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BAB V
KESIMPULAN UMUM

Penelitian ini menyimpulkan bahwa:

Fraksi Toluen-Etil Asetat Sesewanua (Clerodendrum fragrans Willd.) dengan
perbandingan pelarut 10:0 dan 9:1 yang memiliki kadar hispidulin yang tinggi
menunjukkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat dan antikoagulan.
2. Sediaan Dissolving Microneedle dari Fraksi Toluen-Etil Asetat Sesewanua
merupakan kandidat antitrombosis yang bekerja melalui 2 mekanisme, yaitu:
antikoagulan dan antioksidan
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Kerangka teori
Efek terapi tidak
Antikoagulan maksimal
Trombosis
dan antioksidan
yy Resiko efek samping
dari bahan sintetik
INOVASI RISET
= HRFS
OHT Obat bahan alam yang
memiliki kemampuan
sebagai antikoagulan dan _{ Karakterisasi DMN
antioksidan v
. _ HRFS-DMN Uji In Vitro
Sediaan transdermal

microneed|e yang langsung
dapat masuk di pembuluh
darah tanpa menimbulkan
rasa sakit dan dengan resiko —| Uji In Vivo
efek samping yang minimal

— Uji Ex Vivo




2. Kerangka konsep

] Hemolisis
Kandungan IC50, PT, tekanan
Kimia aPTT, INR PT, Konsentrasi PVA N i HETCAM
INR aPTT Y ] Uji In Vitro
PVP, dan jenis

Asetat Daun surfaktan non ionik ]

Sesewanua FETEER
Dau Sl.m. Ekst. Antik Uji Ex Vivo
n plisi raksi oagul Fraksi Uji In Pengembang Drug Retensi
Sega a . Fraksi an Terpilih Siliko ar.m Formula
r Keri . Metanol: i F Microneedle
ng . — Uji In vivo
Ekst Etil Asetat ksida -
raksi n
Umur Waktu, aPTT
tanaman pengadukan, Fraksi Karakterisasi
daerah, penyaringan, Metanol: | Fraksi Morfologi Anti ICAM-1
waktu suhu Etil Asetat einielief] Drug
Content
Spektn;tj){/o:;me - Kekuatan
ter UV-Vis Karak'Fensa Mekanik Drug
Jenis dan Sl Recovery
perbandingan | UFLC Insersi
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[pengad WVTR XRD
kolom, jenis silika gel
XRD
Variabel Variabel

Waktu, suhu,

pengadukan,
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3. Skema Kerja

Hemolysis
— Uji In Vitro I
] HETCAM
Fraksi N-
Hexan: Etil S
Asetat cree
ning .
Daun Uji Ex Vivo Permeasi
Sesewanua Antik
Ekstrak oagul Fraksi UjiIn Pengemba Drug Retensi
Etanol Fraksi an Terpilih 14 Siliko nean
Daun > [ Metanol: - F . |
) — Antio ormula
Etil ksid PT
Asetat siea
n Uji In vivo
- aPTT
Fraksi Karakterisasi ]
Metanol: |- Fraksi Morfologi b Anti ICAM-1
Etil e
Asetat Content
Spektrofotom I_ Kekuatah
Antioks eter UV-Vis Karakteris Mekanik Drug Waktu
- idan asi melarut
Recovery
H— - une
Antikoa MAA FTIR
gulan FTIR Surface pH
B WVTR XRD
XRD
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Lampiran 2. Panjang gelombang maksimum dan kurva baku
1. Panjang gelombang maksimum dan Kurva baku Hispidulin dalam PBS 7,4

Konsentrasi Baku Hispidulin 1.000 bpj selanjutnya diencerkan menjadi 500 bpj
dengan cara, mengambil 80 pl diencerkan dengan PBS hingga 2 ml. Selanjutnya
Baku Hispidulin Konsentrasi 500 bpj diencerkan dengan memipet 120 pl larutan 500
bpj dan diencerkan hingga 750 ul sehingga diperoleh larutan dengan kosnentrasi 80
pl dan dimasukkan kedalam Spektro UV VIS dan dilakukan penetapan karakterisitik
profil scan lamda senyawa baku hispidulin menggunakan spektrofotometri UV VIS
pada panjang gelombang yang telah disetting dari 200 nm sampai dengan 800 nm.

