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Institut Sains dan Teknologi Nasional®?2, Universitas Islam Negeri Syarif Hidayatullah Jakarta*
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ABSTRAK

Brokoli (Brassica oleracea L.) merupakan salah satu jenis tanaman yang mempunyai kandungan
senyawa flavonoid, tanin, fenolik yang berfungsi sebagai antioksidan. Bagian tanaman brokoli yang
sering dikonsumsi adalah bunganya sedangkan daunnya sangat jarang dikonsumsi bahkan hanya
menjadi limbah. Penelitian ini bertujuan untuk membuat formulasi sediaan lotion yang ditambahkan
ekstrak etanol daun brokoli dan menguji aktivitas antioksidannya dengan menggunakan metode DPPH.
Ekstraksi etanol daun brokoli dilakukan secara maserasi menggunakan pelarut etanol 70%. Sediaan
lotion ekstrak etanol daun brokoli disiapkan menjadi tiga formula yaitu FO (lotion tanpa penambahan
ekstrak), F1 (penambahan ekstrak sebanyak 2%), F2 (penambahan ekstrak sebanyak 4%), dan F3
(penambahan ekstrak sebanyak 6%). Hasil evaluasi mutu fisik sediaan lotion yang ditambahkan dengan
ekstrak daun brokoli menunjukkan bahwa lotion memiliki aroma khas, berbentuk semi padat, homogen,
tipe emulsi minyak dalam air (o/w), pH 6,50-6,88, daya sebar 6,5-6,97 cm, daya lekat 4,55-4,75 detik,
dan viskositas 7041-10949 cPs. Aktivitas antioksidan ekstrak daun brokoli sebesar 89,64 ppm yang
termasuk kategori antioksidan kuat. Sedangkan aktivitas antioksidan sediaan lotion ekstrak daun brokoli
dengan konsentrasi 2%, 4% dan 6% mempunyai nilai ICso berturut-turut sebesar 872,49 ppm, 687,93
ppm, dan 342,27 ppm. Lotion ekstrak daun brokoli F1 dan F2 memiliki daya antioksidan sangat lemah,
dan daya antioksidan lemah pada F3.

Kata kunci : antioksidan, brokoli, dpph, lotion

ABSTRACT

Broccoli (Brassica oleracea L.) is a type of plant that contains flavonoid, tannin, phenolic compounds
that function as antioxidants. The part of the broccoli plant that is often consumed is the flower while
the leaves are rarely consumed and even become waste.. This study aimed to formulate lotion
preparation that added ethanolic extracts of broccoli leaves and test its antioxidant activity using the
DPPH method. Extraction of broccoli leaves was done by maceration using 70% ethanol solvent. The
lotion of broccoli leaves ethanolic extracts were prepared into three formulas namely F1 was added
2% extract, F2 was added 4% extract, and F3 was added 6%. The results of physical quality evaluation
of lotion preparations. The results of the physical quality evaluation of lotion preparations added with
broccoli leaf extract show that the lotion has a distinctive aroma, semi-solid, homogeneous, emulsion
type. semi-solid, homogeneous, oil-in-water emulsion type (o/w), pH 6.50-6.88, spreadability 6.5-6.97
cm. 6.5-6.97 cm spread, 4.55-4.75 seconds adhesion, and 7041-10949 cPs viscosity. The antioxidant
activity of broccoli leaf extract was 89.64 ppm,which is categorized as strong antioxidant. While the
antioxidant activity of lotion broccoli leaves ethanolic extracts with concentrations of 2%, 4% and 6%
have respectively 1Cso values of 872.49 ppm, 687.93 ppm, and 342.27 ppm. Broccoli leaves ethanolic
extract lotion F1 and F2 had very weak antioxidant activity, and weak antioxidant activity in F3.

Keywords : antioxidant, broccoli, dpph, lotion
PENDAHULUAN

Kulit merupakan organ sekresi yang terletak di bagian luar tubuh. Kulit berfungsi
melindungi tubuh dari paparan sinar UV dan paparan polutan udara (Purwaningsih dkk., 2014).
Paparan sinar UV yang berlebihan dapat menyebabkan penuaan dini serta kerusakan pada kulit
yang ditandai dengan kulit keriput, kulit bersisik, kulit menjadi kering, dan kulit pecah-pecah
(Madikasari dkk., 2017). Upaya pencegahan dan perlindungan kulit dari kerusakan akibat
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paparan sinar UV dan polutan salah satunya dapat menggunakan lotion (Pujiastuti & Kristiani,
2019).

Lotion merupakan sediaan kosmetik yang termasuk dalam kelompok emolien dan
mempunyai fungsi untuk memberikan kelembutan, melembabkan, serta dapat meningkatkan
kecerahan warna kulit, sekaligus melindungi kulit dari sinar matahari (Romadhonni dkk.,
2022). Salah satu inovasi dalam produk sediaan lotion adalah penambahan antioksidan.
Antioksidan adalah senyawa yang berfungsi untuk melawan radikal bebas. Sumber radikal
bebas yang menyebabkan kerusakan kulit antara lain yaitu sinar ultraviolet (UV), polusi udara,
asap rokok, obat-obat tertentu dan zat-zat kimia karsinogenik (Ambari dkk., 2021). Terutama
sinar ultra violet dalam kondisi berlebih dapat menyebabkan berbagai masalah kulit seperti
kemerahan, munculnya Keriput, kulit bersisik, dan kulit kering. Penambahan antioksidan ke
dalam sediaan lotion, membuat produk tersebut tidak hanya berfungsi sebagai pelembab tetapi
juga dapat meregenerasi kulit serta menghilangkan kerutan akibat penuaan dini (Dominica &
Handayani, 2019). Antioksidan alami banyak terdapat pada tumbuhan, sayuran dan buah-
buahan. Salah satu tanaman yang mengandung antioksidan yaitu brokoli (Sodamade dkk.,
2024).

Brokoli (Brassica oleracea L.) merupakan salah satu jenis tanaman sayuran yang
tergolong dalam keluarga kubis-kubisan (Brassicaceae) (Deepa dkk., 2020). Umumnya bagian
tanaman brokoli hanya dimanfaatkan bunganya saja, sedangkan batang dan daunnya terbuang
sebagai limbah. Padahal Daun brokoli mempunyai kandungan antioksidan paling tinggi
dibandingkan bunga dan batangnya. Daun brokoli memiliki kandungan vitamin C (7.673
mg/100g), klorofil (1746.198 mg/kg), vitamin K (226.423 ug/g), fenolik (24210.120 mg/kg),
flavonoid (15239.947 mg/kg) dan daya antioksidan yang sangat kuat dengan nilai ICso sebesar
25,215 ppm (Devi dkk., 2023).

Terdapat beberapa metode yang dapat digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan
yaitu DPPH, ABTS, FRAP, ORAC dan CUPRAC. Metode uji analisis kualitatif antioksidan
yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode DPPH. Metode uji DPPH memiliki
beberapa kelebihan yaitu dapat diaplikasikan secara mudah, cepat, dan akurat untuk melakukan
pengujian kemampuan penangkapan radikal dari berbagai senyawa (Romadhon dkk., 2023).
Sejauh ini penelitian mengenai formulasi sediaan lotion yang ditambahkan dengan ekstrak
etanol daun brokoli belum pernah ada. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk membuat
formulasi sediaan lotion yang ditambahkan ekstrak etanol daun brokoli dan diuji aktivitas
antioksidannya dengan metode DPPH.

METODE

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Farmasi, Laboratorium Teknologi
Farmasi, Laboratorium Farmasetika, dan Laboratorium Penelitian, Prodi Farmasi, Fakultas
Farmasi, Institut Sains dan Teknologi Nasional. Penelitian dilaksanakan sejak bulan November
2023 sampai dengan Juli 2024.

Alat dan Bahan
Alat

Alat-alat yang digunakan ialah gelas beaker, bejana kaca maserasi, kertas saring, botol
plastik untuk lotion, pH meter, alat uji daya sebar, alat uji daya lekat, timbangan analitik, hot
plate, viskometer, rotary evaporator, kulkas, oven dan spektrofotometer UV-Vis.

Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain daun segar brokoli, etanol 70%,
reagen untuk skrining fitokimia diantaranya NHz 25%, CHCls, HCI, n-heksan, FeClz, NaNo,

C____________________________________________________________________________
JURNAL KESEHATAN TAMBUSAI 11763



Volume 5, Nomor 4, Desember 2024 ISSN : 2774-5848 (Online)
ISSN : 2777-0524 (Cetak)

AICl3, NaOH, H2SOg4, anhidra asetat, pereaksi Dragendroff, Mayer, Bouchardat. Bahan dalam
pembuatan lotion diantaranya asam stearate, parafin cair, gliserin, setil alkohol, trietanolamin,
metil paraben, propil paraben, akuades. Bahan uji DPPH vyaitu serbuk DPPH, vitamin C dan
etanol p.a.

Prosedur Penelitian
Determinasi Tanaman Brokoli

Determinasi tanaman brokoli dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA, Universitas
Bengkulu.

Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Brokoli

Serbuk daun brokoli dibuat dari daun segar brokoli sebanyak 4,9 kg. Tahap awal yang
dilakukan yaitu sortasi basah dengan memisahkan bagian daun yang rusak, selanjutnya
dilakukan pencucian dengan air mengalir hingga bersih. Setelah itu, dilakukan perajangan dan
pengeringan yang dilakukan dengan cara dikering anginkan di ruang terbuka yang terhindar
dari sinar matahari selama 7 hari. Kemudian dilakukan sortasi kering dan dihaluskan
menggunakan blender.

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Sebanyak 250 g serbuk daun brokoli dimasukan ke dalam bejana kaca maserasi, lalu
ditambahkan pelarut etanol 70% sampai serbuk terendam, ditutup bejana maserasi dengan rapat
menggunakan alumunium foil pada bagian tutupnya dan di diamkan selama 3 hari sambil
sekali-kali diaduk. Proses ini dilakukan sebanyak 3 x 24 jam, kemudian disaring untuk
memisahkan filtrat dan ampasnya. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan dalam botol. Setelah
proses pertama dilakukan, kemudian ampas 1 diremaserasi dengan menggunakan pelarut etanol
70% yang baru selama 2 hari, kemudian disaring dan didapatkan filtrat 2. Dan terakhir
dilakukan kembali remaserasi dengan pelarut etanol 70% selama 2 hari. Filtrat yang didapat
dikumpulkan selanjutnya dilakukan proses pemekatan dengan rotary evaporator pada suhu 50
°C hingga diperoleh ekstrak kental.

Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia yang dilakukan meliputi uji alkaloid, tanin, saponin, flavonoid, steroid
dan terpenoid.

Uji Aktivitas Antioksidan
Pembuatan Larutan Stok DPPH 100 ppm

Sebanyak 10 mg serbuk DPPH dilarutkan dengan 100 mL etanol p.a dalam labu ukur 100
mL, lalu dikocok hingga homogen dan diperoleh larutan dengan konsentrasi 100 ppm.

Pembuatan Larutan Baku DPPH

Larutan DPPH 30 ppm dibuat dengan cara dipipet 15 mL larutan DPPH 100 ppm
kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 50 mL, lalu dilarutkan dengan etanol p.a sampai
tanda batas 50 mL.

Pembuatan Kurva Kalibrasi
Larutan DPPH dengan konsentrasi 15, 20, 25, 30, dan 35 ppm kemudian diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang telah ditentukan.
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Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Larutan DPPH 25 ppm dimasukkan ke dalam kuvet, kemudian diukur absorbansi pada
rentang panjang gelombang dari A=400 hingga A=800 nm menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai serapan tinggi merupakan panjang
gelombang maksimum.

Pembuatan Larutan Induk dan Larutan Seri Ekstrak Daun Brokoli

Larutan induk ekstrak daun brokoli 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 100 mg
ekstrak kental daun brokoli, lalu dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL kemudian
ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas 100 mL dan dikocok hingga homogen. Kemudian
dibuat larutan seri konsentrasi sebesar 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, dan 350 ppm
dengan cara dipipet 1,5 mL; 2 mL; 2,5 mL; 3 mL; dan 3,5 mL, lalu dimasukkan kedalam labu
ukur 10 mL dan ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas 10 mL.

Pembuatan Larutan Induk dan Larutan Seri sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun
Brokoli

Larutan induk sediaan lotion daun brokoli 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 100
mg masing-masing sediaan lotion, lalu dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL kemudian
ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen. Kemudian dibuat
larutan seri konsentrasi sebesar 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, dan 350 ppm dengan
cara dipipet 1,5 mL; 2 mL; 2,5 mL; 3 mL; dan 3,5 mL, lalu dimasukkan kedalam labu ukur 10
mL dan ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas 10 mL.

Pembuatan Larutan Induk dan Larutan Seri Vitamin C

Dibuat larutan stok 100 ppm dengan cara vitamin C ditimbang sebanyak 1 mg, kemudian
dilarutkan dengan etanol absolut sambil diaduk dan dihomogenkan lalu dicukupkan volumenya
hingga 10 ml. Selanjutnya dibuat seri konsentrasi 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm dan 6 ppm
dengan cara dipipet 0,2 mL; 0,3 mL; 0,4 mL; 0,5 mL; dan 0,6 mL, lalu dimasukkan kedalam
labu ukur 10 mL dan ditambahkan etanol p.a sampai tanda batas 10 mL.

Pengukuran Absorbansi Larutan Seri Ekstrak Daun Brokoli

Masing-masing larutan ekstrak 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, dan 350 ppm
dipipet sebanyak 1 mL lalu dimasukkan ke dalam tabung falcon, dan ditambahkan 2 mL larutan
DPPH 30 ppm larutan dihomogenkan, masing-masing larutan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang maskimal (517,50 nm).

Pengukuran Absorbansi Larutan Seri Sediaan Lotion

Masing-masing larutan seri lotion 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, dan 350 ppm
dipipet sebanyak 1 mL lalu dimasukkan ke dalam tabung falcon, dan ditambahkan 2 mL larutan
DPPH 30 ppm larutan dihomogenkan, masing-masing larutan diukur absorbansinya pada
panjang gelombang maskimal (517,50 nm).

Pengukuran Absorbansi Larutan Seri Vitamin C

Masing-masing larutan seri vitamin C 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm, dan 6 ppm dipipet
sebanyak 1 mL lalu dimasukkan ke dalam tabung falcon, dan ditambahkan 2 mL larutan DPPH
30 ppm larutan dihomogenkan, diamati absorbansi pada masing-masing konsentrasi.
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Perhitungan Persen Inhibisi dan Nilai 1Cso (Inhibitory Concentration 50%o)

L . . Abs Blanko — Abs Sampel
% AKktivitas Antioksidan = Abs Blanko X 100%

Persamaan Regesi Linear y=a+bx

Dimana: Y= 50 dan x = I1Csp

Perhitungan nilai ICso diperoleh dengan cara membuat persamaan garis regesi linier yang
menghubungkan antara %inhibisi terhadap konsentrasi larutan uji tiap sampel sehingga
didapatkan persamaan y=a+bx. Nilai y diganti dengan angka 50, sehingga didapatkan nilai x
yang menunjukkan nilai ICso. Nilai 1Cso menggambarkan konsentrasi ekstrak yang mampu
menghambat 50% oksidasi. Daya antioksidan berdasarkna nilai ICso diklasifikasikan sebagai
berikut (Putri & Lubis, 2020): 1Cso <50 ppm (sangat kuat), 50-100 ppm (kuat), 101-250 ppm
(sedang), 250-500 ppm (lemah) dan >500 ppm (sangat lemah).

