BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah studi eksperimental menggunakan tikus putih jantan
galur wistar sebagai hewan percobaan. Penelitian ini meliputi pengumpulan
sampel, pengolahan sampel, pemeriksaan karakteristik simplisia, pembuatan
ekstrak etanol daun jamblang (Szygium cumini (L.) Skeels), skrining fitokimia, dan
pembuatan gel ekstrak etanol daun jamblang (Szygium cumini (L.) Skeels) terhadap

a sayat selama 2 minggu hingga evaluasi pengujian

juga viskositas.

percobaan lainnya.
a sumber keragaman yang

5 kelompok perlakuan dengan demikian

Mangkoewidjojo, 1988
Penelitian ini
perhitungan rumus Federer u an banyak sampelgtiap kelompok
adalah sebagai berikut :
(k-1) (n-1) >15
(5-1) (n-1) >15
4n-4 >15
4n >19
n >475~5
Keterangan :
k : jumlah kelompok perlakuan

n : banyak sampel tiap kelompok

Dari perhitungan rumus Federer didapatkan sampel tiap kelompok sebanyak 5

sampel. Dengan demikian jumlah sampel pada penelitian ini sebanyak 25 sampel.
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3.2 Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah hewan uji coba tikus putih jantan galur
wistar yang dikelompokkan secara acak dan sampel yang digunakan pada
penelitian ini adalah ekstrak etanol daun Jamblang (Syzygium cumini (L.) Skeels)

yang diambil di kecamatan Klari, kabupaten Karawang, provinsi Jawa Barat.

3.3 Bahan dan Alat yang Digunakan
3.3.1 Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu ekstrak etanol daun Jamblang
(Syzygium cumini
propilenglikol metitpara ade t(g%atacho), etanol 70%, NaOH, H2S04
serbuk Mg-HCI pekat,” FeClz ~pereaksi Libermann-Buchard, HCI,
1ayer, pereaksi dragendorff sertajdovidone iodine 10%.

3.3.2 Al — B »

Skeels), tikus putih jantan galur wistar, Carbopol 940,

enelitian ini yang di i ng tangan, penimbang
kandang ti mp alat cukur, blade, scapel,
al — : AeTranium foil, kaca arloji, gelas
ukur (pyrex), tabungeaksi (;Kﬁ RﬂWAN)@a mortar dan stamper,
sudip, cawan, batang peng peaker glass (iwaki), pH meter, viscometer, alat uji

daya sebar, alat uji homogenita

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Klasifikasi variabel
1. Variabel Bebas
Dalam penelitian ini variabel bebas yang digunakan ialah menggunakan
beberapa konsentrasi dari ekstrak daun jamblang (Syzygium cumini (L.)
Skeels) dalam bentuk sediaan gel yang diperoleh melalui orientasi.

2. Variabel Terikat
Dalam penelitian yang dilakukan ini menggunakan variabel terikat ialah,
formulasi sifat fisik gel ekstrak etanol daun jamblang (Syzygium cumini (L.)
Skeels) yang paling baik dan konsentrasi yang paling cepat dalam waktu

penyembuhan luka sayat.
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3.4.2 Definisi operasional variabel
Berikut adalah tabel definisi operasional variabel yang terdapat pada

penelitian ini, yaitu :

Tabel 3.1 Definisi operasional variabel

No. Variabel

Definisi

Alat Ukur Skala

Persyaratan

Pengujian

Variabel bebas

1. Konsentrasi
gel ekstra /
daun

J

(Syzygiun
cumini

jambl

Skeels) T8

Konsentrasi yang

dapat mempengaruhi

suatu organis

¥

secara biologis.

Variabel terikat

]
— e —— !_

| —
Deter fisik 0]

1. | Warna Nominal |1. Warna hijau
KIA'RA C MG 2. Warna

pengliha alam hijau pekat
pengujian sampehge
luka ekstak daun
Jamblang

2. | Bau Parameter fisik Uji Nominal | 1. Bau lemah
menggunakan indera Organoleptik 2. Bau khas
penciuman dalam 3. Tidak
pengujian sampel gel berbau

luka ekstak daun

Jamblang
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Homogenitas | Dilakukan dengan Uji Nominal | L Homogen

mengoleskan sampel homogenitas 2. Tidak
pada objek glass dengan kaca Homogen
dikatupkan cover objek

glass untuk diamati

homogenitas.