BOD.Onm  0.110AB8 2311406 11:52

m

Konsentrasi (bpj) Rata-rata __
80 1.298
40 0,651
20 0,378
10 0,203
5 0,116
25 0,054
1,25 0,022

Persamaan garis kurva baku Hispidulin dalam PBS pH 7,4
Y=0,0159x+0,028
R2 = 10,9981



Absorbansi

1.400
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

Kurva baku Hispidulin dalam PBS

20

y =0.0159x + 0.028
R*=0.9981

40 60
Konsentrasi (bpj)

80

100

125
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Lampiran 3. Dokumentasi penelitian

Sesewanua (Clerodendrum
fragrans Willd.)

Ekstrak etanol Sesewanua

Kromatografi Kolom Fraksi Sesewanua
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Tikus yang telah ditempelkan 4 buah Pengukuran kekentalan darah HRFS-
HFRS-DMN DMN menggunakan alat coagulometer

Proses pengerjaan pegukuran ICAM- Alat ELISA
1




Lampiran 4. Perhitungan
Perhitungan

a. Perhitungan IC 50

129

IC50
Fraksi U1 U2 U3 Rata-Rata  SD
TEFS1 9,02180 10,08125 11,70587 10,26964 1,351913
TEFS2 9,11468 10,06671 10,60240 9,92793 0,753504
TEFS3 1,70920 2,21647 4,54435 2,82334 1,511867
TEFS4 6,83376 7,61380 10,06504 8,17086 1,686131
HEFS1 9,29987 9,49732 7,42264 8,73994 1,145082
HEFS2 12,02175 10,24212 8,46746 10,24378 1,777145
HEFS3 8,94570 8,63641 6,63758 8,07323 1,252891
MEFS1 7,81905 9,03636 9,95679 8,93740 1,072298
MEFS2 1,54595 3,26294 4,28784 3,03225 1,385427
MEFS3 9,92323 11,51832 12,83589 11,42581 1,458531
EES 24,66915 17,15466 6,9100595 16,24462 8,914452
Data inhibisi TEFS1
Konsentrasi  Inhibition Persen Inhibisi
U1 U2 U3 U1 U2 U3
10 0,422 0,419 0427 51,214 50,822 47,990
20 0,359 0,365 0,344 58,497 57,160 58,100
30 0,276 0,278 0,278 68,092 67,371 66,139
40 0,211 0,205 0,201 75,607 75,939 75,518
50 0,133 0,132 0,132 84,624 84,507 83,922
Kontrol
DPPH 0,865 0,852 0,821 0,000 0,000 0,000

Dibuat kurva baku perbandingan konsentrasi dan persen inhibisi

100.000

U1 80.000
60.000

y=0,8393x+42,428
50 = 0,8393x+42,428 40.000
X =(50-42,428)/0,8393 20.000
=9,022 0.000

y=0.8393x +42.428 o

40

60



u2

Y=0,8615x+41,315

50=0,8615x+41,315)

