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Lampiran 1. Skema kerja penelitian

a. Pembuatan ekstrak kulit buah jeruk Bali, uji organoleptik, uji
kualitatif, uji kuantitatif dan uji in vitro

Kulit buah jeruk Bali (Citrus maxima Merr.)

eksokarp Disortasi, dicuci, dirajang, diangin-anginkan

Simplisia

Dibasahi dengan etanol 70% l Dimaserasi dengan etanol 70% dan dievaporasi

EkstrakEtanol Kulit buah Jeruk Bali

l Identifikasi konsistensi, bau, rasa, dan warna

Uji Organoleptik

Larutan standar

Identlf_|ka5| flav9n0|d, _ . asam galat (765nm)
alkaIOId_, sapohln, dan rutin (425nm)
terpenoid, tanin dan fenol

Uji Kuantiatif
Fenolik Total dan Flavonoid Total

Uji Kualitatif
Uji pereaksi kimia dan KLT

Spektrofotometri Uv-Vis
Dengan preaksi DPPH

Uji In Vitro
Uji DPPH (% inhibisi)
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b. Evaluasi formula sediaan sirup

Ekstrak kulit buah jeruk Bali

83

l Formulasi Sediaan Sirup

\ 4

\ 4

\4

F1 (1%)

F2 (2%)

F3 (3%)

F4 (tanpa ekstrak)
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Uji evaluasi Fisik

e Uji Organoleptik,
e Uji pH dan
e Uji Viskositas

Formula Sirup yang paling stabil

|

Penyimpanan
dipercepat dengan
climatic chamber
pada suhu 5°C dan
35°C masing-masing
12 jam selama 12
siklus.
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c. Uji penentuan penghambatan peroksidasi lipid secara in vivo

Hewan Uji

Diambil sampel darah awal hewan uji pada hari ke-0
v _(sebelum perlakuan) kemudian dikelompokkan

K1 K2 K3
F4 + CCls Ekstrak 3% + CClas F3 + CCls

1. Diberi sirup dan ekstrak selama 15 hari

2. Diinduksi CCls secara i.p pada hari ke-7

3. Diambil darah setelah diinduksi selama 24 jam

4. Diambil darah pada hari ke-16 setelah perlakuan
berakhir

Uji In Vivo
Pengkuran kadar MDA Tikus

v

Plasma Darah

- Ditambahkan 1mL TBA 1% v Disentrifuge 3000 rpm 15 menit
- Ditambahkan 1mL TCA 1%
- Ditambahkan Air suling

- Dipanaskan, suhu 95 °C selama 45 + Disentrifuge 3000 rpm 15 menit
menit

+— Supernatan

Supernatan

l Spektrofotometer UV-Visibel

- Uji normalitas dan homogenitas
- Uji One Way Anova dan Uji LSD
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Lampiran 2. Perhitungan dosis CCls(Karbon Tetra Klorida)

Dosis yang digunakan adalah 0.5mL/kgBB tikus sehingga untuk tikus
dengan bobot 200 g dosis menjadi 0.1mL/200g BB untuk pemberian
1mL/200g BB tikus oleh karenanya perlu dilakukan pengenceran dengan
melarutkan 10mL CCls kedalam 100mL minyak kelapa dan diberikan

1mL/200g BB tikus secara intraperitoneal sebagai penginduksi.

Lampiran 3. Perhitungan dosis dispersi ekstrak kulit buah jeruk
Bali

Tikus diberi dispersi ekstrak 3% yang mengandung 3 g ekstrak kulit buah
jeruk Bali dalam 100 mL suspensi air, sehingga untuk tikus 200 g dengan
volume pemberian 2mL/200g maka dosis ekstrak kulit buah jeruk Bali
yang diberika adalah:

2mL
100mL

x 3000 mg = 60mg/200g BB tikus

Lampiran 4. Perhitungan dosis sediaan sirup ekstrak kulit buah
jeruk Bali

Tikus diberi formula sirup yang mengandung ekstrak kulit buah jeruk Bali
sebanyak 3 g dalam 100 mL sirup, sehingga untuk tikus 200 g dengan
volume pemberian 2mL/200g maka dosis ekstrak kulit buah jeruk Bali
yang diberika adalah:

2mL
100mL

x 3000 mg = 60mg/200g BB tikus
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Lampiran 5. Volume Pemberian Peroral Pada Tikus

Untuk Volume Pemberian peroral tikus dipilih 2mL setiap 200gBB tikus.
Sehingga tikus dengan bobot Xg akan diberi:

Vol X8 2mL
olume = X 2m
20

0g

Berat Hewan Uji  Volume Pemberian

(9) (mL)
170 1,7
180 1,8
190 1,9
200 2

Lampiran 6. Pengukuran Kadar Fenolik Total Pada Panjang
Gelombang 765 nm dan Kadar Flavanoid Total Pada
Panjang Gelombang 425 nm

1. Hasil Pengukuran Fenolik Total Pada Panjang Gelombang 765 nm

sampel Konsentrasi serapan
Asam galat 2 0,104
Asam galat 4 0,206
Asam galat 6 0,325
Asam galat 8 0,537
Asam galat 10 0,618

PC
\
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Hardcopy view Date 1/4/1980 Time 04:03:32 Page 1 of 1

Overlaid Sample Spectra

a0 | 800 e0 ' 700Wavelength (nm

# Name Dilut. Factor Concentration (ppm) Abs<765nm>
1 100 bpj 1.00000 W 0.28491
2 100 bpj 1.00000 Wk 0.28324
3 100 bpj 1.00000 it 0.28216

**+% End Hardcopy view *%*

0.7 -
y =0.0679x - 0.0493
06 - R? = 0.9802
g 0.5 A
s
S 04 -
N~
c
§0.3 .
@
0 0.2 A
0.1 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Konsentrasi Asam Galat (bpj)
Y =a + bx
Y =-0,049 + 0,067X
0.028343 =-0.049 + 0,067X
>, =4,96164
100 X100
=4,96 %
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2. Hasil Pengukuran Kadar Flavanoid Total Pada Panjang Gelombang

425 nm
sampel konsentrasi serapan
kuarsetin 2 0,217
kuarsetin 4 0,421
kuarsetin 6 0,639
kuarsetin 8 0,824
Hardoopy wiew —TmTmemeem—— e i i S e
e e D8%® 1/4/1980 Time 01:04:06 Page 1 of 1]
Svsriaid smple spectra
; os | ~ e
A
‘g 03
|
!g 0z ‘
.‘ |
| o1
| |
[ L | C—
I déo 500 600 mw-whl\gth(nm).
Sample/Result Table
_l__-r;;r;; ___________ Factor Concentration(ppm) Abs<425nm>
SAVTE S A b T e 2.08060, 1| = 4 oAl 0.21773
2 600 bpj 1.00000 ot o 0.21905
3 600 bpj 1.00000 B b 0.22060
TSRS T 1T ek e st L
0.9 -
y =0.1019x + 0.0158
0.8 - ;
RZ=0.999
0.7 -
é 0.6 -
Lo
g 0.5 -
S04 -
<3
5 0.3 -
[75]
0.2 -
n1i_ |
0 1 3 4 5 6 7 8 9
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Y =a+ bx
Y = 0,015 + 0,100X
0,219126 = 0,015 + 0,100X
X = 2,02105
_’—600 X 100
=0,34 %

Lampiran 7. Penetapan Penghambatan DPPH terhadap asam
askorbat menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 515nm

1. Hasil serapan dan persen inhibisi DPPH terhadap asam askorbat

Kons. blanko sampel selisih % inhibis Log C Nil. Probit
2 0,965 0,576 0,389 40,326 0,3 4,766
4 0,965 0,512 0,453 46,947 0,6 4,918
6 0,965 0,443 0,522 54,128 0,77 5,103
8 0,965 0,371 0,594 61,553 0,9 5,295
10 0,965 0,219 0,746 77,263 1 5,746

