individu telah tersensitisasi. Proses ini
biasanya berlangsung selama 2-3 minggu.

Berdasarkan penelitian (Jarquin et al., 2022), jumlah sel langerhans di
kulit mengalami penurunan signifikan setelah paparan estradiol (Ez), dengan
efek penurunan yang bergantung pada konsentrasi. Dalam satu hingga dua
jam setelah pemberian dosis 1 pg/mL dan 10 pg/mL E», jumlah sel langerhans
menurun sebesar 21% hingga 41%. Penurunan ini bersifat sementara dan
terutama disebabkan oleh migrasi sel langerhans dari kulit menuju kelenjar
getah bening. Selain itu, penelitian ini menunjukkan bahwa paparan E:
berdampak pada penurunan kapasitas aktivasi imun dari sel dendritik (DC),
yang dapat memengaruhi respons imun adaptif. Penelitian (Schramlova et al.,
2010) menunjukan bahwa nikel sulfat menyebabkan degenerasi struktural
yang lebih serius, seperti penyusutan sel dan hilangnya dendrit serta organel
seluler dalam waktu singkat setelah aplikasi, yang mengganggu kemampuan
sel langerhans untuk menyajikan antigen. Bahan kimia ini menunjukkan
dampak sitotoksik yang menghambat fungsi-normal dalam respons imun
kulit.

2.4 Ekstraksi

2.4.1 Pengertian ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen. dari campurannya
dengan menggunakan- pelarut -yang -tepat. -Proses ini. dihentikan ketika
tercapainya keseimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah ekstraksi selesai, pelarut dipisahkan
dari sampel melalui penyaringan. Ekstrak awal biasanya sulit dipisahkan
menggunakan satu teknik pemisahan untuk mendapatkan senyawa murni.
Oleh karena itu, ekstrak awal perlu dipisahkan menjadi beberapa fraksi yang
memiliki kesamaan dalam hal polaritas dan ukuran molekul (Mukhriani,
2014).

Proses ekstraksi khususnya untuk bahan yang berasal dari tumbuhan

adalah sebagai berikut :
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1. Pengelompokan bagian tumbuhan (daun, bunga, dll), pengeringan dan
penggilingan bagian tumbuhan.
Pemilihan pelarut

Pelarut polar: air, etanol, metanol, dan sebagainya.

> o

Pelarut semipolar: etil asetat, diklorometan, dan sebagainya.
5. Pelarut nonpolar: n-heksan, petroleum eter, kloroform, dan sebagainya.

2.4.2 Metode maserasi

Maserasi adalah metode ekstraksi yang sederhana dan paling umum
digunakan, baik untuk skala kecil -maupun industri. Metode ini dilakukan
dengan mencampurkan serbuk tanaman dengan pelarut yang sesuai ke dalam
wadah tertutup rapat pada suhu ruangan. Ekstraksi dapat dihentikan ketika
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah itu, pelarut disaring agar terpisah dari
sampel. Kerugian dari metode maserasi adalah memakan waktu yang lama
karena waktu tunggunya bisa lebih dari sehari. Keuntungan dari metode ini
adalah dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat
termolabil (Mukhriani, 2014).

2.4.3 Metode ultrasonik

Metode Ultrasonic adalah modifikasi dari metode maserasi yang
menggunakan gelombang ultrasonik yaitu gelombang akustik dengan
frekuensi lebih besar dari-16-20 kHz. Gelombang ultrasonic digunakan untuk
memberi tekanan mekanik pada sel hingga menghasilkan rongga pada
sampel. Sel yang rusak dapat meningkatkan kelarutan senyawa dalam pelarut
sehingga mempercepat proses ekstraksi (ekstrak). Ultrasonik dapat
digunakan dalam proses ekstraksi senyawa organik yang ada pada tanaman
dan biji-bijian menggunakan pelarut organik dapat mengekstraksi dengan
cepat. Dinding sel dari bahan dipecah dengan getaran ultrasonik sehingga
kandungan yang ada didalamnya dapat keluar dengan mudah. Keuntungan
dari metode ultrasonik adalah Prosesnya cepat dan mudah, yang berarti

prosesnya tidak memerlukan biaya tinggi (Adhiksana et al., 2017).



16

2.5 Krim

Menurut Farmakope Indonesia edisi VI, krim adalah bentuk sediaan
setengah padat mengandung satu atau lebih bahan obat terlarut atau
terdispersi dalam bahan dasar yang sesuai. Istilah ini secara tradisional telah
digunakan untuk sediaan setengah padat yang mempunyai konsistensi relatif
cair diformulasi sebagai emulsi air dalam minyak atau minyak dalam air.
Krim ditujukan untuk pemakaian topikal pada kulit dan dapat juga digunakan
untuk vagina dan rektal. Krim adalah emulsi yang mengandung air dan
minyak. Petunjuk ketidakstabilan: dalam krim adalah pecahnya emulsi,
pembentukan hablur, penciutan karena penguapan air dan kontaminasi
mikroba dalam jumlah besar (Depkes RI, 2020)

Sediaan krim memiliki kelebihan, antara lain mudah menyebar atau
merata, praktis, mudah digunakan, tidak lengket, terutama tipe minyak dalam
air (M/A), mudah dibersihkan atau dicuci. Kekurangan dari sediaan krim
yaitu susah dalam pembuatannya, karena pada pembuatan sediaan krim harus
dalam keadaan panas, mudah kering dan rusak bila disimpan pada tempat
yang tidak sesuai dalam petunjuk penyimpanan, mudah. pecah disebabkan
oleh pengadukan yang tidak konstan (Pratiwi et al., 2022).

2.6 Tabir Surya

Tabir surya merupakan sediaan yang mengandung senyawa kimia yang
dapat menyerap; ‘menghamburkan -atau--memantulkan sinar UV yang
mengenai kulit, sehingga dapat melindungi kulit dari efek buruk sinar UV.
Tanpa tabir surya, kulit yang terpapar sinar matahari hanya mampu bertahan
10 menit sebelum mengalami kemerahan dan terbakar. Oleh karena itu,
pemilihan tabir surya didasarkan atas nilai SPF. Pada penggunaan sehari-hari,
sediaan tabir surya biasanya diformulasikan dalam bentuk krim atau lotion.
Tabir surya dalam sediaan topikal dapat dibedakan menjadi 2 jenis yaitu tabir
surya kimiawi atau organik dan tabir surya fisik atau inorganik. Tabir surya
sintetik bekerja secara fisik atau kimia untuk mencegah sinar UV menembus

kulit. Tabir surya fisik seperti titanium dioksida dan seng oksida berfungsi
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untuk memantulkan sinar UV dari permukaan kulit. Sedangkan tabir surya
kimiawi seperti benzofenon dan antranilat berfungsi untuk mengabsorbsi
energi radiasi UV yang berbahaya (Oktaviasari & Zulkarnain, 2017).

2.7. Uji Toksisitas

2.7.1 Uji toksisitas akut dermal

Uji toksisitas akut dermal adalah pengujian yang dilakukan untuk
mendeteksi efek toksik yang muncul dalam waktu singkat setelah paparan
satu kali melalui kulit. Prinsip uji toksisitas akut dermal adalah beberapa
kelompok hewan uji menggunakan satu jenis kelamin dipapar dengan sediaan
uji dengan dosis tertentu, dosis awal dipilih berdasarkan hasil uji
pendahuluan. Selanjutnya dipilih dosis yang memberikan gejala toksisitas
tetapi yang tidak menyebabkan gejala toksik berat atau kematian. Tujuannya
adalah untuk mengidentifikasi toksisitas intrinsik suatu zat, mengevaluasi
potensi bahaya dari paparan akut melalui kulit, serta mengumpulkan data
awal yang berguna untuk menentukan dosis dalam uji toksisitas lebih lanjut.
Selain itu, uji ini-digunakan untuk menentukan nilai LD50 (dosis mematikan
50%) suatu zat, mengklasifikasikan bahan berdasarkan tingkat toksisitasnya,
serta menyediakan informasi penting untuk pelabelan produk dan penyerapan
melalui kulit (BPOM, 2020).

2.7.2 Uji toksisitas subkronis dermal

Menurut (BPOM, 2020) Uji toksisitas subkronis dermal adalah suatu
pengujian untuk mendeteksi efek toksik yang muncul setelah pemberian
sediaan uji dengan dosis berulang yang diberikan melalui rute dermal pada
hewan uji. Prinsip uji toksisitas subkronis dermal adalah sediaan uji dalam
beberapa tingkat dosis diberikan setiap hari selama waktu tertentu pemberian
sediaan uji yang dipaparkan melalui kulit pada beberapa kelompok hewan uji.
Selama waktu pemberian sediaan uji, hewan harus diamati setiap hari untuk
menentukan adanya toksisitas. Pada akhir periode pemberian sediaan uji,

semua hewan yang masih hidup akan diperiksa secara menyeluruh. Setiap
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organ dan jaringan akan diamati untuk melihat perubahan yang terlihat secara
kasat mata. Selain itu, akan dilakukan pemeriksaan darah, analisis biokimia,
dan pengamatan jaringan di bawah mikroskop untuk mempelajari dampak
sediaan uji secara lebih mendetail.

Tujuan uji ini untuk mendeteksi efek toksik zat yang belum terdeteksi
pada uji toksisitas akut dermal, mendeteksi efek toksik setelah paparan
sediaan uji melalui kulit secara berulang dalam jangka waktu tertentu,
mempelajari adanya efek kumulatif dan efek reversibilitas setelah paparan
sediaan uji melalui kulit secara berulang dalam jangka waktu tertentu.
Pengujian Uji toksisitas subkronis dermal dilakukan menggunakan dosis
maksimal 1000 mg/kg bb, dosis Dosis bahan uji yang paling tinggi harus
menimbulkan efek toksik tetapi tidak menimbulkan kematian atau gejala
toksisitas yang berat; dosis menengah menimbulkan gejala toksik yang lebih
ringan sedangkan dosis yang paling rendah tidak menimbulkan gejala toksik.
Uji toksisitas subkronis dibedakan menjadi 2 jenis yaitu, Uji Toksisitas
Subkronis Singkat Dermal 28 hari dan Uji Toksisitas Subkronis Dermal 90
hari. Perbedaan uji ini di durasi pemaparan dan tujuan evaluasi (BPOM,
2020).

Setiap hari dilakukan pengamatan terhadap tanda-tanda toksisitas dan
gejala klinis pada hewan uji. Gejala yang dicatat meliputi perubahan kulit,
bulu, mata, membran mukosa, pernapasan, sirkulasi, sistem otonom, sistem
saraf pusat, aktivitas somatomotor, dan perubahan perilaku (seperti
perubahan cara jalan, tingkah laku yang aneh misalnya berjalan mundur).
Pada akhir pengujian, semua hewan uji yang hidup baik pada kelompok
kontrol maupun kelompok perlakuan harus dikorbankan dan selanjutnya
dilakukan pengamatan secara makropatologi pada setiap organ maupun
jaringan, serta dilakukan pemeriksaan hematologi, biokimia Klinis, dan

histopatologi.
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2.8 Pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE)

Pewarnaan adalah proses pewarnaan pada jaringan untuk
mempermudah pengamatan menggunakan mikroskop dan membedakan
berbagai bagian jaringan, seperti inti sel dan sitoplasma. Salah satu metode
pewarnaan yang sering digunakan adalah Hematoxylin-Eosin, karena metode
ini sangat mudah digunakan dan dapat menunjukkan struktur jaringan yang
berbeda dengan jelas. Metode ini melibatkan dua pewarna, yaitu Hematoxylin
dan Eosin. Hematoxylin adalah pewarna basa yang berikatan dengan struktur
asam dalam sel seperti DNA atau RNA dan memberikan warna biru
keunguan. Sedangkan Eosin bersifat asam dan bermuatan negatif. Eosin
berikatan dengan struktur basa dalam sel yang memberikan beberapa corak
pada jaringan dan coraknya memberikan warna merah pada jaringan (Asyah
et al., 2024).