X = (50-41,315)/0,8615
= 10,081

U2

130

100.000
y=0.8615x + 41,35 ®
R? §0.9952
50.000 e
0.000
0 20 40 60
U3
Y =0,8928x+39,549 100.000
50 = 0,8928x + 39,549
’ ’ y = 0.8928x +39.549
X = (50-39,549)/0,8928 80.000 R 099898
= RCH
=11,706 60.000 o
[
40.000
20.000
0.000
0 20 40 60
Jadi, IC50 TEFS1 = 10,27+1,35
b. Perhitungan bahan HRFS-DMN
Formula :
Formula HRFS PVP PVA Tween 80 Pluronic F- Akuades
(%) (%) (%) 0,5% (%) 127 0,5% (%)
F5 10 35 5 40 - 10
F8 10 25 10 - 40 15
F9 10 30 5 - 40 15
F11 10 40 5 40 - 5
F12 10 40 5 - 40 5
Perhitungan Bahan (5 g):
HRFs Tvp o PVA Tween - oyironic F- Akuades
Formula (mg) 60% 30% 80 8% 127 8% (g) (g)
(1]
(9) (9) (9)
F5 0,500 2,917 0,833 0,125 - 0,625
F8 0,500 2,083 1,667 - 0,125 0,625
F9 0,500 2,500 0,833 - 0,125 1,042
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F11 0,500

3,333

0,833

0,125 -

0,208

F12 0,500

3,333

0,833 -

0,125

0,208

Pembuatan stok 50 g:
- PVP60%

- PVA30%
- Tween 80 8%
- Pluronic-127

- 29 x50 g =30 g, akuades ad 50 g
- 22 %50 g=15g, akuades ad 50 g
-2 x50 g =4 g, akuades ad 50 g

100

-2 x50 g =4 g, akuades ad 50 g

100

100

100

Untuk pembuatan 5 g, berikut perhitungan untuk mengetahui jumlah bahan
menggunakan stok, contoh F9:

- HRFS 10%
- PVP30%
- PVA5%

- Pluronic F-127 0,5%

- Akuades ad

- 19 x59 = 0,500 g

100

30
1 =5x5g = 2,500 g

.5 _

: %x59 =0,833¢g
:%x40%x5g = 0,125g

:5-(0,500+2,500+0,833+0,125) = 1,042 g

c. Hasil penentuan volume dan densitas balok HFRS-DMN

Formula Berat Panjang Lebar Tinggi Densitas Rata- SD
(mg) (mm) (mm) (mm) (mg/mm3) rata

F5 57,3 4,8 4,6 2,0 1,298 1,224 0,076
485 4,6 4,6 2,0 1,146
542 4.8 4,6 2,0 1,227

F8 431 47 4,6 1,7 1,173 1,073 0,223
432 45 4,8 1,7 1,228
332 47 4,8 1,8 0,818

F9 57,7 47 4,7 1,7 1,535 1,451 0,118
519 47 4,6 1,6 1,500
46,3 45 4,6 1,7 1,316

F11 415 4,69 4,67 1,77 1,070 1,207 0,118
50,0 4,58 4,85 1,79 1,270
52,8 4,53 4,74 1,92 1,281

F12 65,8 4,76 4,81 2,04 1,409 1,190 0,191
494 4,61 4,88 1,99 1,103
49,3 4,63 473 213 1,057

massa

p= volume
57,3mg

= (4,8X4,6X2,0)mm3

= 1,298 mg/mm3



d. Data Dimensi dan Volume HRFS-DMN
i
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£
£
N
y o
& \
é\f 0,2 mm
£
0,2 mm Qf
Panjang Lebar Tinggi Volume Volume 100 jarum
(mm) (mm) (mm) (mm®) (mm®)
0,2 0,2 0,7 0,00933 0,933
Volume = 1/3 x Luas alas x tinggi
Volume DMN =1/3x0,2x0,2x 0,7
=0,00933 mm3
Bobot 100 jarum :
Bobot = Densitas x Volume
Formula Densitas Volume (mm3) Bobot 100 jarum Rata-rata SD
(mg/mm3) (mm)
1,298 0,993 1,211
F5 1,146 0,993 1,070 1.142 0,071
1,227 0,993 1,145
1,173 0,993 1,095
F8 1,228 0,993 1,146 1,001 0,208
0,818 0,993 0,763
1,535 0,993 1,434
F9 1,500 0,993 1,400 1,345 0,110
1,316 0,993 1,228
1,070 0,993 0,999
F11 1,270 0,993 0,185 1,126 0,111
1,281 0,993 1,196
1,409 0,993 1,315
F12 1,103 0,993 1,029 1,110 0,179