pH Nilai pada pH sampel pH meter Rasio | Angkadalam

ditunjukkan sesuai pH meter

Uji viskositas dilakukan Alat Rasio cP

dengan alatiscometer=

Uji Da p ¢ Rasio cm

3.5 Prosedur Pe
3.5.1 Determinasi
Determinasi dilakuka Medica Batu
untuk mengetahui identitas dari cumini (L.)
Skeels). Determinasi tanaman bertujuan enaran tanaman
jamblang (Syzygium cumini (L.) Skeels) dengan mencocokan ciri-ciri morfologi
dari tanaman jamblang (Syzygium cumini (L.) Skeels) dengan menggunakan kunci
determinasi.
3.5.2 Pengumpulan tanaman
Tanaman yang digunakan untuk penelitian ini adalah daun jamblang

(Syzygium cumini (L.) Skeels) yang didapatkan di Klari, Karawang, Jawa Barat.
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3.5.3 Penyiapan simplisia

Daun jamblang (Syzygium cumini (L.) Skeels) yang masih segar kemudian
dilakukan pembuatan simplisia dengan cara daun yang masih segar dengan kondisi
utuh dan baik dibersihkan dari kotoran yang melekat dan dicuci dengan air
mengalir. Kemudian daun dijemur dengan cara diangin-anginkan selama beberapa
hari. Daun yang sudah kering dihaluskan menggunakan blender hingga halus.
3.5.4 Ekstraksi

Sebelum dibuat ekstrak, daun jamblang (Syzygium cumini (L.) Skeels)
terlebih dahulu dilakukan determinasi untuk mendapatkan kebenaran identitas

ang (Syzygium cumini (L.) els) dimaserasi dengan etanol 70%
24 jam, setiap 24 jam hingga filtfat tidak berwarna. Filtrat disaring dan

diuapkanidi waterbath dengansuhu=-60—£0{9E€-sambil-diaduk kemudian dianginkan

sehinggatdiperoleh ekstrak talk Hifting de ekstrak kental daun
jamblang \‘ gium cumini S

Randemeh, dikitunesdeaga ) W Semakin tinggi

dengan jelagg@ari tanaman. Ambil sebanyak 500 gr sampel berupa serbuk halus
daun ja %k

selama

nilai rendemen yang ‘dihasi : : i kstrak yang dihasilkan

semakin banyak. Renden : ‘ dndicatat :

Berat ekstrak
Redemen Eks x 100%

mplisia

3.5.5 Uji skrining fitokimia
1. Uji identifikasi alkaloid
Uji alkaloid dilakukan dengan cara 0,5 gr ekstrak daun jamblang (Syzygium
cumini (L.) Skeels) ditambah 2 mL etanol 70% dan 5 mL HCI 2 N pekat dan
dipanaskan selama 2 menit sambil diaduk. Disaring ekstrak dan dicampurkan HCI
setelah dingin. Filtrat yang disaring digunakan untuk menganalisis senyawa
alkaloid, masing-masing 0,5 mL ditempatkan dalam 3 tabung reaksi dengan
pereaksi yang berbeda. Pada tabung 1, tambahkan pereaksi mayer, sampel
terbentuk endapan putih atau kuning menunjukkan adanya alkaloid. Pada tabung 2,
tambahkan pereaksi dragendorff, sampel terbentuk endapan coklat atau jingga
menunjukkan adanya alkaloid. Pada tabung 3, digunakan sebagai blanko.
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2. Uji Identifikasi Flavonoid
Ekstrak kental etanol sebanyak 0,1 gr dilarutkan dalam 10 mL etanol

kemudian dibagi ke dalam empat tabung reaksi. Tabung pertama digunakan sebagai
tabung kontrol, tabung kedua, ketiga, dan keempat berturut-turut ditambahkan
NaOH, H2SO4 pekat, dan serbuk Mg-HCI pekat. Warna pada masing-masing
tabung dibandingkan dengan tabung kontrol, jika terjadi perubahan warna maka
positif mengandung flavonoid.

3. Uji Identifikasi Tanin

Uji Tanin dilakukan dengan cara ekstrak daun jamblang (Syzygium cumini

(Syzygium cu
kuat. Tes positif Uni
berbusa.

3.5.6 Pembuatan gel ekstrak : if(L..) Skeels)
atan gel sesuai

dengan formula standard gel menurut (Noena R.,

Carbopol 940 0,5%
TEA 1%

Metil paraben 0,2%
Propilenglikol 15%

Aquadest Ad 100

Carbopol 940 dikembangkan dengan air suling 70°C dalam gelas kimia
kemudian TEA dicampurkan ke dalam basis lalu dihomogenkan. Ditambahkan
metilparaben yang sebelumnya telah dilarutkan dengan 3 mL air suling pada

suhu 90°C, dihomogenkan. Dilarutkan ekstrak daun jamblang (Syzygium cumini
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(L.) Skeels) kedalam propilenglikol, lalu dihomogenkan ke dalam basis sedikit
demi sedikit.