Hematoxylin-Eosin - memiliki fungsi pewarnaan ganda, fungsi
memungkinkan pengenalan komponen jaringan tertentu dengan cara
memulasnya secara diferensial dan dapat mewarnai dengan tingkat atau yang
menghasilkan derajat warna berbeda. Kelebihan dari- metode ini cepat
dilakukan, murah, dan dapat diubah. Namun kekurangan dari metode ini
Hematoxylin dan Eosin tidak efisien karena tidak semua fitur suatu zat dapat

diterima dan pewarnaan khusus harus digunakan (Alturkistani et al., 2015).
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2.9 Marmut

Sumber :Hickman et al., (2017,Gambar 2.6)
Gambar 2. 6 Marmut
Marmut (Cavia porcellus) memiliki Klasifikasi secara taksonomi
sebagai berikut :
Kingdom : Animalia
Divisi : Chordata

Kelas “Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Caviidae

Genus  : Cavia

Spesies : Cavia porcellus

Marmut (Cavia | porcellus)adalah ~-hewan -pengerat yang umum
digunakan dalam penelitian. marmut berasal dari daerah pegunungan dan
padang rumput di sepanjang pegunungan Andes di Amerika Selatan. Marmut
adalah herbivora kecil, kekar, tidak menggali, dan hidup di senja hari dengan
kaki pendek dan sedikit atau tidak ada ekor (Hickman et al., 2017). Memiliki
berat sekitar 350 -1000 g. Ada beberapa jenis marmut dengan warna (putih,
hitam, cokelat, merah, belang-belang, dan merah kecokelatan) dan bulu.
Mereka mungkin berwarna tunggal, ganda, atau tiga warna dan memiliki bulu
pendek yang teratur, bulu yang lebih panjang yang tersusun melingkar, bulu
lurus panjang , atau bulu halus sedang. Marmut telah digunakan sebagai
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subjek eksperimen penelitian karena sifatnya yang jinak dan lembut (Shomer
etal., 2015).
2.10 Analisis data

2.10.1 Uji shapiro-wilk

Uji Normalitas shapiro-wilk adalah uji yang dilakukan untuk
mengetahui sebaran data acak suatu sampel kecil yaitu tidak lebih dari 50
sampel. Sehingga disarankan untuk menggunakan uji shapiro wilk untuk
sampel data kurang dari 50 sampel (N < 50). Dalam pengujian, suatu data
dikatakan berdistribusi normal apabila nilai signifikansi >0.05 (p > 0.05) dan
tidak terdistribusi normal apabila nilai signifikansi <0.05 (p < 0.05) (Suardi,
2019).

2.10.2 Uji levene

Uji levene adalah uji homogenitas yang dilakukan untuk mengetahui
apakah kedua kelompok sampel memiliki kesamaan karakteristik (homogen)
atau tidak. Uji Levene digunakan untuk menganalisis homogenitas varians
yang melibatkan dua kelompok data atau lebih. Kriteria pengujian yang
digunakan dalam uji Levene ini adalah apabila nilai p < 0,05 maka kelompok
data dikatakan memiliki varians yang tidak homogen (HO ditolak).
Sebaliknya apabila nilai p > 0,05 maka kelompok data dikatakan memiliki
varians yang-homogen (HO diterima) (Putra et al., 2019).

2.10.3 Uji parametrik

One-Way Analysis of Variance (ANOVA) biasanya digunakan untuk
menguji rata-rata/pengaruh perlakuan dari suatu percobaan yang
menggunakan satu faktor, dimana satu faktor tersebut memiliki tiga atau lebih
kelompok. Disebut satu arah karena peneliti dalam penelitiannya hanya
berkepentingan dengan satu faktor saja atau juga dapat dikatakan One-Way
Anova (analisis ragam satu arah) mengelompok data berdasarkan satu kriteria
saja (Marpaung et al., 2017).
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2.10.4 Uji non parametrik

Uji Kruskal-Wallis merupakan uji non parametrik yang digunakan
untuk mengukur ada tidaknya perbedaan nilai rata-rata lebih dari dua
kelompok sampel yang saling independent atau tidak berhubungan/tidak
berpengaruh satu sama lain. Uji Kruskal-Wallis biasa digunakan pada
penelitian desain comparison(perbandingan). Uji Kruskal-walis merupakan
uji khusus yang membedakannya dengan uji-uji parametrik dimana datanya
harus normal dan homogen. Uji Kruskal-Wallis digunakan untuk menguiji
hipotesis nol bahwa k sampel bebas berasal dari populasi yang sama (Rozi &
Maulidiya, 2022).

2.11 Kerangka Konseptual

2.11.1 Kerangka teori

Uji Toksisitas Dermal

v v
Uji Toksisitas Akut dermal Uji  Toksisitas Subkronis
berujuan untuk  memilad bermyuan untuk mentls efek

potenss  efek  tokstk  suat
bahan  setelah  satu  kali
paparan melalw kulit selama
14 han

paparan  berulang  selama
janghka  woktu  menengah
Tetbagy menjach 2
berdasarkan lama penguysan

"

|

[
v

U Toksasatas Subkroms
singkat dermal (28 han)

v

Up Toksiatas Subkroms
dermal (90 han)

- X

manmut

Knm kombinas: ekstrak bush dan daun banang-banang memilik
potenss sebagm tabir surya melalus pengupan secara tn vivo pada

dalakukan up kluuk

ugt toksisitas dermal diperlukan untuk mengetabw tokswatas yang
ditimbulkan dan knm ekstrak daun dan buah banang-banang sebelum

A
I Jumlah Sel Langerhans

Gambar 2. 7 Kerangka Teori
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tokuisitas subkromis singkat dermal
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2.11.2 Kerangka konsep

Faktor Internal

I Umur memut |
2. Berat Badan
1 Jewus marmut |

Keterangan

2.12 Hipotesis

Banis knm tanpa Krum ekstrak etanol Kiitn ekatrak etanol Krum ekstrak etanol
ekstrak etanol buah buah dan daun buah dan daun buabs dan daun
dan daun banang banang-banang banang-banang banang-banang dosis
banang donis 200 mp'kgBB dosis 500 my'kgBB 1000 mg kgBB
Kulit punggung Kulet punggung Kulit pungguog
Kulst punggung marmun dsoleskan matmut droleskan marmut dsoleskan
martnut diokeskan krum ekstrak etanol krum ekstrak etano) Krun ekstrak etanol
basis knm buah dan daun buah dan daun buzh dan daun
banang-banang dosa bamang-banang doss barang-banang doans
200 mpkgBB 1000 my kBB

500 mp'kgBB

Tolesisitas subkronss ssngkat dermal teshadap
yumlah sei langerhans pada kulit marmat

= Dikendalikan pada saat rancangan penelitian

= Dianalisis pada saat rancangan penelitian

Gambar 2. 8 Kerangka Konsep
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Faktor Eksterual

1 Koodisi
kandang

2 Pakan

3 Karskteristik
daun dan beah

1. Krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang

(Xylocarpus granatum J. Koenig) diduga tidak menimbulkan toksisitas

terhadap kulit marmut (Cavia porcelus) dilihat dari Jumlah sel langerhans

2. Krim kombinasi ekstrak daun banang-banang (Xylocarpus granatum
J.Koenig) dosis 200mg/KgBB, 500mg/KgBB, 1000mg/KgBB diduga

tidak menimbulkan toksisitas terhadap kulit marmut (Cavia porcelus)

dilihat dari Jumlah sel langerhans
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3.1 Bahan

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini antara lain, buah dan daun
banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) yang diperoleh dari Taman
Hutan Raya (TAHURA) Ngurah Rai, trietanolamin(TEA), asam stearate, setil
asel langerhansohol, gliserin, metil paraben (nipagin), propil paraben
(nipasol), aquades, reagen Hematoxylin-Eosin (HE), etanol 60%, 70%, 80%,
90%, 96%, alkohol absolut , larutan xylol; paraffin cair, pakan marmut

3.2 Alat dan Instrumen

Alat dan Instrumen yang digunakan pada penelitian ini antara lain, oven
(Memmert), blender (Philips HR2116), timbangan analitik (Ohaus), gelas
ukur (Pyrex®), labu ukur (Pyrex®), erlenmeyer (Pyrex®), beaker glass
(Pyrex®), pipet tetes, batang pengaduk, mortar, stamper, rotary evaporator
(Buchi R-300), kandang marmut, alat cukur (Gillette goal). Peralatan yang
digunakan untuk membuat histologi antara lain, alat mikrotom, objek glass
(Sail brand-Microscope slides), cover glass dan mikroskop

3.3 Rancangan Penelitian
3.3.1 Desain penelitian

Penelitian “ini- adalahpenelitian “eksperimental ‘dengan rancangan
penelitian randomized posttest only control group design. Penelitian ini
menggunakan 5 kelompok yang terdiri dari 1 kelompok kontrol negatif, 1
kelompok kontrol normal (tanpa perlakuan) dan 3 kelompok perlakuan yaitu
kelompok perlakuan 1 diberikan krim kombinasi ekstrak buah dan daun
banang-banang dengan dosis 200mg/kgBB, kelompok perlakuan 2 diberikan
krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang dengan dosis
500mg/kgBB, kelompok perlakuan 3 diberikan krim kombinasi ekstrak buah
dan daun banang-banang dengan dosis 1000mg/kgBB.
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Dari desain penelitian ini efek dari perlakuan terhadap variabel
dependent (terikat) diuji dengan cara membandingkan keadaan variabel

dependent pada kelompok uji dengan kelompok kontrol.

K- 0l

h 4

KN

03

04

P3

h 4

TILTIT

Gambar 3. 1 Desain Penelitian

Keterangan:

P : Populasi

S : Sampel

R : Randomasi

K- : Kontrol negatif yang diberikan basis krim

KN : Kontrol Normal (tanpa perlakuan)

P1 . Perlakuan 1 (tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-
banang dosis 200mg/kgBB)

P2 . Perlakuan 2 (tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-
banang dosis 500mg/kgBB)

P3 . Perlakuan 3 (tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-
banang dosis 1000mg/kgBB)

O1-5 : Observasi posttest terhadap jumlah sel langerhans setelah 28 hari

perlakuan
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3.4 Variabel dan Definisi Operasional Variabel
3.4.1 Variabel penelitian

1. Variabel bebas (independent) adalah variabel yang mempengaruhi
variabel dependen (terikat), baik yang pengaruhnya positif maupun yang
pengaruhnya negatif. Variabel bebas pada penelitian ini adalah krim
kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang dengan dosis 200, 500,
1000 mg/kgBB

2. Variabel terikat (Dependen) adalah variabel yang dipengaruhi atau
menjadi akibat adanya variabel bebas (variabel independent). Variabel
terikat pada penelitian ini adalah jumlah sel langerhans pada kulit marmut

3. Variabel kontrol adalah variabel yang dikendalikan sehingga pengaruh
variabel bebas terhadap variabel terikat tidak dipengaruhi oleh faktor luar
yang tidak diteliti. Variabel kontrol pada penelitian ini adalah kondisi
kandang, pakan, karakteristik daun dan buah banang-banang, umur, berat
badan dan jenis marmut.

3.4.2 Definisi operasional variabel

1. Uji toksisitas subkronis singkat dermal merupakan pengujian untuk
mengetahui efek toksik dari suatu sediaan terhadap kulit. Pada penelitian
ini uji toksisitas subkronis singkat dermal 28 hari dilakukan selama 28
hari, krim diberikan setiap 6 jam sekali selama 28 hari.

2. Karakteristik buah. banang-banang yang digunakan dalam kondisi fisik
baik, tidak busuk, tidak berlubang dan bewarna buah coklat kehijauan.

3. Karakteristik daun banang-banang yang digunakan dalam kondisi fisik
baik, tidak ada lubang, tidak ada bercak atau bintik, dan daun berbentuk
bulat oval dengan warna daun hijau tua.

4. Krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang
merupakan krim yang mengandung kombinasi ekstrak buah dan daun
banang-banang, krim tipe minyak dalam air (M/A) dengan konsentrasi

yang dibuat adalah 15%. Dosis pemberian krim tabir surya kombinasi
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ekstrak daun dan buah banang-banang yaitu 200mg/kgBB, 500mg/kgBB,
1000mg/kgBB

5. Sel langerhans adalah sel penyaji antigen-Presenting Cell (APC) pada
epidermis kulit,

6. Marmut sehat adalah marmut yang bergerak aktif, bebas luka atau cedera
dan memiliki bulu yang mengkilap

7. Marmut sakit adalah marmut yang cenderung diam atau tidak aktif
bergerak, dan memiliki luka di beberapa bagian tubuhnya.

3.5 Populasi dan Sampel
3.5.1 Populasi

Pada penelitian ini, populasi yang digunakan adalah marmut (Cavia
porcellus) jantan dan betina.
3.5.2 Sampel

Sampel pada penelitian ini dipilih secara acak (random) dari populasi
dengan kriteria sebagai berikut:
a. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah marmut (Cavia porcellus)
jantan dan betina yang berusia 11-13 minggu dengan berat badan 300-
350 gram.
b. Kriteria Eksklusi
Kriteria eksklusi pada penelitian ini adalah marmut yang sakit.
c. Kriteria Drop Out
Kriteria drop out pada penelitian ini adalah marmut yang mati saat
penelitian.