1,057 0,993 0,986




e. Perhitungan LOD (Loss on Drying) HRFS-DMN
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Formula Bobot basah Bobot LOD Rata-rata SD
(9) kering (%)
(9)
F5 0,537 0,217 59,590 55,439 4,709
0,465 0,231 50,323
0,523 0,228 56,405
F8 0,952 0,342 64,076 60,783 4,278
0,929 0,350 62,325
0,765 0,337 55,948
F9 0,666 0,241 63,814 60,736 2,958
0,706 0,279 60,482
0,556 0,234 57,914
F11 0,375 0,175 53,333 55,359 1,776
0,369 0,162 56,098
0,150 0,150 56,647
F12 0,497 0,210 57,746 57,946 1,655
0,539 0,235 56,401
0,454 0,183 59,692
% LOD = bobot basah—bobot kering x 100%
bobot basah
= 253720217 5 100%
0,537
=59,590%
f. Perhitungan persentasi HRFS dalam massa kering
Formula ::I,/;R)FS Rata-rata SD
24,75
F5 20,13 22,61 2,33
22,94
27,84
F8 26,54 25,69 2,67
22,70
27,63
F9 25,30 25,57 1,95
23,76
21,43
F11 22,78 22,42 0,87
23,07
23,67
F12 22,94 23,80 0,94
24,81

Diketahui berat HRFS awal dalam formula adalah 10% b/b dan LOD 59,590%.



g. Penentuan bobot teoritis HFRS dan HIS dalam DMN
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HRFS B Bobot Bobot
obot e A
dalam 100 teoritis teoritis Rata-
Formula massa . HRFS dim HIS dim SD
kerin jarum sediaan sediaan rata
9 (mg)
(mg) (mg) (mg)
0,247 1,211 0,300 0,147
F5 0,201 1,070 0,215 0,106 0,127 0,021
0,229 1,145 0,263 0,129
0,278 1,095 0,305 0,150
F8 0,265 1,146 0,304 0,149 0,128 0,037
0,227 0,763 0,173 0,085
0,276 1,434 0,396 0,195
F9 0,253 1,400 0,354 0,174 0,171 0,026
0,238 1,228 0,292 0,143
0,214 0,999 0,214 0,105
F11 0,228 0,185 0,270 0,133 0,124 0,017
0,231 1,196 0,276 0,135
0,237 1,315 0,311 0,153
F12 0,229 1,029 0,236 0,116 0,130 0,020
0,248 0,986 0,245 0,120

Diketahui HRFS mengandung 49,1% HIS
Berat hispidulin dalam sediaan = bobot HRFS dalam massa kering x bobot 100
jarumx %bobot HIS dalam HRFS
=0,274 x 1,211 x 0,491

=0,147 mg

h. Penentuan % drug recovery

Konsentr

Drug

Absorban  Konsentr . Rata-

Formula Si asi (bpj) asi a\_/val recover rata SD

(bpj) y (%)

0,068 2,516 2,546 98,81

F5 0,068 2,516 2,546 98,81 97,99 1,426
0,067 2,453 2,561 96,34
0,068 2,516 2,561 98,23

F8 0,067 2,453 2,561 95,78 96,59 1,418
0,067 2,453 2,561 98,23
0,082 3,396 3,412 99,57

F9 0,081 3,333 3,412 97,72 98.95 1,064
0,082 3,396 3,412 99,57
0,067 2,453 2,487 98,63

F11 0,066 2,390 2,487 96,10 97,78 1,460
0,067 2,453 2,487 98,63
0,069 2,579 2,593 99,45

F12 0,068 2,516 2,593 97,02 98,64 1,400
0,069 2,579 2,593 99,45
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Diketahui bobot teoritis HIS dalam F5, F8, F9, F11, dan F12 adalah 0,127, 0,128,
0,171, 0,125 dan 0,126

Persamaan kurva baku = 0,0159x + 0,028

Berat teoritis dari HRFS-DMN (F5= 0,127) dilarutkan dalam 5 ml PBS sehingga
konsentrasi larutan stok menjadi 25,46 kemudian dicuplik 100 ul dan dicukupkan
hingga 1000 pL.