2. Profil hubungan konsentrasi asam askorbat dengan persen inhibisi
DPPH

90 -

y = 4.424x +29.5

80 -
R2=0.9617 ¢

70 -
60 - 4

Persen Inhibisi
S
o

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Konsentrasi Asam aksorbat (bpj)

f
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3. Perhitungan 1Cso asam askorbat

- Persamaan regresi linier : y = 4,424x + 29,5

- Nilai “y” diganti dengan 50 (penghambatan DPPH 50%)

- 50

X

4. Perhitungan nilai AAl asam askorbat

50-29,5
4,424

Nilai AAI

Nilai AAI

Nilai AAI

4,424x — 29,5

4,63 bpj < 50 bpj (sangat kuat)

Konsentrasi DPPH vang digunakan

Nilai ICso yang didapatkan

_ 32 bpj
4,633 bpj

6,91> 2 (antioksidan bersifat sangat kuat)

90

Lampiran 8. Penetapan Penghambatan DPPH terhadap ekstrak kulit
buah jeruk Bali menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 515 nm

1. Hasil serapan dan persen inhibisi DPPH terhadap ekstrak kulit buah

jeruk Bali
kons. blanko sampel selisih % inhibis Log C Nil.Probit
100 0,965 0,932 0,034 3,480 2 3,182
200 0,965 0,834 0,131 13,604 2,3 3,9
300 0,965 0,742 0,223 23,101 2,47 4,267
400 0,965 0,63 0,335 34,729 2,6 4,604
500 0,965 0,536 0,429 44,464 2,69 4,858
600 0,965 0,475 0,489 50,737 2,77 5,021
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2. Profil hubungan konsentrasi ekstrak kulit buah jeruk Bali dengan
persen inhibisi DPPH

60 -

5

D
o
1

w
o
1

Persen Inhibisi

N
o
1

[
o
1

0 -

y =0.0972x - 5.68
R*=0.9948

100 200 300 400 500 600 700

Konsentrasi Ekstrak Kulit Buah Jeruk Bali (bpj)

3. Perhitungan ICso ekstrak kulit buah jeruk Bali

- Persamaan regresi linier : y=0,097x — 5,68

- Ni

lai “y” diganti dengan 50 (penghambatan DPPH 50%)

- 50 =0,097x — 5,68

X

X

50+5,68

0,097

= 574,02 bpj > 200 bpj ( sangat lemah)

4. Perhitungan nilai AAI ekstrak kulit buah jeruk Bali

Nilai AAI
— lilai AAI
'.IJ- I
. |m-, lilai AAI

L

o
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Konsentrasi DPPH vang digunakan
Nilai ICso yang didapatkan

32 bpj
574,02 bpj

0,056< 0,5 (antioksidan bersifat lemah)
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Lampiran 9. Hasil Pengukuran standar TMP menggunakan
spektrofotometri UV-Vis

Konsentrasi serapan
(bpj)
0,05 0,169
0,1 0,268
0,15 0,322
0,2 0,480
0,25 0,532
0,3 0,605
0,35 0,697
0,4 0,826

Grafik regresi linier Kurva baku TMP

0.9 - y =1.8195x + 0.0782
R?=0.9901

0.8 -

0.7 -

O T T T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

Konsentrasi (bpj)
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Hasil Pengukuran Standar TMP