3.5.3 Besar sampel penelitian

Penentuan jumlah sampel dalam penelitian ini dihitung berdasarkan
perhitungan sample size casel langerhansulation in animal studies dengan
menggunakan rumus sebagai berikut:

Minimum N = minimum n x k

Maximum N = maximum n x k
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Untuk menghitung minimum dan maximum dari nilai n menggunakan

rumus berikut:

Minimum N = 1k—0+ 1

Maximum N = Zk—o +1
Keterangan:
N: Jumlah total subjek
n: Jumlah subjek dalam 1 kelompok perlakuan
k: Banyaknya kelompok perlakuan
Berdasarkan persamaan (3.2) maka jumlah subjek dalam 1 kelompok
perlakuan adalah:
Minimum N = }kﬂ+ 1

10
= ?+ 1 =3 ekor marmut

. 20
Maximum N = > +1

20
AN\ 4 + 1 =5 ekor marmut

Jumlah sampel yang diambil dalam 1 kelompok perlakuan adalah 3
ekor marmut dalam 1 kali perlakuan. Penentuan besar sampel dihitung
berdasarkan persamaan (3.1):

Minimum N = minimum n x k
= 3 x 5 =15 ekor marmut
Maximum N = maximum n x K

=5 x 5 =25 ekor marmut

Besar sampel yang diambil dalam nilai minimum penelitian adalah
sebanyak 15 ekor marmut. Untuk memastikan jumlah sampel dalam setiap
kelompok genap, karena sampel terdiri dari marmut jantan dan betina maka
diperlukan penambahan 1 ekor marmut per kelompok.sehingga besar sampel
yang diambil oleh peneliti adalah sebanyak 30 ekor marmut. Pengunaan
sampel jantan dan betina, untuk mengambarkan respons biologis terhadap
perlakuan (Arifin & Zahiruddin, 2017).



29

3.6 Lokasi dan Waktu Penelitian
3.6.1 Lokasi penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi Fakultas
Farmasi Universitas Mahasaraswati Denpasar dan Laboratorium Fakultas
Kedokteran Hewan.
3.6.2 Waktu penelitian

Tabel 3. 1 Jadwal Kegiatan Penelitian

Waktu Pelaksanaan Kegiatan Penelitian
Kegiatan (Bulan/Tahun)
08/24 | 09/24 | 10/24 | 11/24 | 12/24 | 01/25

Penyusunan proposal ~ (Tugas
Akhir 1)

Pengumpulan bahan

Pembuatan ekstrak

Pembuatan krim tabir surya

Pungujian toksisitas  subkronis
singkat dermal 28 hari dan

analisis data

Penyusunan Skripsi (Tugas Akhir
2)

3.7 Prosedur Kerja
3.7.1 Pembuatan simplisia

Buah dan daun banang-banang yang digunakan untuk pembuatan krim
ekstrak kombinasi buah dan daun banang-banang dipetik dari Kawasan
Taman Hutan Raya Ngurah Rai, Denpasar Selatan, Kota Denpasar. Buah
yang dipilih mempunyai bentuk bulat, kondisi fisik baik, tidak busuk, tidak
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berlubang dan berwarna buah coklat kehijauan. Daun yang dipilih memiliki
kondisi fisik baik, tidak ada lubang, tidak ada bercak atau bintik, dan daun
berbentuk bulat oval dengan warna daun hijau tua. Buah dan daun banang-
banang yang telah dikumpulkan disortasi basah dan dicuci untuk
menghilangkan pengotor. Daun banang-banang dipotong menjadi 2 bagian
sedangkan buah banang-banang dipotong menjadi irisan tipis, lalu
dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 45°C selama 4 hari untuk buah
dan 2 hari untuk daun (Adnyani, 2024). Simplisia buah dan daun banang-
banang dikatakan kering bila dapat dipatahkan sampai patahan tersebut
hancur. Simplisia di sortasi - kering untuk untuk menghilangkan dan
memisahkan pengotor lain yang masih tertinggal dalam simplisia kering.
Hasil sortasi kemudian dihaluskan menggunakan blender sehingga
menghasilkan serbuk buah dan daun banang-banang.
3.7.2 Pembuatan ekstrak

Pembuatan ekstrak dilakukan menggunakan metode ultrasonic.
Sebanyak 150 g serbuk simplisia buah dan daun kemudian diambil 900 ml
(perbandingan simplisia dengan etanol 80% adalah 1:6) lalu dimasukkan ke
dalam beaker glass yang berisi serbuk simplisia. Ekstraksi dilakukan
menggunakan metode ultrasonic dengan alat elmasonik dengan suhu 40°C
selama 10 menit, setelah di elmasonik didiamkan selama 1 hari (Evy Ernawati
& Adella Hayu Erliana, 2018). Proses penyaringan dilakukanmenggunakan
kertas saring Whatman. Filtrat yang telah didapatkan ditampung pada toples
kaca yang ditutupi aluminium foil. Proses selanjutnya dilakukan remesarari
sebanyak 2 kali dengan pelarut etanol 80%. Filtrat yang diperoleh dievaporasi
pada suhu 40°C untuk menghilangkan pelarut yang terdapat di dalam filtrat
sehingga didapat ekstrak kental. Evaporasi dapat dihentikan ketika pelarut
sudah menguap yang ditandai dengan berhentinya tetesan uap dari pelarut.
Ekstrak kental yang diperoleh kemudian dihitung persentase rendemennya

menggunakan rumus berikut :

Berat ekstrak (g)

Persentase Rendemen = —
Berat simplisia (g)



3.7.3 Pembuatan Krim

Tabel 3. 2 Formula Krim Kombinasi Ekstrak Buah dan Daun Banang-banang
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Nama Bahan Konsentrasi (15 %) Fungsi
Ekstrak buah 7,5 Zat Aktif
Ekstrak daun 7,5 Zat Aktif
Asam stearat 8 Emulgator
Setil Alkohol 4 Emulgator, stiffening
agent
Propil Paraben 0,02 Pengawet
(Nipasol)
Metil Paraben 0,2 Pengawet
(Nipagin)
TEA 1 Alkalizing agent
Propilen glikol 20 Pelarut
Gliserin 4 Emoilen, humektan
Aquades Ad 100 Pelarut

(Puspita, 2023)

Prosedur pembuatan sediaan krim tabir surya dari kombinasi ekstrak

buah dan daun banang-banang sebagai berikut :

1. Disiapkan dan ditimbang masing-masing bahan sesuai dengan formula

2. Dipisahkan bahan fase minyak (asam stearat, setil alkohol dan propil
paraben) dan fase air (TEA, propilen glikol, gliserin, metil paraben dan
aquades).

3. Bahan fase minyak (asam stearat, setil alkohol) dimasukan ke dalam
beaker glass kemudian dilebur pada suhu 70°C menggunakan waterbath.

4. Pada wadah terpisah metal paraben dan propil paraben dilarutkan dengan
aquades, kemudian tambahkan bahan fase air (TEA, propilen glikol,
gliserin) kemudian dilebur diatas waterbath hingga suhu 70°C

5. Fase minyak dimasukan ke dalam fase air diatas waterbath, aduk hingga

terbentuk emulsi krim
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6. Emulsi krim dimasukan kedalam mortir panas dan gerus hingga terbentuk
basis krim kemudian timbang.
7. Pada mortir lain ekstrak dilarutkan dengan propilen glikol sebanyak 15
gram lalu gerus hingga larut
8. Basis krim ditambahkan sedikit demi sedikit ke dalam larutan ekstrak
hingga ekstrak bercampur dengan basis krim.
9. Setelah homogen, krim kombinasi buah dan daun banang-banang
dimasukan ke dalam pot plastik dan diberi label.
3.7.4 Uji mutu fisik sediaan krim
a. Uji organoleptik
Uji organoleptik sediaan krim dilakukan dengan cara pengamatan
secara visual terhadap sediaan, yaitu pengamatan terhadap warna, bentuk
dan bau krim (Suena et al., 2022).

b. Uji homogenitas
Uji homogenitas krim dilakukan dengan cara 1 gram sediaan krim

dioleskan pada kaca objek, kemudian dikatupkan dengan kaca objek yang
lainnya untuk diamati homogenitasnya. Apabila tidak terdapat butiran-
butiran kasar di atas kaca objek tersebut maka krim yang diuji homogen.
Pengujian homogenitas dilakukan sebanyak 3 kali pada setiap formula
sediaan yang dibuat (Suena et al., 2022).

c. Uji daya sebar
Sediaan krim diletakkan pada kaca berukuran 10 x 10 cm2, diambil

krim hingga menutupi permukaan kaca. Ditutupi dengan kaca lain yang
berukuran sama, selanjutnya diberikan beban 1000 gram selama 5 menit.
Kaitkan kaca bagian atas yang berisi sampel krim dengan alat pengujian
daya sebar yang telah diberi beban 120 gram. Waktu yang dihasilkan untuk
memindahkan kaca melintasi jarak 10 cm menjadi nilai daya sebar sediaan
krim. Perhitungan daya sebar krim dapat menggunakan rumus sebagai
berikut:

Keterangan:
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: Daya sebar krim (g.m/s)

: Massa yang diberikan pada kaca (120 gram)
: Panjang kaca (10 cm = 10 x 10 cm2)

: Waktu (detik)

Uji daya sebar sediaan krim dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali

- 2w

pada setiap formula sediaan yang dibuat (Suena et al., 2022).
d. UjipH
Pengujian pH dilakukan dengan menimbang 1 gram sediaan krim dan
dilarutkan pada 10 mL aquades. Kertas pH indikator universal dicelupkan
pada larutan sediaan krim hingga mengalami perubahan warna. Warna yang
kemasan pH indikator universal. Sediaan krim yang baik memiliki pH
sesuai dengan pH kulit yaitu berkisar pada pH 4,5-6,5 (Suena et al., 2022).

3.7.5 Preparasi hewan coba

Hewan coba pada penelitian ini menggunakan marmut sebanyak 30
hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan. Tiap kelompok terdiri dari
3 ekor marmut jantan dan 3 ekor marmut betina yang berusia 11-13 minggu
dengan 300-350 ¢g. Marmut ditempatkan dalam kandang dengan suhu ruang
dan pencahayaan yang cukup. Masa adaptasi marmut selama 7 hari sebelum
diberikan perlakuan.

3.7.6 Pengujian toksisitas subkronis singkat dermal 28 hari

Pengujian toksisitas subkronis singkat dermal 28 hari dilakukan dengan
prosedur sebagai berikut:

1. Dilakukan adaptasi terhadap marmut selama 7 hari.

2. Marmut dipilih secara acak menjadi 5 kelompok perlakuan dengan
masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor marmut, 5 kelompok
perlakuan tersebut antara lain:

K- : Kontrol negatif diberikan basis krim
KN : Kontrol Normal (tanpa Perlakuan)
P1 :Perlakuan 1 (Diberikan krim kombinasi ekstrak buah dan daun

banang banang dengan dosis 200mg/kgBB)
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P2 :Perlakuan 2 (Diberikan krim kombinasi ekstrak buah dan daun
banang banang dengan dosis 500mg/kgBB)

P3 : Perlakuan 3 (Diberikan krim kombinasi ekstrak buah dan daun
banang banang dengan dosis 1000mg/kgBB)

3. Dilakukan pencukuran bulu marmut pada semua kelompok perlakuan di
bagian punggungnya dengan diameter 6x6 cm. Pencukuran dilakukan
kira-kira 24 jam sebelum pemberian sediaan uji. Pengulangan pencukuran
dilakukan dalam jangka waktu satu minggu.

4. Marmut dioleskan krim tabir surya ekstrak buah dan daun banang-banang
menggunakan tangan secara merata pada permukaan kulit marmut selama
6 jam per hari kemudian ditutup dengan selaput tipis (dressing) dan
dibalut dengan pembalut elastis

5. Proses selanjutnya, setelah 6 jam paparan, sediaan uji dibersihkan dari
kulit. Pastikan marmut tidak dapat memakan pembalut elastis dan tidak
menghambat pergerakan hewan uji. Sediaan uji diberikan setiap hari, 7
hari dalam seminggu selama 28 hari

6. Diberikan perlakuan selama 28 hari, dipilih 3 ekor marmut yang akan
diambil jaringan kulitnya. Marmut yang telah dipilih kemudian di
euthanasia dengan injeksi ketamine dosis berlebih 100 mg/kgBB secara
intraperitoneal (Friama et al., 2021). Marmut yang telah di euthanasia
kemudian diambil jaringan kulitnya seluas 1x1 cm dengan ketebalan Kira-
kira 2 mm. Setelah itu, marmut dikubur dengan layak sebagai tanda
penghormatan (Prabowo et al., 2021).