100 mikroliter

Konsentrasi akhir larutan = ————— x 25,46 bpj
1000 mikroliter
= 2,546
Konsentrasi HIS dal | = 2068 0,028
onsentrasi alam sampel = 0.0159
= 2,516 bpj

konsentrasi sampel
% drug recovery = ——122 S0P y 400,
konsentrasi larutan

_ 2516

~—— x 100%

T 2,546

= 98,81%

i. Permeasi
Contoh perhitungan permeasi obat secara ex vivo
Diketahui persamaan garis linear hispidulin dalam PBS pH 7,4 adalah y = 0,0159x +
0,028
Ket:
y = serapan / absorbansi
x = konsentrasi
F5 — Replikasi 1, jam ke-60 diperoleh serapan 0,115.
Sehingga perhitungan konsentrasi adalah sebagai berikut:
7
0?115-0,028
Konsentrasi dalam 1 ml = 5,472 pyg/ml x 1 ml
=5,472 ug
Faktor pengenceran 4x
Konsentrasi dalam 13 ml =71,226 pg/ml x 13 x 1 mix 4
= 284,528 ug

Faktor koreksi = Konsentrasi jam sebelumnya + faktor koreksi jam sebelumnya

= 5,472 ug + 25,660 ug

= 31,132 ug

Jumlah permeasi obat (mg) = Konsentrasi dalam 13 ml + faktor koreksi

_ (284,528 ugl + 31,132 pg)
1000

=0,316 mg
Jumlah permeasi obat perluas area kulit = f:;; = 0,159 mg/cm?

=159 ug /cm?
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j- Perhitungan dosis untuk tikus

Heparin Injeksi

Faktor konversi manusa dengan berat 70 kg ke tikus dengan berat 200 g adalah
0,018.

Diketahui :

Dosis heparin untuk manusia adalah 200 |U/kg BB.

Untuk manusia dengan bobot 70 kg = 200 IU x 70 kg = 14000 1U

Untuk tikus dengan bobot 200 g = 1400 IU x 0,018 = 250 1U

Volume yang akan diebrikan pada tikus dengan bobot 200 g adalah 0,5 ml
Larutan stok yang akan dibuat 5 ml

Bobot etiket heparin injeksi = 5000 1U/ml

Perhitungan :

Jumlah heparin yang dibutuhkan untuk membuat larutan stok 5 mi

250 U untuk 0,5 ml dan untuk 5 ml =2500 1U

Jumlah heparin yang dicuplik untuk membuat larutan stok 5 ml
_ (2500)
~ 5000

=0,5ml

Pemberian menyesuaikan dengan berat tikus.
Tikus | = ﬂx 0,5ml =0,73 ml

Tikus Il = 3109 x 0,5 ml =0,78 ml

Tikus Il = 9°9 2x0,5ml=0,73ml

Quersetin oral

Dosis manusia = 120 mg/hari, terbagi dalam 3 kali pemberian (Chekalina et al., 2018)
Konversi dosis untuk tikus 200 g = 120 mg x 0,018 = 2,16 mg (dalam 2 ml)

Dibuat suspensi CMC 0,5% sebanyak 10 ml sebagai pembawa, disuspensikan 10,8

mg. Pemberian menyesuaikan dengan berat tikus.
290 g

Tikus | = —gx 2ml=29ml
Tikus 11 = 2229y 2 mi =31 ml
Tikus Il = 909 x2ml=2.9ml
HRFS-01

Dosis tikus oral 1 diberikan setara dengan drug content 1 HRFS-DMN, yaitu 0,347
mg HRFS yang didispersikan dalam suspensi NaCMC 0,5% sebanyak 2 ml. Dibuat
suspensi CMC 0,5% sebanyak 10 ml sebagai pembawa, disuspensikan 1,735 mg.
Pemberian menyesuaikan dengan berat tikus.