Tabel 3.2 Formulasi Konsentrasi Gel

Formulasi Konsentrasi Gel

Bahan Kontrol (-) Formula | Formula 1l Formula Il
Ekstrak etanol - 2,5% 5% 7%
daun Jamblang
Carbopol 940 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
TEA 1% 1% 1% 1%
Metil p , 2% 0.2% 0.2%
Propiléngli 5% ~ /15% 15% 15%

ad 100 ad 100

Kemudian bagian®y@ngya i ’ ibersihkan dengan kapas yang
ﬁlit tikus menggunakan
scapel yang sudah steril (I an alkohol 70%) sampai sobek/jaringan otot.
ang dibuat pada
masing-masing tikus sebanyak 1 sayata i pg tikus, ditandai
dengan spidol dan diukur menggunakan jangka sorong. Pada setiap kelompok
diberikan perlakuan sebagai berikut :
a.  Kelompok 1 (Positif) : Luka sayat dioleskan povidone iodine 10%.
b. Kelompok 2 (Negatif) : Luka sayat dioleskan basis gel.
c. Kelompok 3 : Luka sayat dioleskan gel ekstrak etanol daun jamblang 2,5%.
d. Kelompok 4 : Luka sayat dioleskan gel ekstrak etanol daun jamblang 5%.
e. Kelompok 5 : Luka sayat dioleskan gel ekstrak etanol daun jamblang 7%.
Parameter yang dipakai dalam penentuan kesembuhan luka adalah
penurunan panjang luka, eritema atau kemerahan, pembengkakan dan luka yang

sudah menutup.
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3.5.8 Uji Evaluasi Fisik

a. Uji organoleptik
Tujuannya untuk memperhatikan sampel dari warna, bau dan bentuknya. Uji
organoleptik terhadap gel dilakukan secara subjektif meliputi: warna, bau
dan penampilan (Ramane et al., 2013).

b. Uji pH
Tujuannya untuk mengetahui nilai pH pada sampel. Pengukuran pH gel
dilakukan dengan alat pengukur pH meter digital (Oakton-eutech

instruments). Prosedur pengujiannya dengan cara mencelupkan secara

et al., (2019), hal ini

menunjukkan baliwa kem OSISI baﬁ g q Aormﬁ terlarut atau terdispersi

homogen. Prosedur “peng a/ mengoleskan

sampel pada kaca transparafigdimanamsediaan diambilgSeciikupnya, lalu

Homogenitas
ditunjukkan dengan tidak adanyabutiran kasar.

d. Uji daya sebar
Tujuan uji daya sebar dilakukan untuk mengetahui seberapa menyebar
sediaan pada saat dioleskan ke kulit. Prosedur pengujiannya dengan cara
sampel sebanyak 1 gr diletakkan diatas kaca bulat, yang pertama tidak diberi
beban, selanjutnya diberi beban sebesar 50 gr ditunggu 1 menit dan ukur
diameter daya sebarnya. Begitu seterusnya sampai beban sebesar 250 gr
(Mursyid, 2017). Rentang daya sebar standar formulasi gel yang baik antara
5-7 cm (Edy et al., 2017; Kumesan et al., 2013).
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e. Uji viskositas
Tujuan uji viskositas untuk mengetahui kekentalan dari sediaan gel.
Pengukuran nilai viskositas pada sampel menggunakan alat viskometer
(Rion viscotester VT-04F). Prosedur pengujian viskositas gel dengan cara
sebanyak 50-100 gr gel dimasukkan dalam baker glass kemudian
dimasukkan spindle nomor 2 yang telah terpasang pada viskometer ke dalam
gel sampai terendam sempurna. Nyalakan viskometer dan pembacaan nilai
viskositas dimulai ketika jarum penunjuk telah stabil. Syarat viskositas
sediaan gel yang baik berada dalam rentang 2000-4000 cP (Fahrezi et al.,

dianalis angkan pengbiktira dan pH pada sediaan
gel untuk an pa pada hewan uji dalam
waktu 2 mi asi ya a, diamalisis menggunakan ANOVA
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3.7  Alur Prosedur Penelitian

Determinasi tanaman

v

Pembuatan Simplisia

l Maserasi dengan etanol 70% selama 3x24

Ekstrak etanol daun jamblang

v

Skrining fitokimia

F1 (2,5%)

Kontrol

)

Uji In vivo

/
I

Gambar 3 1. Diagram Alir Penelitian

29