3.7.7 Pembuatan preparat histopatologi dan pewarnaan HE

Pembuatan preparat menggunakan metode paraffin blok dengan teknik
pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE). Tahapan ini dibagi menjadi 8 tahapan
yaitu pengambilan bahan, fiksasi, dehidrasi, penjernihan (clearing),
pengeblokan, penyayatan (section), pewarnaan (Staining), penutupan
(mounting) (Apriani et al., 2023; Nubatonis et al., 2015). Prosedur pembuatan

Preparat Histopatologi dan Pewarnaan HE dapat dilihat pada lampiran 1.
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3.7.8 Pengamatan histopatologi Jumlah sel langerhans

Setiap preparat diamati menggunakan mikroskop Olympus CX42 dan
difoto dengan kamera Optilab Pro dengan perbesaran 400x. Jumlah sel
langerhans ditentukan dengan cara menghitung manual sel langerhans pada
lima lapang pandang pada masing-masing preparat secara numerik (Hidayati
etal., 2015, Lietal., 2021).

3.8 Pengolahan dan Analisis Data

Data yang sudah diperoleh diuji secara statistika dengan menggunakan
program IMB SPSS 22 dengan taraf kepercayaan 95%. Data hasil penelitian
diuji normalitasnya untuk mengetahui data terdistribusi dengan normal atau
tidak menggunakan uji Saphiro-wilk karena jumlah sampel yang akan
digunakan < 50. Data yang terdistribusi normal jika nilai signifikansi (p) >
0,05, akan dilanjutkan dengan uji homogenitas data menggunakan uji Levene.
Jika data memiliki varian sama ditunjukkan dengan nilai signifikansi (p) >
0,05, maka dilanjutkan dengan menggunakan statistik parametrik One Way
ANOVA. Uji ini digunakan untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan
bermakna paling tidak dari 2 kelompok perlakuan. Kemudian dilanjutkan
dengan uji tukey jika terdapat perbedaan bermakna.

Jika data hasil uji normalitas Saphiro-wilk tidak terdistribusi normal
ditunjukan dengan nilai signifikansi (p) < 0,05, maka dilanjutkan dengan uji
homogenitas, kemudian dilanjutkan dengan uji Kruskal-Wallis untuk
mengevaluasi perbedaan rerata Jumlah sel langerhans antar kelompok. Hasil
dinyatakan terdapat perbedaan bermakna apabila nilai signifikansi (p)<0,05.
Uji dilanjutkan menggunakan Uji Mann-Whitney untuk mengetahui adanya

perbedaan kelompok.



BAB IV
HASIL PENELITIAN

4.1 Hasil Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman banang-banang telah dilakukan oleh Pertiwi (2022)
di Laboratorium Karakterisasi Kebun Raya “Eka Karya” Bali-BRIN. Hasil
determinasi menunjukkan bahwa jenis tanaman yang digunakan pada
penelitian ini adalah Xylocarpus granatum J.Koenig dengan klasifikasi sebagai
berikut:

Kingdom : Plantae (Tanaman)

Subkingdom : Tracheovionta (Tanaman berpembuluh)
Subdivisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tanaman berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (Berkeping dua/dikotil)
Subkelas : Rosidae

Ordo : Sapindales

Suku : Maliaceae

Marga : Xylocarpus

Jenis : Xylocarpus granatum J.Koenig

4.2 Hasil Persentase Rendemen

Serbuk simplisia buah dan daun banang-banang (Xylocarpus granatum
J. Koenig) diekstraksi menggunakan metode ultrasonik pada frekuensi 50-60
kHz. Gelombang ultrasonik dapat meningkatkan permeabilitas sel sehingga
dinding sel tanaman menjadi rusak dan pecah (Puspita,.et al, 2024). Ekstrak
kental daun yang diperoleh sebanyak 30,67 gram dengan persentase rendemen
sebesar 20,45% dan ekstrak kental buah sebanyak 49 gram dengan persentase
sebesar 32,67%.

36
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4.3 Hasil Pengujian Mutu Fisik Sediaan Krim

Pengujian mutu fisik pada sediaan krim dilakukan untuk mengetahui
kualitas sediaan krim yang telah dibuat. Evaluasi mutu fisik sediaan krim
meliputi uji organoleptik, uji homogenitas, uji daya sebar dan uji pH. Hasil
pengujian mutu fisik sediaan krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-

banang dapat dilihat pada tabel 4.1

Tabel 4. 1 Hasil Uji Mutu Fisik Krim Buah dan Daun Banang-banang

No Uji Mutu Fisik Krim Konsentrasi 15%
1. | Organoleptis | Warna Hijau Kecoklatan
Bau Khas ekstrak krim buah dan daun banang-
banang

Bentuk Semi padat
2. | Homogenitas Homogen
3. | Daya Sebar (g.m/s) 4,13 g.m/s.
4. | pH )

4.4 Hasil Pengamatan Berat Badan Marmut

Berat badan marmut ditimbang setiap pagi hari sebelum diberikan
perlakuan selama 28 hari (4 minggu). Berikut hasil pengamatan berat badan

marmut yang ditunjukan pada gambar 4.1 dan tabel 4.2
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m Minggu 1

B Minggu 2

Minggu 3
Minggu 4

Gambar 4. 1 Rata-rata Berat Badan Marmut Tiap Kelompok

Tabel 4. 2 Berat Badan Marmut pada Uji Toksisitas Subkronis 28 hari

Kelompok Rerata +SD
Minggu 1 Minggu 2 Minggu 3 Minggu 4
KN 346,50+3,27 | 368,83+£3,06 | 386,83+9,53 | 404,66+10,55
K- 318,33+16,69 | 339,00+16,32 | 353,66+17,64 | 370,00+16,24
P1 (200 mg/KgBB) 328,33+9,77 | 348,16+10,96 | 364,33+10,09 | 377,66+9,89
P2 (500 mg/KgBB) 323,83+5,81 | 345,00+£7,45 | 361,50+13,11 | 385,33+12,09
P3 (1000 mg/KgBB) | 345,16+4,16 | 381,50+5,89 | 398,50+8,54 | 414,1646,61

4.5 Hasil Analisis Statistika Berat Badan Marmut

Berdasarkan hasil uji normalitas menunjukan bahwa data berat badan

marmut terdistribusi normal yang ditandai dengan nilai signifikansi (p)>0,05.

Hasil dari pengujian normalitas disajikan pada tabel 4.3.

Tabel 4. 3 Hasil Uji Normalitas Berat Badan Marmut

Kelompok Perlakuan

Signifikansi (p)

Kelompok Normal

Minggu 1 0,648
Minggu 2 0,846
Minggu 3 0,274
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Minggu 4 0,244

Kelompok Negatif Minggu 1 0,146
Minggu 2 0,673

Minggu 3 0,435

Minggu 4 0,333

Kelompok Perlakuan 1 Minggu 1 0,113
Minggu 2 0,092

Minggu 3 0,126

Minggu 4 0,228

Kelompok Perlakuan 2 Minggu 1 0,126
Minggu 2 0,134

Minggu 3 0,095

Minggu 4 0,231

Kelompok Perlakuan 3 Minggu 1 0,743
Minggu 2 0,128

Minggu 3 0,796

Minggu 4 0,424

Hasil uji Repeated Measures ANOVA diperoleh nilai signifikansi (p)

<0,05, hal ini menunjukan bahwa paling tidak terdapat dua pengukuran yang

mempunyai berat badan yang berbeda signifikan pada tiap kelompok. Hasil

dari pengujian Repeated Measures ANOVA disajikan pada tabel 4.4.

Tabel 4. 4 Hasil Uji Repeated Measures ANOVA Berat Badan Marmut

Kelompok Perlakuan

Signifikansi (p)

Kelompok Normal 0,003
Kelompok Negatif 0,000
Kelompok Perlakuan 1 0,000
Kelompok Perlakuan 2 0,001
Kelompok Perlakuan 3 0,000
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Hasil uji post hoc paired wise comparison menunjukan bahwa terdapat

perbedaan bermakna berat badan marmut tiap minggunya dengan nilai

signifikansi < 0,05. Hasil uji post hoc paired wise comparison disajikan pada

tabel 4.5.

Tabel 4. 5 Hasil Uji Post Hoc Paired Wise Comparison
Kelompok Pengukuran Berat Perbedaan Signifikansi (p)
Perlakuan Badan Rerata

Minggu 1 vs minggu 2 22,333 0,000
Minggu 1 vs minggu 3 40,333 0,000
KN Minggu 1 vs minggu 4 58,167 0,000
Minggu 2 vs minggu 3 18,000 0,013
Minggu 2 vs minggu 4 35,833 0,001
Minggu 3 vs minggu 4 17,833 0,021
Minggu 1 vs minggu 2 20,667 0,000
Minggu 1 vs minggu 3 35,333 0,000
K- Minggu 1 vs minggu 4 51,667 0,000
Minggu 2 vs minggu 3 14,667 0,001
Minggu 2 vs minggu 4 31,000 0,000
Minggu 3 vs minggu 4 16,333 0,000
Minggu 1 vs minggu 2 19,833 0,000
Minggu 1 vs minggu 3 36,000 0,000
P1 Minggu 1 vs minggu 4 49,333 0,000
Minggu 2 vs minggu 3 16,167 0,000
Minggu 2 vs minggu 4 29,500 0,000
Minggu 3 vs minggu 4 13,333 0,000
Minggu 1 vs minggu 2 21,167 0,000
Minggu 1 vs minggu 3 37,667 0,000
P2 Minggu 1 vs minggu 4 61,500 0,000
Minggu 2 vs minggu 3 16,500 0,009
Minggu 2 vs minggu 4 40,333 0,000
Minggu 3 vs minggu 4 23,833 0,000
Minggu 1 vs minggu 2 36,333 0,000
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Minggu 1 vs minggu 3 53,333 0,000
P3 Minggu 1 vs minggu 4 69,000 0,000
Minggu 2 vs minggu 3 17,000 0,013
Minggu 2 vs minggu 4 32,667 0,000
Minggu 3 vs minggu 4 15,667 0,001

4.5 Hasil Sel Langerhans pada Epidermis Marmut

Hasil pemeriksaan histopatologi dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin
(HE) menunjukkan adanya sel langerhans kulit marmut, yang ditandai dengan
bentuk bulat berwarna bening. Jumlah sel langerhans dihitung secara manual
pada lima lapang pandang mikroskopis. Rata-rata jumlah pada sel langerhans
pada tabel 4.6.

Tabel 4. 6. Rata-Rata Jumlah Sel Langerhans

Marmut Jumlah Sel Langerhans
KN K- P1 P2 P3
1 1,00 3,00 1,00 6,00 8,00
2 1,00 1,00 2,00 5,00 2,00
3 1,00 3,00 2,00 2,00 5,00
4 2,00 3,00 3,00 4,00 4,00
5 1,00 1,00 4,00 1,00 9,00
6 2,00 1,00 4,00 2,00 3,00
Rata-rata | 1,33+0,51 | 2,00£1,09 | 2,66+1,21 | 3,33+1,96 | 5,16+2,78

Hasil pengamatan histopatologi sel langerhans pada sel epidermis

marmut menggunakan pewarnaan HE dapat dilihat pada gambar 4.3
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Perlakuan 1

Perlauan 3

Gambar 4. 2 Hasil Histopatologi Sel Langerhans
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4.6 Hasil Analisis Statistika Jumlah Sel Langerhans pada Sel Epidermis

Marmut

Hasil uji normalitas menunjukan nilai signifikansi (p) untuk jumlah sel

langerhans pada kelompok perlakuan, hasil disajikan pada tabel 4.7. Hasil pada

tabel menunjukan bahwa, jumlah sel langerhans tidak berdistribusi normal,

dengan nilai p < 0,05.

Tabel 4. 7 Hasil Uji Normalitas Jumlah Sel Langerhans

Kelompok Perlakuan

Signifikansi (p)

Kontrol Normal 0,01
Kontrol Negatif 0,004
Perlakuan 1 0,415
Perlakuan 2 0,557
Perlakuan 3 0,540

Pengujian dilanjutkan dengan uji non. parametrik yaitu uji Kruskal-

Wallis. Hasil uji Kruskal-Wallis diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,019, hal

ini menunjukan bahwa paling tidak terdapat dua kelompok yang berbeda

signifikan, karena nilai p < 0,05. Hasil pengujian Kruskal-Wallis disajikan pada

tabel 4.8.

Tabel 4. 8 Hasil Uji Kruskal-Wallis Jumlah Sel Langerhans

Jumlah Sel
Langerhans

Kelompok Perlakuan

n

Signifikansi (p)

Kontrol Normal

Kontrol Negatif

Perlakuan 1

0,019

Perlakuan 2

Perlakuan 3

DO OO OO O

Pengujian dilanjutkan dengan uji mann-whitney untuk melihat perbedaan

signifikan antara masing-masing kelompok. Adanya perbedaan jumlah sel

langerhans anatar kelompok ditandai dengan tanda bintang (*) dan memiliki
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nilai signifikansi < 0,05 yang berarti terdapat perbedaan signifikan antara

masing-masing kelompok. Hasil uji mann whitney disajikan pada tabel 4.9.