Tikus | = 253;’ x2ml=25ml

2459

Tikus Il = o x2ml=25ml

T.kusm-ﬂ 2mi=29ml
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HRFS-02

Dosis tikus oral 1 diberikan setara dengan drug content 2 HRFS-DMN, yaitu 0,694
mg HRFS yang didispersikan dalam suspensi NaCMC 0,5% sebanyak 2 ml. Dibuat
suspensi CMC 0,5% sebanyak 10 ml sebagai pembawa, disuspensikan 3,47 mg.
Pemberian menyesuaikan dengan berat tikus.

nt|-3§§x2nn 2,83 ml
nmsn-4”x2m|343m
ﬂhﬁ”h—MQXZHN 3,44 ml
HRFS-04

Dosis tikus oral 1 diberikan setaradengan drug content 4 HRFS-DMN, yaitu 1,388
mg HRFS yang didispersikan dalam suspensi NaCMC 0,5% sebanyak 2 ml. Dibuat
suspensi CMC 0,5% sebanyak 10 ml sebagai pembawa, disuspensikan 6,94 mg.

Pemberian menyesuaikan dengan berat tikus.
231 g

Tikus | = x2ml=23ml
Tikus Il = 23599 x2ml =24 ml
Tikus Il = @ x2ml=23ml



Lampiran 5. Data /In vivo
A. Data In vivo PT
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Sediaan AE KB KD Rata-rata SD
HEP 17,3 171 17,2 17,2 0,1
QUE 13,1 14,0 1,8 13,0 1,1
HRFSFree-DMN 9,5 8,0 7,1 8,2 1,2
HRFS-DMN1 14,3 13,8 13,4 13,8 0,5
HRFS-DMN2 171 17,0 16,8 17,0 0,]
HRFS-DMN4 17,2 17,0 171 17,1 0,1
HRFS-O1 9,9 6,5 11,0 9,1 23
HRFS-02 1,5 12,4 10,0 1,3 1,2
HRFS-04 12,7 13,2 14,7 13,5 1,0

B. Data in vivo aPTT
Sediaan AE KB KD Rata-rata SD
HEP 1,3 33,0 32,2 22,2 18,1
QUE 23,2 23,8 17,1 21,4 37
HRFSFree-DMN 12,1 12,0 15,8 13,3 2,2
HRFS-DMN1 23,5 23,8 22,7 23,3 0,6
HRFS-DMN2 29,8 28,8 29,3 29,3 0,5
HRFS-DMN4 32,0 32,6 31,6 32,1 0,5
HRFS-01 16,6 16,8 16,3 16,6 0,3
HRFS-02 214 19,7 18,4 19,8 1,5
HRFS-04 22,8 25,5 26,0 24,8 1,7

C. Data in vivo ICAM
Sediaan AE KB KD Rata-rata SD
HEP 2,9070 3,7053 3,6798 3,4307 0,4537
QUE 3,6334 3,3885 3,848 3,6233 0,2299
HRFSFree-DMN | 3,1496 3,1063 3,2043 3,1534 | 0,0491
HRFS-DMN1 3,0312 3,4469 3,1423 3,2068 | 0,2152
HRFS-DMN2 2,3751 2,3610 2,3481 2,3614 | 0,0135
HRFS-DMN4 1,861 2,4383 2,1362 2,1452 | 10,2888
HRFS-01 3,1473 4,0559 3,3678 3,5237 | 04739
HRFS-02 3,468 2,7148 2,5095 2,8974 | 0,5047
HRFS-04 2,2216 2,7757 2,9188 2,6387 | 0,3682
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