Pembuatan Sediaan Lotion
Formula Sediaan Lotion

Berikut adalah formula pembuatan sediaan lotion yang telah dimodifikasi dari Rosi dkk.,
2023:

Tabel 1. Rancangan Formula Pembuatan Sediaan Lotion
Formula (b/b)

Bahan Fo = =) F3 Kegunaan
Ekstrak Daun brokoli - 2 4 6 Zat Aktif
Setil Alkohol 2 2 2 2 Penstabil
Asam Stearat 6 6 6 6 Emulglator
Trietanolamin 2 2 2 2 Pengelmusi
Paraffin Cair 7 7 7 7 Emolien
Gliserin 5 5 5 5 Humektan
Metil Paraben 0,2 0,2 0,2 0,2 Pengawet
Propil Paraben 0,1 0,1 0,1 0,1 Pengawet
Akuades Ad100 Ad100 Ad100 Ad100 Pelarut

Pembuatan Sediaan Lotion

Semua bahan dasar pembuatan lotion setil alkohol, asam stearate, parafin cair, propil
paraben, triethanolamine, gliserin, metil paraben dan akuades ditimbang dan dipisahkan
menjadi 2 bagian yaitu fase minyak dan fase air. Langkah selanjutnya fase minyak (setil
alkohol, asam stearat, parafin cair, propil paraben) dan fase air (triethanolamine, gliserin, metil
paraben dan akuades) masing-masing dipanaskan dalam beaker glass di atas hot plate pada
suhu 70°C hingga homogen. Lalu dicampurkan fase minyak yang telah dileburkan kedalam
fase air dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirer hingga kedua fase homogen.
Kemudian dimasukkan ekstrak etanol daun brokoli terus diaduk selama satu menit hingga
homogen dan membentuk lotion. Setelah terbentuk lotion, dilakukan evaluasi sediaan sebelum
dan setelah cycling test meliputi uji organoleptis, uji homogenitas, uji daya sebar, uji dya lekat,
uji pH, uji viskositas, dan uji tipe emulsi.

Evaluasi Sediaan Lotion
Evaluasi sediaan lotion dilakukan sebelum dan sesudah uji stabilitas (cycling test) pada
suhu 4°C selama 24 jam dan pada suhu 40°C selama 24 jam dan dilakukan selama 6 siklus.

Uji Organoleptis
Pengujian organoleptis dilakukan dengan mengamati tampilan fisik seperti perubahan
bentuk, warna, aroma dari sediaan lotion.
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Uji Tipe Emulsi

Uji tipe emulsi dilakukan dengan metode pewarnaan dengan cara sejumlah lotion
ditambahkan beberapa tetes methylen blue dan sudan Ill. Jika lotion berwarna seragam saat
ditambah methylen blue, maka jenis lotion tersebut minyak dalam air (O/W) dan sebaliknya
jika ditambah sudan 111 lotion terdispersi secara rata maka tipe emulsi sediaan yaitu air dalam
minyak (W/O).

Uji Homogenitas

Pengujian homogenitas lotion dilakukan dengan cara diambil 0,1 g sediaan lotion
kemudian dioleskan tipis pada kaca objek secara merata. Kemudian diamati adanya butiran-
butiran kasar.

Uji pH

Uji pH dilakukan dengan cara mencelupkan elektroda pH meter ke dalam lotion dan dicatat
hasil yang tertera di pH meter. Menurut SNI 16-4399-1996 pH yang baik bagi sediaan kosmetik
untuk kulit adalah 4,5-8,0.

Uji Daya Lekat

Sebanyak 0,1 g sediaan lotion diletakkan di atas kaca objek, kemudian ditekan dengan
beban 1 kg selama 5 menit. Setelah itu beban diangkat dari kaca objek kemudian dicatat waktu
pelepasan krim dari kaca objek. Persyaratan daya lekat yaitu lebih dari 4 detik.

Uji Daya Sebar

Sebanyak 0,5 g sediaan lotion diletakkan ditengah kaca, kemudian diletakkan kaca yang
lain di atas sediaan lotion dan diberi beban sebesar 150 gam dengan rentang waktu 1-2 menit,
lalu diukur diameter penyebarannya. Lotion memenuhi syarat jika daya sebar berada pada
rentang 5-7 cm.

Uji Viskositas

Sebanyak 100 g sediaan lotion dimasukkan ke dalam gelas beaker 100 mL kemudian
viskositasnya diukur menggunakan Viscometer NDJ-8S, dengan menggunakan spindle no 4
dengan kecepatan 30 rpm. Syarat viskositas lotion menurut SNI 16-4399-1996 yaitu antara
2000-50000 cP.

HASIL

Determinasi Tanaman

Hasil determinasi menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
Brassica oleracea L. dari ordo Brassicales dan famili Brassicaceae yang telah disahkan dengan
surat verifikasi Laboratorium nomor 189/UN30.28.LAB.Biologi/PP/2024.

Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Brokoli

Berdasarkan hasil pengeringan 4,9 kg daun brokoli segar diperoleh serbuk simplisia
sebanyak 250 g. Pemeriksaan organoleptis menunjukkan bahwa serbuk daun brokoli memiliki
aroma khas, dan berwarna cokelat kehijauan.

Pembuatan Ekstrak
Berdasarkan hasil ekstraksi 250 g serbuk simplisia daun brokoli di dalam 5500 mL etanol
70% di peroleh ekstrak kental sebanyak 62,32 g (Tabel 2). Karakteristik organoleptis ekstrak
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daun brokoli memiliki tekstur ekstrak kental, berwarna coklat kehitaman, beraroma khas
dengan nilai pH 6,06, dan nilai rendemen sebesar 24,93%.

Tabel 2. Nilai Rendemen Ekstrak Etanol Daun Brokoli
Simplisia Serbuk  Pelarut (Etanol 70%) Maserat Ekstrak Kental Rendemen
250 ¢ 5500 mL 4500 mL 62,32 g 24,93%

Skrining Fitokimia
Berdasarkan uji skrining fitokimia menggunakan pereaksi warna (kualitatif) menunjukkan
bahwa serbuk dan ekstrak etanol daun brokoli mengandung tannin, flavonoid, dan steroid.

Tabel 3. Hasil Uji Skrining Fitokimia pada Serbuk dan Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Identifikasi Hasil

Golongan Serbuk Ekstrak Keterangan
Alkaloid - - Tidak terbentuk endapan
Tannin + + Terbentuk warna hijau kehitaman
Saponin - - Terdapat buih tetapi kurang dari 1 cm dan tidak stabil
Flavonoid + + Terbentuk warna jingga-merah bata
Steroid + + Terbentuk warna hijau
Keterangan:

(+): menunjukkan hasil terdapat senyawa yang diuji
(-): menunjukkan hasil tidak terdapat senyawa yang diuji

Aktivitas Antioksidan pada Vitamin C, Ekstrak Daun Brokoli, dan Sediaan Lotion
Ekstrak Etanol Daun Brokoli dengan Metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan DPPH sebagai senyawa radikal
yang dihambat. Aktivitas antioksidan ditunjukkan dengan nilai ICso. ICso merupakan
konsentrasi susbtrat yang dibutuhkan untuk menghambat 50% aktivitas DPPH. Pada penelitian
ini dilakukan pengukuran absorban ekstrak daun brokoli, sediaan lotion dan kontrol positif
vitamin C pada panjang gelombang A=517,50 nm yang merupakan panjang gelombang
maksimum DPPH. Berdasarkan nilai ICso yang diperoleh dapat diketahui bahwa ekstrak etanol
daun brokoli memiliki daya antioksidan yang kuat. Aktivitas antioksidan sediaan lotion F1 dan
F2 memiliki daya antioksidan yang kurang aktif atau sangat lemah. Aktivitas antioksidan
sediaan lotion F3 memiliki daya antioksidan yang lemah. Formula sediaan lotion FO (formula
sediaan lotion tanpa ekstrak etanol daun brokoli) tidak memiliki aktivitas antioksidan sama
sekali. Vitamin C pada pengujian ini berperan sebagai kontrol positif dan memiliki daya
antioksidan sangat kuat.