Tabel 4. 9 Hasil Uji Mann Whitney Jumlah Sel Langerhans

Kelompok Pengukuran Jumlah Sel Signifikansi (p)
Perlakuan Langerhans
K- 0,279
KN P1 0,042*
P2 0,042*
P3 0,005*
P1 0,317
K- P2 0,217
P3 0,027*
P1 P2 0,565
P3 0,088
P2 P3 0,257




BAB V
PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian krim
kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig)
dengan dosis 200, 500, 1000 mg/KgBB terhadap Jumlah sel langerhans pada kulit
marmut. Efek toksik dari krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang
ditandai dengan jumlah sel langerhans pada kulit marmut. Penelitian ini diawali
dengan melakukan determinasi tanaman banang-banang, pembuatan ekstrak buah
dan daun banang-banang serta penapisan fitokimia pada ekstrak, dilanjutkan
dengan analisis data Jumlah sel langerhans.

5.1 Determinasi Tanaman Banang-banang

Buah dan daun banang-banang diperoleh dari Kawasan Taman Hutan
Raya Ngurah Rai dan telah dilakukan  determinasi di Laboratorium
Karakterisasi Kebun Raya “Eka Karya” Bali — BRIN. Tujuan dari determinasi
untuk memastikan kebenaran identitas tanaman yang akan digunakan dalam
penelitian ini (Sawiji et al., 2020). Hasil determinasi menunjukkan bahwa
tanaman banang-banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) telah sesuai dengan
identitas tanaman yang dimaksud.

5.2 Pembuatan Ekstrak Buah dan Daun Banang-banang

Ekstraksi buah dan daun banang-banang dilakukan menggunakan
metode ultrasonik dengan pelarut etanol 80%. Ekstraksi dengan metode ini
melibatkan pencampuran sampel dengan pelarut organik dalam gelas kimia dan
menempatkannya pada alat elmasonik dengan waktu dan suhu yang telah
ditentukan. Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) merupakan teknik ekstraksi
dengan memberikan gelombang ultrasonik pada bahan yang akan diekstraksi.
UAE menggunakan fenomena kavitasi yang disebabkan oleh efek ultrasonik
yang meningkatkan permeabilitas sel sehingga dinding sel tanaman menjadi
rusak dan pecah. Hal tersebut memudahkan senyawa metabolit untuk keluar

dari dalam sel dan terekstraksi ke media pelarut sehingga dapat mempercepat

45



46

proses ekstraksi (Puspita,.et al, 2024). UAE sangat sesuai untuk ekstraksi
senyawa alami bioaktif yang peka terhadap bahan kimia, seperti polifenol
(Ramadhani et al., 2023). Kelebihan metode ekstraksi ultrasonik adalah untuk
mempercepat proses ekstraksi, dibandingkan dengan ekstraksi termal atau
ekstraksi konvensional, metode ultrasonik ini lebih aman, lebih singkat, dan
meningkatkan jumlah rendemen kasar. Ultrasonik juga dapat menurunkan suhu
operasi pada ekstrak yang tidak tahan panas, sehinga cocok untuk diterapkan
pada ekstraksi senyawa bioaktif tidak tahan panas (Handayani et al., 2016).

Pada penelitian ini digunakan metode ultrasonik dengan menggunakan
suhu 40°C dalam waktu 10 menit. Penelitian Hendryani (2015) menyebutkan
bahwa pada suhu 40°C dalam waktu 10 menit adalah waktu terbaik untuk
ekstraksi polifenol menggunakan metode ultrasonik dengan pelarut etanol.
Hasil ekstraksi menunjukkan bahwa total fenol yang diperoleh meningkat
seiring waktu. Waktu ekstraksi yang digunakan semakin lama, senyawa
bioaktif dalam tanaman dapat mengalami perubahan struktur kimia akibat
proses oksidasi. Hal ini menyebabkan rendemen ekstrak yang diperoleh
menjadi lebih rendah. Waktu ekstraksi terlalu singkat menyebabkan komponen
bioaktif tidak terekstrak dengan maksimal karena proses difusi tidak
berlangsung secara optimal sehingga komponen bioaktif masih banyak yang
tertinggal di dalam bahan (Sekarsari et al., 2019). Suhu yang berlebihan dapat
menyebabkan suhu ekstraksi mencapai titik labil senyawa target dan
mengakibatkan rusaknya senyawa - target  secara termal, sehingga
dimungkinkan terjadinya peningkatan konsentrasi ekstrak yang tidak terlalu
tajam, bahkan penurunan hasil ekstrak hingga bahan tidak dapat terekstrak lagi
(Handayani et al., 2016).

Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi buah dan daun banang-banang
adalah etanol 80%. Pelarut etanol dipilih karena etanol relatif tidak toksik
dibandingkan dengan aseton dan metanol, biaya murah, serta aman untuk
ekstrak yang akan dijadikan obat-obatan dan makanan. Pelarut etanol sangat
baik untuk mendapatkan senyawa flavonoid dan fenolik. Konsentrasi pelarut

mempengaruhi tingkat kepolarannya, semakin tinggi konsentrasi pelarut yang
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digunakan maka semakin rendah tingkat kepolaran pelarutnya (Suhendra et al.,
2019). Penelitian yang dilakukan oleh (Zulkifli et al., 2020) mengenai ekstraksi
ekstrak biji pitaya dengan menggunakan pelarut etanol 60%, 70% dan 80%
menunjukkan bahwa konsentrasi etanol 80% menghasilkan ekstraksi senyawa
fenolik, flavonoid, dan antioksidan dari biji pitaya yang lebih banyak
dibandingkan dengan konsentrasi etanol 70%. Penelitian yang dilakukan oleh
(Kurnia et al., 2021) mengenai ekstraksi ekstrak kulit kinnow mandarin
menggunakan metode meserasi dan UAE dengan pelarut etanol 50%, 80% dan
100% menunjukkan bahwa metode UAE dengan pelarut etanol 80%
menghasilkan rendemen yang relatif lebih tinggi (19,24%) dibandingkan
konsentrasi pelarut lainnya. UEA memiliki hasil ekstraksi yang relatif lebih
tinggi pada semua tingkat konsentrasi pelarut dibandingkan dengan teknik
maserasi.

Proses evaporasi dilakukan menggunakan alat rotary evaporator. Ekstrak
kental daun yang diperoleh sebanyak 30,67 gram dengan persentase rendemen
sebesar 20,45% dan ekstrak kental buah sebanyak 49 gram dengan persentase
sebesar 32,67%. Beberapa faktor yang mempengaruhi jumlah rendemen
ekstrak, yaitu ukuran simplisia, jenis pelarut dan, tingkat kepolaran pelarut.
Ukuran simplisia berpengaruh terhadap jumlah ekstrak yang dihasilkan karena
dengan luas permukaan simplisia yang semakin besar maka akan semakin
meningkatkan jumlah permukaan simplisia yang kontak dengan pelarut. Hal
ini menunjukkan bahwa semakin: kecil ukuran: simplisia maka rendemen
ekstrak yang diperoleh akan semakin besar (Widwiastuti et al., 2022). Tingkat
kepolaran pelarut yang digunakan mempengaruhi tingkat kelarutan suatu
senyawa bahan yang diekstraksi ke dalam pelarut. Jenis dan tingkat kepolaran
pelarut menentukan jenis dan jumlah senyawa yang dapat diekstrak dari suatu
bahan (Hidayati et al., 2017). Semakin besar rendemen yang dihasilkan maka
kemungkinan senyawa bioaktif yang dihasilkan juga akan semakin tinggi
(Handayani et al., 2016).



48

5.3 Krim Kombinasi Ekstraksi Buah dan Daun Banang-banang

Pemilihan krim pada penelitian ini karena penggunaan krim mudah
menyebar rata pada kulit, mudah meresap dan cepat kering, sehingga tidak
menimbulkan efek lengket karena tidak meninggalkan kesan berminyak pada
kulit (Himawan et al., 2018). Krim dibagi menjadi 2 jenis, yaitu krim minyak
dalam air (M/A) dan krim air dalam minyak (A/M). Krim tipe minyak dalam
air (M/A) biasanya digunakan sebagai sediaan tabir surya karena mudah dicuci,
tidak terasa berminyak, dan tidak meninggalkan residu pada kulit setelah
digunakan (Daud et al., 2022). Krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-
banang yang diformulasikan adalah tipe minyak dalam air (M/A) dengan
konsentrasi 15%.

Formulasi krim tabir surya buah dan daun banang-banang menggunakan
asam stearate, TEA (triethanolamine), dan setil alkohol sebagai emulgator.
Pengemulsi asam stearat digunakan sebagai bahan penggumpal dan pengental
krim dan trietanolamin digunakan sebagai pengemulsi dalam kombinasi
dengan asam stearat karena trietanolamin membentuk emulsi M/A yang sangat
stabil bila dikombinasikan dengan asam stearate dan setil alkohol. Asam stearat
bereaksi dengan trietanolamin membentuk garam, yaitu trietanolamin stearat,
dan akan membentuk partikel halus yang menstabilkan krim minyak dalam air
(Opod et al., 2024). Setil akohol dapat sebagai zat pengental dan penstabil
krim. Bahan pengental akan meningkatkan viskositas sediaan, sehingga laju
pemisahan fase terdispersi dan fase pendispersi semakin kecil (Murrukmihadi
& Ananda, 2012).

Krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang diuji mutu
fisiknya dengan melakukan beberapa pengujian diantaranya uji organoleptik,
uji homogenitas, uji pH dan uji daya sebar. Pengujian dilakukan dengan
pengulangan sebanyak 3 kali. Hasil uji organoleptis krim kombinasi ekstrak
buah dan daun banang-banang yaitu berwarna hijau kecoklatan, beraroma khas
ekstrak buah dan daun banang-banang, memiliki tekstur semi padat. Uji
homogenitas bertujuan untuk memastikan bahwa komponen dalam sediaan

krim telah tercampur secara merata dan homogen. Hasil pengujian
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homogenitas krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang
menunjukkan krim telah homogen karena tidak adanya partikel-partikel yang
telihat pada kaca objek. Uji daya sebar bertujuan untuk memastikan
kemampuan sediaan krim dalam menyebar merata saat diusapkan pada kulit.
Hasil pengujian daya sebar krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-
banang sebesar 4,13 g.m/s. Pengujian pH bertujuan untuk mengetahui
keamanan suatu formulasi, apabila formulasi pH sediaan terlalu asam dapat
menyebabkan iritasi kulit, sedangkan pH yang terlalu basa dapat menyebabkan
kulit kering dan bersisik (Sari et al., 2021). Hasil uji pH krim kombinasi ekstrak
buah dan daun banang-banang menghasilkan pH 5, sesuai dengan persyaratan
SNI 16-4399-1996 yaitu sediaan krim yang baik memiliki rentang pH antara
4,5 - 8,0 (Opod et al., 2024).

5.4 Pengamatan Berat Badan Marmut

Perubahan berat badan merupakan indikator yang mudah diamati,
dimana penurunan berat badan yang cepat dapat terjadi karena kurangnya nafsu
makan dan minum hewan coba, penyakit atau gejala khusus dari toksisitas.
Dilihat dari grafik gambar 4.1 dan tabel 4.2, nilai rata-rata berat badan marmut
mengalami peningkatan di setiap minggunya dan secara statistik dinyatakan
terdapat perbedaan signifikan disetiap minggunya dengan nilai (p<0,05).

5.5 Pengujian Jumlah Sel Langerhans pada Kulit Marmut

Sel langerhans adalah makrofag kulit yang berada di jaringan kulit dan
memiliki garis pertahanan imunologi pertama di kulit. Sel'Langerhans berasal
dari sumsum tulang yang umumnya berada pada stratum spinosum dan
kemudian bermigrasi ke epitel yang berfungsi sebagai antigen-presenting cells
(APCs) (Jaitley & Saraswathi, 2012).

Pada penelitian ini dilakukan pengujian toksisitas subkronis singkat
dermal terhadap Jumlah sel langerhans yang dioleskan krim kombinasi ekstrak
buah dan daun banang-banang pada punggung marmut selama 28 hari. Marmut
dipilih karena memiliki sifat imun dan fisiologis yang mirip dengan manusia,

perawatannya yang mudah tidak agresif (Mikraj et al., 2024). Marmut secara
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umum digunakan dalam penelitian eksperimental mengenai fototoksisitas dan
fotosensitifitas kulit karena marmut memiliki kulit yang sensitif (Zhang et al.,
2021).