Tabel 10. Kadar MDA Plasma Darah Tikus

94

Hari ke-0 Hari ke-7 Hari ke-15
Perlakuan Hewan uii  S€raran Kadar serapan Kadar serapan Kadar
I MDA MDA MDA
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
. 0,118 0,022 0,559 0,264 0,378 0,165
<l ‘| , 0,197 0,065 0,376 0,164 0,434 0,196
elompo
(F4: Formula 0,250 0,095 0,304 0,124 0,316 0,131
sirup yang 3
tidak 0,355 0,152 0,414 0,185 0,374 0,163
mengandung 4
ekstrak) . 0,399 0,177 0,600 0,287 0,499 0,232
Rata- 0,103 0,205 0,177
rata+SEM +0,030 +0,030 +0,017
) 0,127 0,027 0,475 0,218 0,246 0,092
, 0,209 0,072 0,227 0,082 0,259 0,099
ﬁ?llzi?tﬁgt ; 0,269 0,105 0,221 0,079 0,185 0,059
E;:;‘ﬁ(' E;::t ) 0,356 0,153 0,216 0,076 0,170 0,051
3%) : 0,387 0,169 0,288 0,115 0,274 0,108
Rata- 0,105 0,114 0,082
rataxSEM +0,027 +0,027 +0,011
. 0,161 0,046 0,155 0,042 0,147 0,038
, 0,218 0,077 0,166 0,048 0,144 0,036
Kel K1l
(F%f)?(fr?nula . 0,345 0,147 0,131 0,029 0,159 0,045
ms(irn“gpaﬁgzgg . 0,359 0,155 0,108 0,017 0,113 0,019
3% ekstrak) : 0,362 0,156 0,397 0,175 0,208 0,071
Rata- 0,116 0,062 0,042
ratatSEM +0,023 +0,028 +0,08
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Lampiran 10. Hasil pengukuran serapan MDA plasma darah tikus

1. Hasil pengukuran MDA plasma darah hari ke-0

Optimization Software:
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2. Hasil pengukuran MDA plasma darah hari ke-7 (Setelah induksi CClas)

Overlaid Sample Spectra

¥

WO s W
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12
13
14

1‘1
\\
0.8 \
06 S
] R
04 .o e
1 R
1 Ama S e
02, TN L v T T T e e
4 \\_,_—- )
o T e -
o TR ey L 780 o
Sample/Result Table
Name Dilut. Factor (ppm) Abs<532nm>
El 1.00000 ; K 0.47468
E2 1.00000 *xk 0.22681
E3 1.00000 * Xk 0.22090
B4 1.00000 hokok 0.21580
ES 1.00000 Tk 0.28756
F31 1.00000 A 0.15463
F32 1.00000 ek 0.16593
F33 1.00000 kK 0.13109
F34 1.00000 MR 0.10835
F35 1.00000 Nk 0.39684
F41 1.00000 ek 0.55874
F42 1.00000 . 0.37643
F43 1.00000 e 0.30414
44 1.006000 X > 0.41389
F45 1.00000 * ok 0.60090

15

*** End Hardcopy view ***
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3. Hasil pengukuran MDA plasma darah hari ke-15
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Lampiran 11.Hasil analisis data secara deskriptif menggunakan
program SPSS versi 20.0

1. Hasil Uji normalitas rata-rata kadar MDA pada hari ke-0, ke-7 dan ke-15

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

KELOMPOK MDAHO MDAH7 MDAH15
N 15 15 15 15
Normal Parameters® Mean 2.00 .10800227 12705487 .10031080
Std. Deviation .845| .053856298| .085444120| .064509174
Absolute .215 .230 .168 .140
Most Extreme Differences  Positive .215 .118 .168 .140
Negative -.215 -.230 -.098 -.104
Kolmogorov-Smirnov Z .833 .890 .652 .543
Asymp. Sig. (2-tailed) 492 .407 .788 .929

a. Test distribution is Normal.

2. Uji One way Anova rata-rata kadar MDA pada hari ke-0, ke-7 dan ke-15

Descriptive Statistics

N Mean Std. Deviation | Minimum | Maximum

KELOMPOK 15 2.00 .845 3
MDAHO0 15 .10800227 .053856298 .022221 .176833
MDAH7 15 .12705487 .085444120 .016685 .287466
MDAH15 15 .10031080 .064509174 .019115 .231880

3. Uji homogenitas rata-rata kadar MDA pada hari ke-0, ke-7 dan ke-15

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
MDAHO .073 12 .930
MDAH7 .238 12 .792
MDAH15 1.671 12 .229

.