Tabel 4. Aktivitas Antioksidan Vitamin C, Ekstrak Daun Brokoli dan Sediaan Lotion
Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Sampel Uji Konsentrasi Absorban Persentase Inhibisi 1Cs0
(ppm) (A=517,50 nm) (%) (ppm)
Vitamin C 2 0,434 41,67
3 0,388 47,85
4 0,340 54,30 3,36
5 0,306 58,87
6 0,243 67,34
Ekstrak Daun 150 0,227 57,96
Brokoli 200 0,194 64,07
250 0,152 71,85 89,64
300 0,110 79,63
350 0,089 83,52
Formula 0 150 0,376 33,33
200 0,376 33,33 445231
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(tanpa ekstrak 250 0,375 33,51

daun brokoli) 300 0,373 33,87
350 0,372 34,04

Formula 1 150 0,449 35,40

(2% ekstrak 200 0,440 36,69

daun brokoli) 250 0,435 37,41 872,49
300 0,426 38,42
350 0,420 39,57

Formula 2 150 0,442 37,22

(4% ekstrak 200 0,429 39,06

daun brokoli) 250 0,423 39,91 687,93
300 0,417 40,77
350 0,410 41,76

Formula 3 150 0,408 42,05

(6% ekstrak 200 0,395 43,89

daun brokoli) 250 0,376 46,59 342,27
300 0,367 47,87
350 0,349 50,43

Evaluasi Sediaan Lotion
Uji Organoleptis Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Berdasarkan uji organoleptis pada sediaan lotion ekstrak etanol daun brokoli diketahui
bahwa tidak terjadi perubahan tekstur, warna dan aroma pada sediaan lotion sebelum dan
setelah dilakukan uji stabilitas (cycling test) pada suhu 4 °C selama 24 jam dan pada suhu 40
°C selama 24 jam yang dilakukan selama 6 siklus.

Tabel 5. Hasil Pengujian Organoleptis Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli
Formula Parameter Hasil Pengam_atan .
Sebelum Cycling Test Sesudah Cycling Test
Tekstur Semi padat Semi padat
Formula 0 Warna Putih Putih
Aroma Tidak berbau Tidak berbau
Tekstur Semi padat Semi padat
Formula | Warna Hijau muda Hijau muda
Aroma Bau khas Bau khas
Tekstur Semi padat Semi padat
Fomula Il Warna Hijau muda Hijau muda
Aroma Bau khas Bau khas
Tekstur Semi padat Semi padat
Formula Il Warna Hijau Hijau
Aroma Bau khas Bau khas
Keterangan:

Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli

Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

Uji Tipe Sediaan Lotion
Hasil uji tipe emulsi menunjukkan bahwa seluruh formula sediaan lotion ekstrak etanol
daun brokoli merupakan tipe emulsi minyak dalam air (O/W) yang dapat dilihat pada tabel 6.

Tabel 6. Hasil Uji Tipe Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Formula Hasil Pengujian
Sebelum Cycling Test Sesudah Cycling Test
Formula 0 o/w o/w
Formula 1 o/wW Oo/wW
Formula 2 o/w o/w
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Formula 3 o/w o/w
Keterangan:
Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli
Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

Uji Homogenitas

Uji homogenitas dilakukan untuk memastikan bahwa komponen-komponen sediaan lotion
dapat tercampur secara homogen. Uji homogenitas diperoleh sampai seluruh sediaan lotion
telah homogen yang ditunjukkan dengan tidak terdapat partikel-partikel kasar pada kaca. Uji
homogenitas dilakukan sebelum dan sesudah uji cycling test selama 6 siklus. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa seluruh formula sediaan lotion tetap homogen setelah dilakukan uji
stabilitas (cycling test).

Tabel 7. Hasil Pengamatan Uji Homogenitas Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli
Formula Hasil Pengamatan
Sebelum Cycling Test Sesudah Cycling Test
Formula 0 Homogen Homogen
Formula 1 Homogen Homogen
Formula 2 Homogen Homogen
Formula 3 Homogen Homogen
Keterangan:

Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli

Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

Pengukuran pH

Pengukuran pH bertujuan untuk mengetahui derajat keasaman atau kebasaan formula
sediaan lotion yang dibuat. Berdasarkan SNI 4399-1966 nilai pH yang lazim untuk sediaan
lotion adalah 4,5-8,0. Hasil uji menunjukan bahwa seluruh formula sediaan lotion ekstrak
etanol daun brokoli berada pada kisaran pH 6,50 sampai dengan 6,88.

Tabel 8. Hasil Pengukuran pH pada Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli
Formula Hasil Pengujian
Sebelum Cycling Test Sesudah Cycling Test
Formula 0 6,88 6,86
Formula 1 6,53 6,50
Formula 2 6,62 6,60
Formula 3 6,61 6,57
Keterangan:

Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli

Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

Pengujian Daya Lekat

Hasil pengujian daya lekat sediaan lotion pada masing-masing formula sebelum dan
setelah cycling test menunjukkan bahwa semua formula yang dibuat memiliki daya lekat yaitu
lebih dari 4 detik.

Tabel 9. Hasil Uji Daya Lekat pada Sediaan Lotion Ekstraks Etanol Daun Brokoli
Formula Hasil Pengujian
Sebelum Cycling Test Setelah Cycling Test
Formula 0 4,56 detik 4,55 detik
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Formula 1 4,60 detik 4,58 detik

Formula 2 4,75 detik 4,72 detik

Formula 3 4,74 detik 4,67 detik
Keterangan:

Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli

Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

Pengukuran Daya Sebar Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun brokoli

Pengukuran daya sebar pada sediaan lotion dilakukan untuk mengetahui luasnya
penyebaran sediaan lotion pada saat diaplikasikan pada kulit. Berdasarkan hasil pengukuran
daya sebar keempat formulasi sediaan lotion sebelum dan sesudah cycling test diketahui bahwa
daya sebar seluruh formula berkisar antara 6,5 cm sampai dengan 6,97 cm.

Tabel 10. Hasil Uji Daya Sebar Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Formula Hasil Pengujian

Sebelum Cycling Test Sesudah Cycling Test
Formula 0 6,57 cm 6,67cm
Formula 1 6,8 cm 6,97 cm
Formula 2 6,73 cm 6,83 cm
Formula 3 6,5cm 6,8 cm

Keterangan:

Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli
Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

Pengujian Viskositas Sediaan Lotion

Pengujian viskositas bertujuan untuk mengetahui kekentalan sediaan. Berdasarkan SNI
16-4399-1996 nilai viskositas untuk sediaan lotion yaitu berkisar antara 2.000-50.000 cp. Nilai
viskositas yang optimal akan membuat sediaan semakin mudah dioleskan dan diratakan di atas
permukaan kulit. Hasil dari pengujian sebelum cycling test yaitu berkisara 7.486 cp sampai
dengan 10.949 cp dan sesudah cycling test hasil viskositas berkisar 7.041 cp sampai dengan
1.0517 cp.

Tabel 11. Hasil Uji Viskositas Sediaan Lotion Ekstrak Etanol Daun Brokoli

Formula Hasil Pengujian
Sebelum Cycling Test (cp) Sesudah Cycling Test (cp)
Formula 0 7.486 7.041
Formula 1 7.711 7.619
Formula 2 8.635 8.537
Formula 3 10.949 10.517
Keterangan:

Formula 0 : Sediaan Lotion Tanpa Ekstrak Daun Brokoli

Formula 1 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 2%
Formula 2 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 4%
Formula 3 : Sediaan Lotion dengan Ekstrak daun Brokoli 6%

PEMBAHASAN

Proses ekstraksi daun brokoli pada penelitian ini dilakukan menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 70%. Maserasi merupakan metode penyarian atau pemisahan senyawa
aktif dari suatu bahan/simplisia dengan cara perendaman di dalam pelarut tertentu pada suhu
ruang (tanpa pemanasan) selama beberapa hari. Metode ini cocok digunakan untuk menyari
zat yang mudah rusak akibat pemanasan (Septyowardani & Parmadi, 2021). Etanol 70%
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sebagai pelarut dalam proses maserasi mampu menarik senyawa metabolit yang lebih banyak
dibandingkan dengan jenis pelarut organik lainnya karena sifatnya yang polar sehingga
memiliki daya penetrasi yang lebih baik terhadap membran sel baik dari bagian hidrofilik
maupun lipofilik (Andriani & Murtisiwi, 2020).