Krim ekstrak kombinasi buah dan daun banang-banang dengan dosis
200, 500, dan 1000 mg/KgBB dioleskan ke punggung marmut kelompok
perlakuan 1, 2 dan 3 selama 6 jam selama 28 hari. Pemberian perlakuan dengan
3 dosis didasari oleh penelitian dari (Chaurasia et al., 2021) yang melakukan
uji toksisitas subkronis 28 hari menggunakan tikus wistar jantan dan betina
dengan 4 kelompok yaitu, kelompok kontrol, kelompok dosis rendah (200
mg/KgBB), kelompok sedang (500 mg/KgBB), kelompok dosis tinggi (1000
mg/KgBB) kemudian dioleskan Penoxsulam di punggung tikus. Berdasarkan
OECD 410 batas dosis maksimal pada pengujian toksisitas subkronis dermal
adalah dosis 1000 mg/KgBB, jika pada dosis tersebut tidak menimbulkan
toksisitas maka krim dinyatakan tidak toksik sesuai dengan standar yang
ditetapkan OECD

Marmut yang sudah diberi perlakuan selama 28 hari marmut kemudian
dilakukan euthanasia menggunakan ketamine dosis 100 mg/kgBB secara
intraperitoneal (Prabowo et al., 2021). Euthanasia merupakan suatu tindakan
atau proses mempercepat kematian dan memperpendek kehidupan hewan coba
menggunakan teknis yang dapat diterima secara manusiawi (Santosa, 2015).
Jaringan kulit yang telah diambil dilanjutkan dengan pembuatan preparat
histopatologi dan pewarnaan dengan Hematoxylin-Eosin (HE). Pewarnaan ini
dipilih karena metode yang umum digunakan dalam pewarnaan jaringan
histopatologi, dapat menunjukan struktur jaringan yang berbeda dengan jelas
ketika diamati dan metode ini cepat dilakukan dengan harga yang lebih efisien
(Alturkistani et al., 2015).

Hasil pengamatan histologi menunjukkan bahwa sel langerhans yang
normal memiliki bentuk bulat dan tampak bening, sedangkan sel langerhans
yang mengalami nekrosis tampak bulat mengkerut dan berwarna kehitaman.
(Jaitley & Saraswathi, 2012). Hasil rata-rata jumlah sel langerhans meningkat

pada 3 kelompok perlakuan yang diberikan krim kombinasi ekstrak buah dan
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daun banang-banang dosis 200, 500, 1000 mg/KgBB. Berdasarkan hasil
statistika dengan uji kruskal-wallis diperoleh nilai sig < 0,05, hasil ini
menunjukkan terdapat paling tidak dua kelompok yang berbeda signifikan.
Pada uji mann whitney dapat diketahui bahwa kelompok kontrol normal tidak
berbeda bermakna dengan kelompok negatif, namun kelompok normal berbeda
bermakna dengan kelompok perlakuan 1,2,3. Peningkatan jumlah sel
langerhans menunjukkan bahwa pemberian krim kombinasi ekstrak buah dan
daun banang-banang tidak menyebabkan efek toksik pada sel langerhans.

Hal ini disebabkan karena krim tersebut mengandung senyawa metabolit
sekunder berupa flavonoid, alkaloid, triterpenoid/steroid, tannin dan saponin
memiliki aktivitas antioksidan yang dapat melindungi kulit (Chen et al., 2022;
Marliana et al., 2023). Flavonoid berperan sebagai imunomodulator yang dapat
meningkatkan ekspresi TGF-B. Transforming Growth Factor 3 berperan dalam
proliferasi sel (Fiorentina, 2018; Qamarani, 2023; Solfaine, 2020). TGF-$
dapat menghambat kemampuan sel langerhans untuk bermigrasi keluar dari
epidermis sehingga TGF-B menjaga sel langerhans tetap berada di epidermis,
yang penting untuk fungsi homeostatik dan pengawasan imun di kulit (Otsuka
et al., 2018). Meningkatnya ekspresi TGF-f, dapat mendukung homeostasis
kulit, mempertahankan populasi sel Langerhans, dan mencegah migrasi sel
tersebut keluar dari epidermis.

Selain sebagai imunomodulator, flavonoid juga berpotensi sebagai
antioksidan, terutama dalam  melindungi sel langerhans dari kerusakan
oksidatif akibat radikal bebas. Flavonoid mampu menekan ekspresi gen pro-
inflamasi seperti siklooksigenase-2 (COX-2), enzim yang memproduksi
prostaglandin penyebab peradangan. Penekanan aktivitas COX-2 oleh
flavonoid dapat mengurangi peradangan dan kerusakan jaringan kulit yang
disebabkan oleh radikal bebas (Ggbka et al., 2022). Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Melchini et al. (2011) menyatakan bahwa flavonoid dapat
mencegah toksisitas BaP (benzo[a]pyrene) dengan menghambat aktivasi

reseptor AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), sehingga mencegah BaP masuk ke
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nukleus dan mengurangi transkripsi gen CYP yang berperan dalam
metabolisme dan pembentukan senyawa toksik.

Buah dan daun banang-banang selain mengandung flavonoid juga
mengandung senyawa tanin dan saponin. Tanin berperan sebagai antioksidan
yang berfungsi dalam sistem pertahanan endogen tubuh dengan cara melawan
dan menetralkan reactive oxygen species (ROS) (Majed, 2015). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Majed (2015) menyatakan bahwa tanin efektif
melawan berbagai toksisitas dan karsinogenesis yang disebabkan oleh bahan
Kimia yaitu 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA). Tanin mengurangi
kerusakan yang disebabkan oleh karsinogen seperti DMBA dengan mencegah
peroksidasi lipid dan menekan produksi reactive oxygen species (ROS).

Saponin diketahui berperan sebagai imunomodulator yang dapat
meningkatkan ekspresi transforming growth factor-g (TGF-B) (Divta et al.,
2021). Peningkatan ekspresi TGF-B oleh saponin dapat merangsang
diferensiasi sel langerhans melalui peningkatan regulasi reseptor Axl
(Anexelekto), efektif mengenali dan memfagositosis dan penghambatan
produksi sitokin inflamasi (Zhou et al., 2022).

Alkaloid berfungsi sebagai antioksidan karena mengandung atom
nitrogen di dalam strukturnya, atom tersebut mempunyai pasangan elektron
bebas yang berfungsi untuk meredam aktivitas radikal bebas di dalam tubuh
(Widarti et al., 2021). Mekanisme kerja alkaloid sebagai penghambat jalur
molekuler seperti MAPK ‘dan AP-1, yang umumnya terlibat dalam proses
peradangan. Senyawa ini mengurangi fosforilasi (aktivasi) protein-protein
seperti c-Jun dan c-Fos, yang pada gilirannya menurunkan produksi COX-2
dan PGE_, yang merupakan mediator utama dalam peradangan. Penghambatan
ini dapat mencegah kerusakan sel, termasuk sel-sel langerhans yang berperan
dalam respons imun pada kulit (Hwang et al., 2020).

Triterpenoid dan steroid dapat sebagai antioksidan (Hasan et al., 2022).
Mekanisme kerja senyawa golongan terpenoid dan steroid dalam menghambat
radikal yaitu mendonorkan atom hidrogennya agar dapat menghambat

terjadinya lipid peroksidasi (LPO) yang berpotensi menjadi radikal bebas
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(GraBmann, 2005). Triterpenoid berperan sebagai agen antiinflamasi dengan
menghambat aktivasi jalur pensinyalan NF-kB, yang berfungsi sebagai pusat
utama dalam regulasi transkripsi sel proinflamasi. Penghambatan jalur ini
mengakibatkan penurunan sekresi sitokin proinflamasi, seperti IL-1p, IL-6,
dan TNF-a (Trepa et al., 2024). TNF-a berperan penting dalam mendorong
migrasi sel langerhans epidermal sehingga triterpenoid dapat menghambat
migrasi sel langerhans dari epidermis (Dittmar & Schuttelaar, 2017).

Basis krim yang mengandung gliserin dapat meningkatkan jumlah sel
langerhans di kulit melalui sifatnya sebagai humektan. Gliserin tidak hanya
membantu menjaga hidrasi kulit, tetapi juga berperan sebagai imunomodulator
dengan menghambat ekspresi berlebihan berbagai sitokin inflamasi seperti IL-
4, IL-6. Sifat ini menjadikannya efektif dalam meningkatkan respons imun,
sekaligus mencegah dan mengatasi kondisi yang berhubungan dengan
inflamasi (Young et al., 2021). Gliserin juga memiliki efek antiapoptotik dan
antiinflamasi yang signifikan melalui mekanisme penekanan produksi ROS
intraseluler serta penghambatan jalur pensinyalan NF-kB. Gliserin juga
diketahui mampu meningkatkan ekspresi TGF-B1 dan IL-10, yang berperan
penting dalam mendukung proliferasi sel epidermis dan membantu proses

regenerasi kulit secara optimal (Kong et al., 2024).
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5.6 Pathway Sel Langerhans
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BAB VI
KESIMPULAN & SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan
bahwa:

1. Pemberian krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-
banang (Xylocarpus granatum J. Koenig) tidak menimbulkan toksisitas
pada kulit marmut (Cavia porcellus), dilihat dari jumlah sel langerhans.

2. Krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang
(Xylocarpus granatum J. Koenig) pada dosis 200 mg/kg BB, 500 mg/kg
BB, dan 1000 mg/kg BB tidak menimbulkan toksisitas pada kulit marmut
(Cavia porcellus), dilihat dari jumlah sel langerhans.

6.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, hasil penelitian ini
diharapkan dapat berguna sebagai acuan informasi mengenai efek keamanan
penggunaan krim tabir surya kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang
(Xylocarpus granatum J. Koenig). Pada penelitian ini belum dilakukan
pengukuran organ dalam dan parameter biokimia, untuk menilai apakah
senyawa dalam krim tabir surya dapat diserap secara sistemik dan

mempengaruhi organ lain.
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Lampiran 2. Determinasi Tanaman

DIREKTORAT PENGELOLAAN LABORATORIUM,

.b BRIN FASILITAS RISET, DAN KAWASAN SAINS TEKNOLOGI
bt Gedung B.J. Habibie Jalan M.H. Thamrin Nomor 8,
BAN INONAL NASIBNAL J l na Pusat 10340

Telepon/WA: 0811 8612 392; E-mail: dit-plirkst@brin.go.id
1 44309

Transaction Number

Metode ¢ Identifikasi secarn langsung dan bandingkan dengan lteratur.

Method

+ Laborstonum Karakterisast Kebun Raya “Eka Karya™ Bali - BRIN
Name of Laboratory

: Kebun Rays Eka Karya Bali

Alamat Laboratorium
Laboratory Addresy Candikuning, Baturiti, Tabanan -Bali 82191
Email : laysnangumall liphgod ; OB118612378

Kondisi Pengukuran/Parameter Pengullan  Measurement Conditions Testing Parameters:

Hasil Penguiten_ Testing Results :
No No Jenis Suku Identifikator/
Kol Determinator
1 . Nylocarpus granatum ) Koemg Meliaceae I Made Sumerta, S. P,
I Nyoman Sudiatna
Catatan_Note

Data hasil pengujian yang autentik adalah data yang berada di Repositon Hmiah Nasional (RIN) BRIN
yung dapat diakses melalud Hek urf yang tertera pada hasil penguiian pada lembar inh Link wf bersitat
unik dan, hanya dibagikan untuk pengguna pada hasil uji transaksi pada Laporan Hasl Uji ini.

Daftar sampel yang dilakukan pengujian terdapat di lembar pengesahan.
Penamaan hasil identifikasi tanaman terdapat dalam Lampiran.