PDF
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ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups .001 2 .000 .076 .928
MDAHO Within Groups .040 12 .003

Total .041 14

Between Groups .052 2 .026 6.254 .014
MDAH7 Within Groups .050 12 .004

Total .102 14

Between Groups .048 2 .024 29.395 .000
MDAH15  Within Groups .010 12 .001

Total .058 14

4. Uji Post Hoc Tukey rata-rata kadar MDA pada hari ke-0, ke-7 dan ke-15

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Dependent (l) J) Mean Difference Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Variable ~ KELO KELO () Lower Bound | Upper Bound
MPOK MPOK
2 -.010555200 .036561355 .955 -.10809591 .08698551
! 3 .002965600 .036561355 .996 -.09457511 .10050631
1 .010555200 .036561355 .955 -.08698551 .10809591
MDAHO 2
3 .013520800 .036561355 .928 -.08401991 11106151
1 -.002965600 .036561355 .996 -.10050631 .09457511
° 2 -.013520800 .036561355 .928 -.11106151 .08401991
1 2 .051557000 .040843924 442 -.05740902 .16052302
3 -.091077400 .040843924 .106 -.20004342 .01788862
MDAH7 ) 1 -.051557000 .040843924 442 -.16052302 .05740902
3 -.142634400" .040843924 .011 -.25160042 -.03366838
1 .091077400 .040843924 .106 -.01788862 .20004342
3 2 .142634400" .040843924 .011 .03366838 .25160042
2 .039908400 .018143858 112 -.00849694 .08831374
! 3 -.095461200" .018143858 .001 -.14386654 -.04705586
1 -.039908400 .018143858 112 -.08831374 .00849694
MDAH15 2
3 -.135369600" .018143858 .000 -.18377494 -.08696426
- . 1 .095461200" .018143858 .001 .04705586 .14386654
" ,,I.{mﬂ?ﬂv 2 .135369600" |  .018143858 [ .000 .08696426 18377494
R rence is significant at the 0.05 level.
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Homogeneous Subsets
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MDAHO
Tukey HSD
KELOMPOK N Subset for
alpha = 0.05
1

3 .10250680
1 5 .10547240
2 5 .11602760
Sig. .928

Means for groups in homogeneous subsets

are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size =

5.000.
MDAH7
Tukey HSD
KELOMPOK Subset for alpha = 0.05
1 2

2 5 .06232440
1 5 .11388140 .11388140
3 .20495880
Sig. 442 .106

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

MDAH15
Tukey HSD
KELOMPOK Subset for alpha = 0.05

1 2

2 5| .04188480
1 5 .08179320
3 17725440
Sig. 112 1.000

Optimization Software:
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Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian

Gambar 1. Proses Maserasi Gambar 2. Ekstrak etanol kulit
buah jeruk Bali

hmbar 3. Optimasi eluen Gambar 4. Hasil KLT Ekstrak kulit
buah jeruk Bali dan rutin
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Gambar 5. Uji Flavonoid Total Gambar 6. Uji Fenolik Total

Gambar 7. Uji antioksidan degan Gambar 8. Uji Identifikasi senyawa
pereaksi DPPH
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Gambar 9. Formula sirup (1%)

Gambar 11. Formula sirup (3%) Gambar 12. Formula sirup tanpa

ekstrak
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Gambar 13. Uji pH sirup Gambar 14. Uji Viskositas sirup

Gambar 15. Adaptasi hewan uji Gambar 16. Dispersi ekstrak 3%
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Gambar 17. Pemberian sirup dan
dispersi ekstrak secara peroral

Gambar 18. Induksi CClsSecara I.P

Gambar 19. Pengambilan darah

melalui ekor

Gambar 20. Plasma Darah tikus
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Gambar 21. Proses sentrifugasi

Gambar 22. plasma yang telah
disentrifugasi

Gambar 24. Pengukuran serapan
dengan spektro UV-Vis
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Lampiran 13. Kode Etik
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