Proses difusi terjadi selama maserasi berlangsung, senyawa aktif di dalam sel yang bersifat
hipotonik akan terdesak keluar sel dan pelarut etanol 70% yang bersifat hipertonik akan masuk
ke dalam inti sel melewati dinding sel dan menyebabkan dinding sel pecah. Hal ini
mengakibatkan senyawa metabolit dalam sitoplasma keluar dari sel dan terlarut di dalam
pelarut etanol 70% (Rikantara dkk., 2022). Proses maserasi berakhir ditandai dengan warna
filtrat (maserat) yang jernih. Proses penyaringan dilakukan pada tahap akhir maserasi untuk
memisahkan residu (ampas) dengan filtrat (maserat). Filtrat (maserat) yang diperoleh perlu
dipekatkan menggunakan rotary evaporator untuk memisahkan senyawa metabolit dengan
pelarut. Etanol 70% memiliki titik didih yang rendah yaitu 79 °C sehingga memerlukan panas
yang lebih sedikit saat proses pemekatan (Hasanah & Novian, 2020). Berdasarkan hasil
pemekatan diperoleh ekstrak kental daun brokoli sebanyak 62,32 g dan nilai rendemen sebesar
24,93% (Tabel 2). Ekstrak daun brokoli memiliki tekstur kental, berwarna coklat kehitaman,
beraroma khas. Secara kualitatif, ekstrak etanol daun brokoli terdeteksi mengandung senyawa
metabolit sekunder golongan flavonoid, tanin, dan steroid (Tabel 3). Flavonoid dan tanin
merupakan senyawa polifenolik yang berpotensi sebagai antioksidan (Shen dkk., 2022).

Pengujian aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode DPPH. Prinsip
metode DPPH adalah senyawa antioksidan akan mendonorkan atom hidrogennya pada
senyawa radikal DPPH, sehingga menyebabkan DPPH menjadi bentuk tereduksi yang bersifat
nonradikal. DPPH dalam bentuk nonradikal akan kehilangan warna ungu. Pudarnya warna ini
ditandai pula dengan penurunan absorbansi DPPH pada panjang gelombang maksimum yang
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Herlina dkk., 2022). Pengukuran aktivitas
antioksidan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
DPPH A=517,50 nm. Panjang gelombang tersebut dapat digunakan sebab panjang gelombang
dari absorbansi maksimum yang dapat digunakan untuk pengukuran dengan metode DPPH
yaitu 515-520 nm (Qomaliyah dkk., 2023). Pada penelitian ini dilakukan pengukuran absorban
ekstrak etanol daun brokoli, sediaan lotion dan kontrol positif vitamin C pada panjang
gelombang A=517,50 nm yang merupakan panjang gelombang maksimum DPPH. Absorban
yang diperoleh digunakan untuk menghitung persentase inhibisi. Kemudian dilakukan regesi
antara persentase inhibisi dengan konsentrasi sampel uji, sehingga bisa didapatkan nilai 1Cso.
ICso antioksidan diartikan sebagai konsentrasi sampel yang menghambat 50% DPPH, sehingga
nilai 50 disubstitusikan untuk nilai y. Setelah mensubstitusikan nilai 50 pada nilai y, akan
didapat nilai x sebagai nilai 1Cso ( Herlina dkk., 2022).

Berdasarkan hasil pengujian yang telah dilakukan, nilai 1Cso ekstrak daun brokoli sebesar
89,64 ppm, Vitamin C sebesar 3,36 ppm, dan sediaan lotion FO sebesar 4452,31 ppm, F1
sebesar 872,49 ppm, F2 sebesar 687,93 ppm, dan F3 sebesar 342,27 ppm. Berdasarkan nilai
ICso diketahui bahwa ekstrak etanol daun brokoli memiliki daya antioksidan yang kuat. Hasil
penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa daun brokoli
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai ICso sebesar 25,215 ppm (Devi
dkk., 2023). Perbedaan ini dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti lingkungan
pertumbuhan tanaman, ketinggian, suhu, intensitas cahaya matahari, curah hujan, iklim, dan
tanah (Momuat dkk., 2011).

Vitamin C sebagai kontrol positif termasuk antioksidan yang sangat kuat karena vitamin
C merupakan antioksidan murni hasil isolasi, sedangkan ekstrak yang diuji pada penelitian ini
merupakan bentuk campuran senyawa yang kemungkinan memiliki khasiat yang beragam.
Sediaan lotion F1 dan F2 dapat memiliki daya antioksidan yang kurang aktif atau sangat lemah
namun masih berpotensi sebagai zat antioksidan, sediaan lotion F3 memiliki daya antioksidan
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yang lemah. Sedangkan sediaan lotion FO diketahui antioksidan tidak aktif sama sekali.
Aktivitas antioksidan ekstrak murni lebih tinggi dari sediaan lotion ekstrak daun brokoli. Hal
ini disebabkan ekstrak tersebu hanya merupakan salah satu dari banyak komponen sedangkan
dalam sediaan lotion, senyawa antioksidan dapat berinteraksi dengan komponen lain seperti
emulgator, pengawet, atau bahan aktif lainnya. Interaksi ini dapat mengurangi efektivitas
senyawa antioksidan dan untuk perbedaan nilai 1Cso pada setiap formula disebabkan oleh
banyaknya konsentrasi ekstrak yang ditambahkan kedalam formula sediaan lotion. Semakin
tinggi konsentrasi ekstrak, maka semakin rendah nilai absorbansinya. Hal ini dikarenakan
semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang ditambahkan ke dalam sediaan lotion, maka semakin
tinggi pula kandungan antioksidannya (Fitriani dkk., 2019).

Pengujian stabilitas sediaan lotion ekstrak etanol daun brokoli menggunakan metode
cycling test merupakan pengujian stabilitas dipercepat yang dilakukan pada sediaan lotion
dengan menyimpan sediaan lotion pada kondisi yang dirancang untuk mempercepat perubahan
yang biasanya terjadi dalam kondisi normal. Penyimpanan dilakukan dalam dua kondisi
berbeda, yaitu pada suhu 4°C selama 24 jam dan kemudian pada suhu 40°C selama 24 jam (1
siklus). Uji ini dilakukan selama 6 siklus. Kondisi penyimpanan untuk keduanya secara realistis
adalah 12 bulan pada suhu kamar (Justicia dkk., 2019). Hasil pengujian stabilitas dipercepat
menunjukkan bahwa sediaan lotion ekstrak etanol daun brokoli (FO, F1, F2, dan F3) sebelum
dan sesudah siklus ke 6 sediaan tetap memenuhi karakteristik mutu fisik sediaan lotion yang
baik.

Hasil dari pengamatan uji stabilitas dipercepat (cycling test) sebelum dan sesudah cycling
test menunjukkan bahwa semua formula tidak mengalami perubahan warna dan tidak terjadi
perubahan tekstur sediaan. Pengujian tipe emulsi dilakukan untuk mengetahui tipe emulsi
sediaan. Tipe emulsi sediaan yang diharapkan yaitu tipe O/W. Berdasarkan hasil uji tipe emulsi
sebelum dan sesudah uji cycling test menunjukkan bahwa sediaan lotion memiliki tipe minyak
dalam air (O/W) dan tidak mengalami perubahan. Hal ini disebabkan karena volume fase
terdispersi (fase minyak) yang digunakan dalam lotion ini lebih kecil dari fase pendispersi (fase
air) yang jumlahnya lebih besar dari fase minyak (Zam & Musdalifah, 2022).