Terima Kasih sudah melakukan pengujinn/ penyewaan alat/ proses riset dengan fasilitas yang
tersedia di Laboratorium Karakterisasi Kebun Raya Eka Karya Ball Jika dikemudian hari,
hasil pengujinn atuu analisis ini akan dipublikasikan, mohon Kiranya bisa menambahkan dalam
Ucnpan Terima Kasib atau Acknowledgement di dalam publikasi Anda,

seperti dalam contoh format berikut:

kni i Lal jum Karaktcrisssi Kebun Rave “Eks Karya” Ball di Badan Riset
dan Inovasi Nasional”,
Dalam bahasa Inggns © “The suthors acknowledge the facilities, scientific and technical support from

“Eka Karya” Botanical Garden Characterization Laboratories, National Rescarch and Innovation
Agency through E- Layanan Sains, Badan Riset dan Inovasi Nasional
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DIREKTORAT PENGELOLAAN LABORATORIUM,
‘b BRIN FASILITAS RISET, DAN KAWASAN SAINS TEKNOLOGI
i Gedung B.J. Habibie Jalan M.H. Thamrin Nomor 8,
AN IWOVARS MASIINAL Jakana Pusat 10340
Telepon/WA: 0811 8612 392; E-mail: dit-plfrkst@brin.go.id

Klaxitikasi Tanaman Banang banang

Kingdom:  Plantae  (Tumbuhan)
Subkingdom:  Tracheobionta  (Tumbuban berpembulub)
Superdivisi:  Spermatophita  (Menghasilkan bij)
Divisi:  Magnolioplta  (Tumbuhan berbunga)
Kelas:  Magnoliopsida (berkeping dua/dikotil)
Subkelas:  Rosidae
Ordo:  Sapindales
Suku:  Meliaceae
Marga:  Xvlocarpus

Jems: Xvlocarpus granatum ) Koenig

Smonim:
Amoora salomoniensis C.DC.
Carapa granatum (). Koenig) Alston
Carapa obovata Blume
Granatum obovatum (Blume) Kuntze
Nylocarpus obovary (Blume) A Juss.
Reference:

1. hitps/bloportal naturalis nl, diakses tanggal 15 Juni 2022

o

hup:/www.worldflorsonline. org. diakses tanggal 15 Juni 2022

3. Angiosperm Phylogeny Group. An update of the Anglosperm Phylogeny Group
classification for the orders and familics of flowenngplants: APG IV, Botanical Journal
of the Linnean Soctety, 2016,

4. Cole, Theodor C H; Hilger, Haromut 1. Stevens, Peter  (May 2019), “Angiosperm

Phylogeny Poxter - Flowering Plant Systematics™



Lampiran 3. Surat Ethical Clearence
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Kementerian Keschatan

Poltshkes Donpasar

y> Kemenkes e

Dergpasar Selatary, Balt 0224
8 10361) 710847
& MtpsSpoltekios-denparir.acd

PERSETUJUAN ETIK! ETHICAL APPROVAL
Nomor : DP.04.02/F XXXI1.25/ 0942 /2024

Yang bertandatangan di bawah ini Ketua Komisi Etik Penelgan Kesehalan Pollekkes
Denpasar, setslah dilaksanakan pembahasan dan peniaian, dengan ini memuluskan
protokol penelitan yang berjudul

Uji Toksislas Sublronis Singkat Sedsan Krim Tabk Surya Ekstrak Banang-Banang
(Xylocarpus granatum J. Koenig) terhadap Jumiah Sel Langerhans, Nekrosis Keratinost,
Fibiroblast. Kepadatan Kolagen dan Hemalologi Marmut (Cavia porcelius)

dengan Ketua PelaksanaPenelis Utama -
Ni Luh Laksmi Dew| Permata Hali

LAIK ETIK. Perselujuan Ini beriaku sefak langga ditetapkan sampal dengan batas wakiu
pelaksanaan penelitian seperl tertera dalam perolokol déngan masa maksimum selama 1
(satu) tahun

Pada akhir penelilian, penelili menyerahkan laporan akhir kepada KEPK-Poltekkes
Denpasar. Dalam pefaksansan penelitian, fika ada perubshan dan/atau perpanangan
pernelitian, harus mengajukan kembali pemmohonan kaji elik penelitian (amandemen protekol)

Yuni Rahyani S.SiT. M Kes

Kementerian Kesehatan Sdak monenma suap dan/atau gratfkas dalam benduk apapun. Jka terdapat potensl Susp
a2 gratfikes siahan Gporkan mellu HALO KEMENKES 1500567 dan hiips (fwbs kemkes go . Uniuk venfikasi
keasian landa wngan efekironk, siakan unggah dokumen Paca man Nios Me komindo go sventPOF .
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Lampiran 4. Prosedur Pembuatan Preparat dan Pewarnaan HE

Prosedur pembuatan preparat histopatologi dengan metode paraffin dengan

prosedur sebagai berikut:

1.

Pengambilan Bahan

Sampel diambil dalam keadaan segar. Ukuran jaringan yang diambil yaitu
dengan ukuran kurang lebih 6x6 cm dengan kepadatan kira-kira 2 mm.
Jaringan yang diambil segera dilakukan fiksasi.

Tahap Fiksasi

Tahap fiksasi ini dilakukan pada jaringan yang sebelumnya telah diambil
dengan tujuan untuk mengawetkan bahan, membunuh kuman, dan
meningkatkan afinitas protoplasma terhadap bahan cat tertentu. Adapun larutan
yang digunakan dalam tahap fiksasi ini yaitu formalin 10%.

Tahap Dehidrasi

Tahap dehidrasi bertujuan untuk menarik air yang terdapat di dalam jaringan.
Proses dehidrasi ini dilakukan menggunakan etanol bertingkat yaitu etanol
60%, 70%, 80%, 90%, 96%, dan alkohol absolut masingmasing selama 2 jam
serta larutan xylol dan paraffin cair masing-masing selama 2 jam

Tahap Penjernihan (clearing)

Pada tahap penjernihan ini dilakukan proses penghilangan udara dalam
jaringan menggunakan mesin vakum yang terdapat tabung keranjang yang
berisikan parafin cair dengan suhu (59-60°C) kemudian di vakum selama 30
menit. Setelah itu, disimpan pada suhu 60°C sebelum dilakukan pencetakan
dengan parafin cair

Pengeblokan

Tahapan ini menggunakan cetakan dari bahan stainless steel yang dihangatkan
di atas lampu Bunsen. Jaringan yang telah dilakukan proses penjernihan
kemudian dimasukkan ke dalam setiap cetakan sambil diatur dan sedikit
ditekan. Kemudian di tempat lain disiapkan parafin cair dalam wadah khusus,
sehingga suhunya mencapai 60°C. Lalu, parafin tersebut dituang ke dalam
jaringan hingga seluruh jaringan terendam dengan parafin kemudian diamkan

hingga jaringan membeku pada mesin pendingin. Setelah itu, blok paraffin
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dilepaskan dari cetakan dan disimpan dalam freezer dengan suhu -20°C
sebelum dilakukan pemotongan

Pemotongan

Pemotongan dilakukan terhadap blok parafin yang mengandung jaringan yang
dipotong dengan mesin mikrotom dengan kepadatan Kira-kira 3-4 pm.
Kemudian letakkan potongan tersebut dengan hati-hati di atas permukaan air
dalam waterbath dengan suhu 46°C. Bentuk irisan dari jaringan tersebut
dirapikan lalu diletakkan di atas kaca objek yang telah diolesi dengan ewith
yang berfungsi sebagai perekat. Kaca objek yang berisi jaringan dimasukkan
ke dalam inkubator dengan suhu 60°C hingga preparat siap diwarnai.
Pengecatan (staining)

Preparat yang akan diberikan warna diletakkan pada rak khusus dan dicelupkan
ke dalam larutan dengan waktu tertentu secara berurutan sebagai berikut: xylol,
etanol absolut, etanol 90%, etanol 80% masingmasing selama 3 menit
kemudian bilas dengan air mengalir selama 1 menit, larutan hematoxylin (6-7
menit), bilas dengan air mengalir (1 menit), larutan pembiru (1 menit), bilas
dengan air mengalir selama 1 menit, larutan eosin (1-5 menit), bilas dengan air
mengalir selama 1 menit, etanol 80% (10 kali celupan), etanol 90% (10 kali
celupan), etanol absolut (1 menit), dan larutan xylol selama 3 menit. Kemudian
preparat diangkat satu persatu dari larutan xylol dalam keadaan basah, lalu
diberikan satu tetes cairan pekat (DPX).)

Penutupan (mounting)

Pada tahap ini, jaringan yang terdapat pada kaca objek yang telah diwarnai
kemudian ditetesi dengan entellan, lalu ditutup dengan cover glass. Setelah itu,

dilakukan pengamatan di bawah mikroskop
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Lampiran 5. Prosedur Pembuatan Ekstrak Buah dan Daun Banang-Banang

Sortasi Basah buah dan
daun banang-banang

Pengeringan buah dan
daun banang-banang




Sortasi Kering buah dan
daun banang-banang

Serbuk Simplisia buah
dan daun banang-banang

Proses ekstraksi dengan
elmasonik dan pelarut
etanol 80%

72



Proses Penyaringan
Filtrasi

Pengentalan ekstrak
menggunakan rotary .

evaporator
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Ekstrak kental buah dan
daun banang-banang
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Lampiran 6. Hasil Perhitungan Persentase Rendemen

Rumus:

bobot ekstrak (gram
chotrak (gram). ¢ 100%
bobot simplisia (gram)

% rendemen =

Persentase rendemen buah banang-banang

49 gram
150 gram

=32,67%

% rendemen buah banang-banang =

Persentase rendemen daun banang-banang

x 100%

% rendemen buah banang-banang = 322782 . 100%

150 gram

=20,45%



Lampiran 7. Perhitungan Bahan Pembuatan Krim

Krim kombinasi ekstrak buah dan daun banang-banang konsentrasi 15%

Zat Aktif

Ekstrak buah

Ekstrak daun

Fase Minyak

Asam stearat
Setil alkohol

Propil paraben

Fase Air

TEA

Gliserin

Metil paraben
Propilen glikol
Aquadest

22 %100 gram = 7,5 gram

100

22 %100 gram = 7,5 gram

100

-2 %100 gram = 8gram

100

2 % 100 gram = 4 gram

100

- 292 100 gram = 0,02 gram

100

: % X100 gram = 1 gram
. 4 7
T 100 gram = 4 gram

: 22 %100 gram = 0,2 gram

100

22 % 100 gram = 20 gram

100
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100 —(7.5+75+8+4+0,02+1+4+4+0,2+ 20) =47,78 ml
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Lampiran 8. Pembuatan Krim

Penimbangan ekstrak buah dan daun
banang-banang

Pembuatan Basis Krim

Penggerusan ekstfak buah dan daun
banang-banang

Krim ekstrak kombinasi buah dan daun
banang-banang




Lampiran 9. Uji Mutu Fisik Sediaan Krim

Uji Organoleptis

Uji pH

Replikasi 2 ©
SR

—iy

5

S

Uji Homogenitas
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Uji Daya Sebar

Replikasi 1 : 3,0 g.m/s




Perhitungan Daya Sebar Krim

_MxL
T ‘
Pengulangan® | K 15%
1 o 3,0 g.m/s
2 3,0 g.m/s
3 2,8 g.m/s
Rata-rata 2,9 g.m/s

Daya sebar krim kombinasi buah dan daun konsentrasi 15%

_MxL
T
120x 0,1
S =
2,9
s=4,13g.m/s
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Lampiran 10. Perhitungan Pengolesan Krim

e Rumus perhitungan pengolesan krim

Dosis _ X
Kg/BB BB Marmut

e Pengolesan krim dosis 200 mg/KgBB

20 - % -682mg

1000 341
e Pengolesan krim dosis 500 mg/KgBB

2% - X 1595 mg
19

1000 3
e Pengolesan krim dosis 1000 mg/KgBB

= X =342mg

1000 342



Lampiran 11. Perlakuan Hewan Coba
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Kelompok Normal (KN)

Hewan

KN 1

KN 2

Minggu 1

KN 3

KN 4

KN 5

Minggu 2

Minggu 3




KN 6
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Kelompok Negatif (K-)

Hewan

Minggu 1

K-1

K-3

K-4

K-5

Minggu 2

Minggu 3

Minggu 4
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Kel

ompok Perlakuan 1 (200 mg/KgBB)

Hewan

Minggu 1

P1-1

P1-2

P1-3

P1-4

P1-5

Minggu 2

Minggu 3

Minggu 4




P1-6
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Kel

ompok Perlakuan 2 (500 mg/KgBB)

Hewan

Minggu 1

P2-1

p2-2

P2-3

P2-4

P2-5

Minggu 2

Minggu 3

Minggu 4




P2-6
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Kelompok Perlakuan 3 (1000 mg/KgBB)