Uji homogenitas dilakukan untuk melihat dan mengetahui tercampurnya komponen-
komponen sediaan lotion. Uji homogenitas diperoleh sampai seluruh sediaan lotion telah
homogen dengan tidak adanya partikel-partikel kasar pada kaca. Hasil pengamatan uji
homogenitas sebelum dan sesudah cycling test menunjukkan bahwa seluruh formula sediaan
memiliki homogenitas yang baik, karena tidak terdapat gumpalan atau butiran kasar pada
waktu pengujian yang artinya pada semua sediaan lotion bahan tercampur merata. Sediaan
yang homogen akan menghasilkan mutu yang baik karena menunjukkan bahan obat terdispersi
secara merata, sehingga dalam setiap bagian mengandung obat yang jumlahnya sama dan
memberikan efek terapi yang sama saat diaplikasikan pada kulit (Dominica & Handayani,
2019).

Pengukuran pH bertujuan untuk mengetahui sediaan lotion yang dibuat bersifat asam atau
basa. Menurut SNI 4399-1966 pH yang diizinkan untuk sediaan lotion adalah 4,5-8,0.
Berdasarkan hasil diatas nilai pH sebelum cycling test berkisar 6,53-6,88 dan setelah uji
stabilitas (cycling test) mengalami penurunan dengan nilai pH berkisar antara 6,50-6,86, akan
tetapi hasil uji pH sebelum dan setelah cycling test memenuhi syarat pH. Penurunan pH
disebabkan oleh terurainya zat pada sediaan saat proses cycling test, terutama asam lemak tak
jenuh dari fase minyak sediaan yang terurai. Sediaan lotion yang memiliki pH yang terlalu
asam dapat mengiritasi kulit sedangkan apabila ph terlalu basa dapat membuat kulit menjadi
kering (Arisanty dkk., 2020)

Dari hasil pengujian daya lekat sediaan lotion pada masing-masing formula sebelum dan
setelah cycling test menunjukkan bahwa semua formula yang dibuat sesuai persyaratan daya
lekat yaitu lebih dari 4 detik. Namun setelah cycling test daya lekat pada semua formula
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mengalami penurunan waktu daya lekat, hal ini disebabkan oleh perubahan suhu dan
penyimpanan. Daya lekat lotion berhubungan dengan lama tidaknya lotion dapat berkontak
pada permukaan kulit. Lotion yang baik mampu menjamin waktu kontak yang efektif dengan
kulit sehingga tujuan penggunaanya tercapai, namun tidak terlalu lengket saat diaplikasikan
pada kulit.

Pengukuran daya sebar pada sediaan lotion dilakukan untuk mengetahui luasnya
penyebaran sediaan lotion pada saat diaplikasikan pada kulit. Berdasarkan hasil pengukuran
daya sebar keempat formulasi sediaan lotion sebelum dan sesudah cycling test memenuhi
persyaratan daya sebar yaitu berkisar antara 6,5-6,97 cm. Standar uji daya sebar lotion yang
baik berkisar antara 5-7 cm. Faktor yang memengaruhi diameter daya sebar suatu sediaan
lotion adalah jumlah ekstrak yang digunakan setiap masing masing formula. Semakin tinggi
konsentrasi ekstrak, daya sebar sediaan semakin meningkat, hal ini disebabkan karena semakin
menurunnya viskositas sediaan lotion (Iskandar dkk., 2021).

Pengujian viskositas bertujuan untuk mengetahui kekentalan sediaan. Berdasarkan SNI
16-4399-1996 nilai viskositas untuk sediaan lotion yaitu berkisar antara 2.000-50.000 cp. Nilai
viskositas yang optimal akan membuat sediaan semakin mudah dioleskan dan diratakan di atas
permukaan kulit. Berdasarkan hasil pengujian yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai
viskositas dari semua formula berbeda-beda. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak dalam sediaan
maka semakin tinggi pula nilai viskositasnya karena semakin tinggi konsentrasi ekstrak pada
sediaan maka semakin sedikit jumlah air yang ditambahkan pada sediaan tersebut (Armadany
dkk., 2019). Pengujian viskositas sesudah cycling test mengalami penurunan hasil viskositas,
hal ini dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti penyimpanan, suhu, dan eksipien yang
digunakan (Armadany dkk., 2019).

KESIMPULAN

Ekstrak Etanol daun brokoli terdeteksi mengandung senyawa golongan flavonoid, tanin,
dan steroid. Ekstrak etanol daun brokoli dapat diformulasikan sebagai sediaan lotion dan
memiliki tipe sediaan minyak dalam air. Ekstrak daun brokoli dengan konsentrasi 2 g (F1), dan
4 g (F2), dan 4 g (F3) pada formulasi lotion memenuhi semua kriteria karakteristik lotion
dengan memiliki tipe sediaan O/W, bentuk semi padat, berwarna hijau muda, memiliki bau
khas, homogen , memiliki pH berkisar 6,5-6,88, dengan viskositas sediaan 7041-10949 cp,
mempunyai daya sebar 6,5-6,97 cm, dan daya lekat 4,55-4,75 detik. Ekstrak etanol daun
brokoli memiliki aktivitas antioksidan kuat dengan nilai 1Csp sebesar 89,64 ppm, sedangkan
sediaan lotion ekstrak etanol daun brokoli pada konsentrasi 2 % (F1), dan 4% (F2) memiliki
aktivitas antioksidan yang kurang aktif atau sangat lemah dengan nilai ICsp yaitu sebesar
872,49 ppm dan 687,93 ppm, dan untuk konsentrasi 6% (F3) memiliki aktivitas antioksidan
yang lemah dengan nilai ICso yaitu sebesar 342,27 ppm.
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Abstract

Background: Grape seeds are one part of the grape plant known to have antibacterial properties
because they contain secondary metabolite compounds such as tannins and flavonoids. Previous
studies have shown that grape seed extract has antibacterial activity against Streptococcus pyogenes,
Streptococcus mutans, Propionibacterium acnes, and Staphylococcus epidermidis. However, testing for
Enterococcus faecalis from 70% ethanol extract and n-hexane has not been found. This study aims to
determine the antibacterial activity of n-hexane and 70% ethanol extract from grape seeds against E.
faecalis bacteria. Methods: Extraction was carried out using the maceration method using two
solvents: n-hexane and 70% ethanol. The antibacterial activity test used the disc diffusion method to
determine the Diameter Inhibitory Power (DDH) value at extract concentrations of 5%, 10%, 20%,
and 40%. Results: The results obtained showed that grape seed extract had antibacterial activity
against E. faecalis, with the DDH value of n-hexane extract respectively being 9.70 mm, 10.36mm,
10.55mm, and 11.31 mm at concentrations of 5%, 10%, 20%, and 40%. The DDH value of the 70%
ethanol extract was 11.20 mm, 12.34mm, 13.63mm, and 15.49 mm at concentrations of 5%, 10%, 20%,
and 40%, respectively. Conclusions: These results indicate that n-hexane and 70% ethanol extract
from grape seeds have antibacterial potential against E. faecalis.

Keywords: Antibacterial; Enterococcus faecalis; Ethanol; n-Hexane; Vitis vinifera

Introduction

Grapes are a fruit that people often consume. Grapes can be directly used as fresh fruit
or juice for various processed foods or drinks (FAO, 2016). The grapes usually only use flesh
and skin, while the seeds are discarded. Grape seeds generally have a polyphenol content of
around 60-70% (Shi et al.,, 2003; Godevac et al, 2010; Di Stefano et al, 2022). The
polyphenolic compounds that grape seeds are known to contain are tannins and flavonoids
(Syafriana et al.,, 2020a). This compound is essential in the health sector as an antimicrobial
(Xia et al.,, 2010; Kanagarla et al., 2013).

Several studies have reported that grape seed ethanol extract can inhibit the growth of
oral pathogenic bacteria, such as Streptococcus pyogenes (Syafriana et al, 2020a),
Streptococcus mutans (Hamida et al., 2021), and Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Mirkarimi et al, 2013) as well as skin bacteria such as Propionibacterium acnes and
Staphylococcus epidermidis (Syafriana et al., 2020b). Grape seeds have also been reported to
inhibit the growth of urinary tract pathogenic bacteria such as Escherichia coli, Klebsiella

pneumonia, and Staphylococcus aureus with methanol solvent (Ranjitha et al., 2014).
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However, little research has been reported regarding the effects of grape seed extract on
Enterococcus faecalis bacteria. The activity of grape seed extract against E. faecalis was
reported by Baydar et al. (2004) from a mixed extract of ethyl acetate: methanol: water
(60:30:10) and acetone: water: acetic acid (90:9.5; 0.5) using the soxhletation extraction
method. This bacterium is known to be a pathogenic bacteria in humans and animals with
a relatively high level of resistance (Syafriana et al., 2019).

Enterococcus faecalis is a Gram-positive bacterium, which is a facultative anaerobe.
This commensal bacteria can be found in the digestive tract of babies or adult humans
(Selleck et al.,, 2019). E. faecalis is known to be one of the leading causes of nosocomial
infections, such as urinary tract infections, endocarditis, bacteremia, and intra-abdominal
and intra-pelvic abscesses (Bhardwaj et al., 2013). This bacteria can also be found in the
female reproductive organs or the oral cavity, although in smaller numbers than in the
digestive tract (Stuart et al, 2006). Enterococcus genus bacteria are known to be
resistant to various antibiotics, including beta-lactams, aminoglycosides, lincosamides,
and streptogramins (Tyne et al., 2013; Selleck et al., 2019; Syafriana et al., 2019). The
widespread resistance of Enterococcus to various antibiotics has triggered research to
look for new sources of antibacterial agents from natural ingredients, such as grapes.

Based on the description above, research was carried out on antibacterials derived
from natural ingredients, namely grape seed extract (Vitis vinifera L.), against one of the
pathogenic bacteria, E. faecalis. This research aims to determine whether grape seed
extract from ethanol and n-hexane solvents can inhibit the growth of E. faecalis.

Grape seed extract was obtained through a maceration process using two solvents
with significant polarity differences: n-hexane and 70% ethanol. The maceration method
was chosen because it is the simplest way to extract natural ingredients (Ministry of
Health of the Republic of Indonesia, 1995). Antibacterial activity was tested using the disc
diffusion method (Kirby-Bauer Disk Diffusion) by observing the clear zone formed
around the disc as the Diameter of Inhibitory Power (DDH) (Hudzicki, 2009; Dafale et al.,
2016). Determining antibacterial activity using the diffusion method is essential because
the equipment is simple, is a standard method for testing microbes, and has better test
results than other methods (Fadillah et al., 2017).

Methods
Tools

The equipment used in this research was a rotary evaporator (vacuum rotary
evaporator), water bath, oven (Memmert), Laminar Air Flow (LAF), blender (Philips),
analytical balance (Excellent), hot plate stirrer (B-One), aluminum foil (Klin Pak), blender
(Phillips), caliper (Kenmaster), microscope (Olympus), slide, cover glass, autoclave
(Hirayama), incubator (Memmert), stir bar, vortex (Barnstead), Petri dish, test tube
(Pyrex), tube rack, Beaker glass (Iwaki), Erlenmeyer (Iwaki), volumetric flask (Iwaki),
micropipette (VWR and Peqpette), tweezers (GOOI), tube needle, gauze, cotton,
parchment paper, dropper pipette, vial, spirit burner, evaporator cup, measuring cup
(Pyrex).

Materials

The test materials used were grape seeds, Mueller Hinton Agar (Oxoid), blank discs
(Oxoid), Amoxycillin discs 25 pg/disc (0Oxoid), 100% dimethyl sulfoxide (DMSO), 70%
ethanol (Brataco), n-hexane, distilled water (Brataco), Bouchardat, Mayer and
Dragendorff reagents, FeCl3 (Merck), ammonia (Merck), NaNO2 (Merck), anhydrous
acetic acid (Merck), chloroform (Merck), HCl (Merck), ether, H2S04 (Merck), 0.9%
physiological NaCl solution, immersion oil (Gargille), crystal violet solution (Merck),
iodine solution (Merck), safranin solution.
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Test Material Processing

40 kg of grapes obtained from the Kramat Jati Main Market, East Jakarta, were
separated from the seeds. The grape seeds obtained are then cleaned of any remaining
skin or flesh and washed thoroughly with running water. Once clean, the seeds are air-
dried for 4 days. The dried grape seeds are then sorted from rotting or moldy seeds.
Seeds that meet the criteria are ground using a blender and sieved using a 60 mesh to
make the particle size homogeneous (Syafriana et al., 2020b).

Preparation of Grape Seed Extract and Ethanol Free Test

Grape seeds that have been ground and sifted are extracted using the maceration
method using n-hexane and 70% ethanol in a ratio of 1:10 for 1x24 hours. The
maceration results (macerate) obtained are then filtered and stored in a new container.
Next, maceration is carried out twice by soaking the filter residue with a new solvent
until a clear macerate is obtained as a sign that all compounds are attracted. The filtrate
obtained from maceration and remaceration was evaporated using a rotary evaporator
and continued over a water bath to produce a thick extract (Syafriana et al., 2020b).

The thick extract obtained was subjected to ethanol examination to ensure no
solvent remained in the extract. A total of 1 g of extract was added with 1 mL of 1 N
sodium hydroxide, then left for 3 minutes, then 2 mL of 0.1 N Iodine was added. Positive
results will be indicated by the appearance of the smell of iodoform and the formation of
a yellow precipitate within 30 minutes. If the extract has no iodoform odor and no yellow
precipitate is formed, the reaction is declared hostile, indicating that the extract is free
from solvents (Sumiati, 2014).

Phytochemical Screening

Phytochemical screening was carried out to determine secondary metabolites from
grape seed extract (Vitis vinifera L.). Secondary metabolites were tested qualitatively,
including tests for alkaloids, flavonoids, saponins, tannins, and terpenoids (MOH RI, 1989;
Syafriana et al., 2020a; Syafriana et al., 2020Db).

Antibacterial Activity Test of Grape Seed Extract

Antibacterial activity testing was carried out using the disc diffusion method. The
test bacteria used was Enterococcus faecalis, which was obtained from the Parasitology
Laboratory, Faculty of Medicine, University of Indonesia. The bacterial culture of E.
faecalis, which has been rejuvenated for 24 hours, is taken in one dose and then
suspended in 5 mL of 0.9% NaCl solution. The turbidity is equivalent to Mc Farland 3, 9 x
108 CFU/mL. Then, 1 mL of the suspension is put into a test tube containing 9 mL of 0.9%
NaCl, homogenized with a vortex (107 CFU/mL) (Rachmatiah et al., 2020).

The extract is first diluted according to the test concentration (5%, 10%, 20%, and
40%) using 100% DMSO solvent (Syafriana et al, 2020a). To obtain an extract with a
concentration of 5%, 5 g of the thick extract was weighed and then dissolved with 100%
DMSO until a final solution volume of 100 mL was obtained. The same thing is done for
other concentration variations.

1 mL of the test bacterial suspension was pipetted, put into a petri dish containing
solid media, and spread using an L rod. After that, a sterile paper disc on which 20 pL of
the test solution had been dripped was placed on top of the media containing the
bacterial suspension. This study used a positive control of the antibiotic amoxicillin 25
ug/disc, while the negative control was 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) (Syafriana et
al,, 2020a).

After all the discs were inoculated into the test medium, the plates were incubated at
370C for 24 hours in an incubator. After incubation, the bacterial growth was observed by
observing whether or not a clear zone formed around the disc that had been filled with
the test solution. The clear zone formed is measured using a caliper by taking
measurements on three sides of the clear zone horizontally, vertically, and obliquely. The
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measurement results are then averaged and expressed as Diameter Inhibitory Power
(DDH) values in millimeters (mm) to indicate the magnitude of the inhibitory activity of
the extract against the test bacteria (Hudzicki, 2009; Dafale, 2016).

Data Analysis

The DDH values obtained were averaged using Microsoft Excel and analyzed
descriptively.