Hewan

Minggu 1

Minggu 2

P3-1

P3-2

P3-3

P3-4

P3-5

Minggu 3

Minggu 4
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P3-6




Lampiran 12. Data Berat Badan Marmut
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Kelompok | KN 1 KN2 KN3 KN 4 KN5 KN6 Rata-rata
Minggul | 348 341 350 345 346 349 346,5+3,27
Minggu?2 | 369 367 370 368 374 365 368,83+3,06
Minggu3 | 380 376 398 383 399 385 386,83+9,53
Minggu4 | 415 389 413 398 413 400 | 404,66+10,55
Kelompok K-1 K-2 K-3 K-4 K-5 K-6 Rata-rata
Minggul | 302 315 304 338 311 340 | 318,33+16,69
Minggu?2 | 319 340 324 355 336 360 339+16,32
Minggu3 | 337 355 333 373 349 375 | 353,66+17,64
Minggu4 | 352 370 354 388 366 390 370+16,24
Kelompok | KP1.1 KP12 | KP1 3 | KP14 | KP1 5 | KP1 6 | Ratarata
Minggul 341 326 340 319 320 324 | 328,33%9,77
Minggu?2 364 341 360 342 338 344 | 348,16+10,96
Minggu 3 379 361 375 357 355 359 | 364,33+10,09
Minggu 4 394 376 385 372 370 369 | 377,66+9,89
Kelompok | KP2 1 | KP2 2 | KP2 3 | KP2 4 | KP25 | KP2 6 | Ratarata
Minggul 319 329 321 319 333 322 323,8345,81
Minggu? 339 351 344 339 357 340 345+7,45
Minggu3 | 350 366 356 354 386 357 | 361,55+13,11
Minggu4 | 379 395 381 373 405 379 | 385,33+12,09
Kelompok | KP3 1 | KP3 2 | KP33 | KP3 4 | KP35 | KP3 6 | Rata-rata
Minggul 342 345 339 349 346 350 | 345,16+4,16
Minggu? 375 386 375 386 379 388 381,545,89
Minggu3 | 393 401 385 406 408 398 398,5+8,54
Minggu4 | 408 413 405 421 420 418 | 414,16+6,61
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Lampiran 13. Pengambilan Jaringan Kulit
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Lampiran 14. Histologi Jumlah Sel Langerhans

Kelompok Normal

Kelompok Negatif
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Kelompok Perlakuan 2 _ |
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Lampiran 15. Hasil Uji Statistik Berat Badan Marmut

Uji Normalitas

93

Tests of Normality
Kolmogaorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kelompak Mormal R
Minggu 1 ATT ] 200 830 ] 648
Kelompak Mormal R
Minggu 2 185 G 200 63 G B4E
Kelompok Maormal " - "
Minggu 3 243 ] 200 .aa1 ] 274
Kelompok Maormal - -
Minggu 4 .285 ] 139 874 ] 244
* This is a lower hound of the frue significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogorav-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
kel k Megatif Mi "
1E ompok Hegattiinggu 246 ] .200 846 ] 146
?E'Dmpnk Negatif Minggu 470 6 200° 942 6 673
kel k Megatif Mi "
g R REgaEnagY 197 6 200 910 6 435
kel k Megatif Mi "
48 ompok Hegattiinggu 1489 ] .200 .8a3 ] 333
* This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kaolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ferlakuan 1 Minggu 1 261 i 2000 833 ] 113
Ferlakuan 1 Minggu 2 315 B 064 a22 ] .09z
Perlakuan 1 Minggu 3 206 f A049 838 f 26
Perlakuan 1 Minggu 4 234 f 200 870 f 22

* This is a lower hound of the true significance.

a. Lilliefars Significance Correction
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Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Perlakuan 2 Minggu 1 240 &} 124 838 i3 A26
Perlakuan 2 Minggu 2 249 G 200 842 5] 134
Perlakuan 2 Minggu 3 a3 G 0495 823 i} .0as
Perlakuan 2 Minggu 4 307 f 081 871 i 23
* This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefars Significance Correction
Tests of Mormality
Kaolmogarov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ferlakuan 3 Minggu 1 JER & 200 G54 ] 813
Perlakuan 3 Minggu 2 278 ] 64 834 ] A28
Perlakuan 3 Minggu 3 143 & 200 987 ] THE
Perlakuan 3 Minggu 4 218 B 2000 908 6 424
* This is a lower hound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Repeated Measures Anova
Descriptive Statistics
Mean Std. Deviation M
ﬁ?;g;”f?km"ma' 346.5000 327108 6
ﬁ?;g;”upgwmma' 368.8333 3.06050 6
mz;nupgwmma' 386.8333 553764 6
ﬁ?;g;”upiwmma' 404 6667 1055778 6
Multivariate Tests®
Partial Eta
Effect Value F Hypothesis df | Errordf Sig. Squared
Minggu  Pillai's Trace 987 76.014° 3.000 3.000 .003 087
Wilks' Lambda 013 | 76.014° 3.000 3.000 003 887
Hotelling's Trace 76.014 | 76.014° 3.000 3.000 003 087
Roy's LargestRoot | 76.014 | 76.014" 3.000 3.000 003 BRT7

a. Design: Intercept

Within Suhjects Design: Minggu

b. Exact statistic
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Descriptive Statistics
Mean Std. Deviation M
kel kM tif Mi
g ompek REQETHINGAN | 515 3333 1669331 8
?emmpumegat'fmmggu 339.0000 16.32176 §
?emmmmegammmgg“ 353 6667 17.64842 5
kel (4] tif Mi
ek REQITHINAAY {570 ooog 16.24808 5
Multivariate Tests®
Partial Eta
Effect Yalue F Hypothesis df | Errordf Sig. Squared
Minggu  Pillai's Trace 1.000 | 3309.200° 3.000 3.000 .ooo 1.000
Wilks' Lamhda 000 | 3308.200° 3.000 3.000 000 1.000
Hotelling's Trace 3309.200 | 3309.200° 3.000 3.000 .ooo 1.000
Roy's Largest Root | 3309.200 3309.200° 3.000 3.000 .ooo 1.000
a. Design: Intercept
Within Subjects Design: Minggu
. Exact statistic
Descriptive Statistics
Mean Std. Deviation I
Perlakuan 1 Minggu 1 328.3333 977070 3]
Perlakuan 1 Minggu 2 | 3481667 10.96208 5]
Perlakuan 1 Minggu 3 | 364 3333 10.09250 i}
Ferlakuan 1 Minggu 4 | 377.6667 989276 i
Multivariate Tests®
Fartial Eta
Effect Yalue F Hypothesis df | Error df Sig. Squared
Minggu  Pillai's Trace 1.000 | 3894.259" 3.000 3.000 .0oo 1.000
Wilks' Lambda 000 | 3894.255° 3.000 3.000 000 1.000
Hotelling's Trace 38094.250 | 3894.25g° 3.000 3.000 000 1.000
Foy's Largest Root | 3854 258 3894,259" 3.000 3.000 .000 1.000

a. Design: Intercept
Within Subjects Design: Minggu

h. Exact statistic




96

Descriptive Statistics
Mean Stel. Deviation M
Perlakuan 2 Mingagu 1 323.8333 581091 5
Perlakuan 2 Minggu 2 | 345.0000 7.45654 G
Perlakuan 2 Minggu 3 | 361.5000 1311106 5}
Perlakuan 2 Minggu 4 | 385.3333 12.09408 5
Multivariate Tests®
Partial Eta
Effect Value F Hypothesis df | Error df Sig. Squared
Minggu  Pillai's Trace 004 | 154.228b 3.000 3.000 .00 994
Wilks' Lambda 006 | 154.228° 3.000 3.000 .001 994
Hotelling's Trace 154.22 154.228° 3.000 3.000 .00 944
Roy's Largest Root | 154.22 154.228° 3.000 3.000 001 994
a. Design: Intercept
Within Subjects Design: Minggu
h. Exact statistic
Descriptive Statistics
Mean Stl. Deviation M
Perlakuan 3 Minggu 1 | 3451667 416733 G
Perlakuan 3 Minggu 2 | 381.5000 5.89067 6
Perlakuan 3 Minggu 3 | 398.5000 8.54985 G
Perlakuan 3 Minggu 4 | 414 1667 6.61664 6
Multivariate Tests®
Partial Eta
Effact Yalue F Hypothesis df | Error df Sig. Squared
Minggu  Pillai's Trace g9 | 1316.525° 3.000 3.000 .000 .aag
Wilks' Lambda 001 | 1316.525" 3.000 3.000 .0oo .89
Hotelling's Trace 1316.525 | 1316.525° 3.000 3.000 .ooo 899
Roy's LargestRoot | 1316.525 | 1316.525° 3.000 3.000 000 9849

a. Design: Intercept

Within Subjects Design: Minggu

h. Exact statistic




Uji Post Hoc
e Kelompok Normal

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1
95% Confidence Interval for
Mean Difference
Difference (|-
(1) Minggu  (J) Mingau J) Std. Error Sig_b Lower Bound Upper Bound
1 2 -22.333 1.764 .000 -29.775 -14.891
3 -40.333 3.373 .000 -54 565 -26.101
4 -58.167 3.468 .000 -72.800 -43.534
2 1 22333 1.764 .000 14.891 29.775
3 -18.000" 3120 013 -31.164 -4 836
4 -35.833 3.609 001 -51.063 -20.604
3 1 40333 3373 .000 26.101 54.565
2 18.000" 3120 013 4.836 31.164
4 -17.833 3.449 021 -32.385 -3.282
4 1 58.167 3468 .000 43534 72.800
2 35.833 3.609 001 20.604 51.063
3 17.833 3.449 021 3.282 32.385

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant atthe ,05 level.

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.

e Kelompok Negatif

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1
95% Confidence Interval for
Mean Difference
Difference (-

) Minggu  (J) Minggu J) Std. Error sig.” LowerBound | UpperBound

1 2 -20.667 1.476 .ooo -26.893 -14.440
3 -35.333 1.520 .000 -41.748 -28.919
4 -51.667 1.054 .000 -56.114 -47.219

2 1 20.667 1.476 .ooo 14.440 26.893
3 -14 667 1.382 001 -20.500 -8.834
4 -31.000° 632 .000 -33.669 -28.33

3 1 35,333 1.520 .0oo 28.919 41.748
2 14,667 1.382 001 8.834 20.500
4 -16.333 9849 .000 -20.505 -12.161

4 1 51.667 1.054 .ooo 47.2149 56114
2 31.000° 632 .000 28.331 33.669
3 16.333 989 .000 12.161 20.505

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the 05 level,

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.




Kelompok Perlakuan 1

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1
95% Confidence Interval for
Mean Difference
Difference (-
() Minggu  {J) Minggu J Std. Error Sig.” Lower Bound Upper Bound
1 2 -19.833 1.249 .0oa -25.108 -14.562
3 -36.000° G632 .0oo -38.669 -33.3:
4 -49.33% 1.476 .0oa -55.560 -43.107
2 1 19.633 1.249 .0oa 14.562 25105
3 16167 833 .0oo -19.683 -12.651
4 -29.500° 1.607 .0oo -36.282 -22.718
3 1 36.000° 632 .0oo 3333 38.669
2 16.167 833 .0oa 12.651 18.683
4 -13.333 1.054 .0oa -17.781 -5.886
4 1 49333 1.476 .0oo 43107 55.560
2 29.500° 1.607 .0oa 22718 36.282
3 13.333 1.054 000 5.886 17.781
Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the 05 level.
b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.
Kelompok Perlakuan 2
Pairwise Comparisons
Measure: MEASURE_1
95% Confidence Interval for
Mean Difference
Difference (-
(0 Minggu () Minggu Ji Std. Errar Sig.P Lower Bound | Upper Bound
1 2 -21.167 810 000 -25.005 -17.328
3 -37.667 3169 .00o -51.039 -24.294
4 -61.500 2.655 .0oo -72.703 -50.297
2 1 21167 810 000 17.328 25.005
3 -16.500" 2.655 009 -27.703 -5.2487
4 -40.33% 2.044 .0oo -48.957 -31.709
3 1 37667 3169 000 24,294 51.039
2 16.500° 2.655 009 5297 27.703
4 -23.83% 1.869 .0oo -31.7 -15.946
4 1 61.500 2655 000 £0.297 72,703
2 40.333 2.044 000 31.709 48.957
3 23.833 1.869 000 15.946 31T

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant atthe 05 level

bi. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.




Kelompok Perlakuan 3

Pairwise Comparisons

Measure: MEASURE_1
95% Confidence Interval for
Mean Difference
Difference (-
0 Mingou  (J) Mingagu Jj Std. Error Sig_h Lower Bound Lpper Bound
1 2 -36.333 1.256 .0o0 -41.633 -31.033
3 -53.333" 2472 .0o0 -63.764 -42.903
4 -69.000° 1.342 .0o0 -T4.661 -63.339
2 1 36.33% 1.256 .0o0 31.033 41.633
3 -17.000° 2821 013 -29.325 -4 675
4 -32.667 201 .000 -41.152 -24.181
3 1 53.333 2472 .0o0 42903 63.764
2 17.000" 28921 013 4675 29,325
4 16,667 1.476 .001 -21.893 -9.440
4 1 69.000° 1.342 .0o0 63.339 74.661
2 32,667 201 .0o0 24181 41.152
3 15.667 1.476 001 9.440 21.893

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the 05 level.

b. Adjustrent for multiple comparisons: Bonferroni.