Result
Test Material Processing

As a result of processing grape seeds from 40 kg of fruit, 370 g of fresh seeds were
obtained, and 192 g of dry seeds were obtained. These dry seeds were then ground into
simplicia powder and sieved with a mesh fineness of 60. The resulting fine powder was
91g.

Ethanol-free Extraction and Test
The results of grape seed extraction are shown in Table 1.

Table 1. Results of percentage yield of grape seed extract (Vitis vinifera L.)
Weight of Simplicity Weight of condensed

i 0,

Solvent (@) Extract (g) Yield (%)
n-heksan 30 2,14 7,13
Etanol 70% 40 22,60 56,50

The results of the ethanol-free test showed that grape seed extract gave negative
results in the ethanol-free test. This was indicated by the absence of the smell of iodoform
and the absence of yellow precipitate formed.

Phytochemical Screening
The results of the phytochemical screening of grape seed simple powder, 70%

ethanol extract, and n-hexane extract can be seen in Table 2.

Table 2. Results of phytochemical screening of grape seed powder and extract
Phytochemical Screening Results
Compound Ethanol Extract

Powder 70% n-hexane extract
Alkaloids ) ) )
Saponins (+) (+) ()
Flavonoids ) (+) )
Tannins #) (#) )
Terpenoids () () (¥
Description:

(+): Contains Chemical Content or Compounds
(-): Does Not Contain Chemical Content or Compounds

Phytochemical Screening

The results showed antibacterial activity at each test concentration of both grape
seed extracts against E. faecalis. The values of the Inhibitory Power Diameter (DDH) of
both extracts against E. faecalis are shown in Table 3.
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Table 3. Average Inhibitory Power Diameter (DDH) of Grape Seed Extract against Enterococcus faecalis

Diameter Resistance Value (DDH) (mm)

. Positive Negative
Extract Extract concentration control control
5% 10% 20% 409, ~ Amoksisilin DMSO 100%
25 pg/disk
n-heksan 9,70 10,36 10,55 11,31 24,25 -
etanol 70% 11,20 12,34 13,63 15,49 27,05 -

Description:
- : No clear zone is formed around the disc.

Discussion

The drying process of grape seeds is carried out using the air-dry method. This
process is chosen to maintain the compound content in grape seeds so that they are not
easily damaged by exposure to sunlight. After drying, the seeds are ground to a fineness
of 60 mesh. Sieving is done so that the powder has a homogeneous size for efficiency in
extraction. Homogeneity and small particle size will increase solvent penetration and
solute diffusion, making the extraction process more efficient (Zhang et al, 2018;
Syafriana et al., 2020b). The extraction results with n-hexane solvent were obtained as
much as 2.14 g with a yield of 7.13%, while with 70% ethanol, 22.6 g of thick extract was
obtained with a yield percentage of 56.5% (Table 1). From the data obtained, the results
with 70% ethanol solvent produced a higher extract yield compared to n-hexane solvent.
This shows that the compounds contained in grape seeds are more suitable to be
extracted with 70% ethanol than n-hexane. These results are also by previous studies
that showed that the yield of 70% ethanol extract was greater than that of n-hexane
extract (Syafriana et al., 2020b).

The 70% ethanol extract of grape seeds obtained was then subjected to an ethanol-
free test. This test is carried out to determine whether the extract still contains ethanol.
This is done because of the nature of ethanol, which can kill microbes, so it is feared to
affect the antibacterial activity of the ethanol extract of grape seeds (Syafriana et al,
2020a). The results showed that the grape seed extract gave negative results in the
ethanol-free test. This was indicated by the absence of an iodoform odor and the absence
of a yellow precipitate formed. Based on these results, the extract can be continued for
antibacterial testing because there is no residual ethanol, so the results will not be
confused.

Phytochemical screening was carried out to determine the secondary metabolites
contained in grape seeds. Based on the results of phytochemical screening (Table 2), it
was found that the powder and ethanol extract of grape seeds contained saponins,
flavonoids, tannins, and terpenoids. In contrast, the n-hexane extract only contained
saponins and terpenoids. These results follow the literature stating that 70% ethanol as a
polar solvent can attract more secondary metabolite compounds than nonpolar n-hexane
(Syafriana et al., 2020a). These results are also in line with the law of like dissolves like,
which shows that the nonpolar solvent n-hexane can attract nonpolar terpenoid and
saponin compounds, while the polar solvent 70% ethanol can attract phenolic
compounds (Tiwari et al., 2011; Hepsibah et al., 2017; Zhang et al.,, 2018; Putra et al,,
2019; Syafriana et al.,, 2020a). Phenolic compounds, such as tannins and flavonoids, are
secondary metabolites found in all types of plants (Crozier et al,, 2006; Tiwari et al,
2011). Based on the literature, phenolic compounds are the most significant component
in grapes after carbohydrates and fruit acids (Shi et al., 2003). Alcohol is known to be
effective in attracting phenolic compounds, so this solvent is very suitable for extracting
grape seeds, which are rich in these compounds (Syafriana et al., 2020a).

Antibacterial activity was carried out using the disc diffusion method. Observations
were made by observing the clear zone formed around the disc, indicating that the
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extract could inhibit the growth of the test bacteria (Dafale et al., 2016). The test results
showed antibacterial activity at each test concentration of the two grape seed extracts
against E. faecalis. The Inhibitory Power Diameter (DDH) values in n-hexane extracts with
concentrations of 5%, 10%, 20%, and 40% were 9.70 mm, 10.36 mm, 10.55 mm, and
11.31 mm. The results of measuring the DDH value of 70% ethanol extract of grape seeds
at concentrations of 5%, 10%, 20%, and 40% were 11.20 mm, 12.34 mm, 13.63 mm, and
15.49 mm, respectively. The results of measuring the DDH value obtained from the n-
hexane and ethanol extracts were still below the DDH value of the positive control,
Amoxicillin 25 pg/disk, with DDH values of 24.25 mm and 27.05 mm (Table 3). The
overall antibacterial activity test results showed that the higher the extract concentration
value, the greater the inhibitory power formed. This is likely due to the higher content of
active substances so the antimicrobial activity will be more significant (Dewi et al., 2019;
Syafriana et al,, 2020b). This pattern is consistent with previous studies on different
microorganisms (Fadillah et al,, 2017; Syafriana et al., 2020a; Syafriana et al., 2020b;
Syafriana et al,, 2020c; Hamida et al.,, 2021). This shows that grape seed extract with n-
hexane and 70% ethanol solvents has the potential as an antibacterial agent for E.
faecalis.

The data in Table 3 also shows that the DDH value in 70% ethanol extract is greater
than that of n-hexane extract. This is likely because 70% ethanol extract contains more
compounds that act as antimicrobials than n-hexane extract. The more active substances
extracted, the greater the chance of attracting antimicrobial substances, so the resulting
inhibitory value is more significant (Lingga et al.,, 2016; Syafriana et al,, 2020a; Hamida et
al., 2021). The inhibition of bacterial growth by grape seed extract cannot be separated
from the work of the chemical compounds contained therein. Although n-hexane extract
only shows the presence of two compounds, saponins, and terpenoids, both can disrupt
bacterial cell stability. Saponins have a detergent-like structure to dissolve bacterial cell
membranes, while terpenoids can disrupt the peptidoglycan component of bacterial cell
walls (Cowan, 1999; Ibrahim & Kuncoro, 2012). In addition, other compounds were
found in the 70% ethanol extract of grape seeds, namely tannins and flavonoids.
Flavonoids are known to cause bacterial proteins to denature so that they will interfere
with bacterial metabolism, while tannins are thought to shrink cell walls and interfere
with the work of DNA gyrase in the DNA replication process (Cowan, 1999; Ibrahim &
Kuncoro, 2012; Gérniak et al,, 2019; Khameneh et al., 2019). If these compounds work
synergistically, they can cause bacterial cell death.

Conclusions

Grape seed extract with n-hexane and 70% ethanol solvent inhibited the growth of
Enterococcus faecalis bacteria at each test concentration.
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