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Skrining Fitokimia dan Aktivitas Antimikroba Kombinasi
Ekstrak Piper betle dan Moringa oleifera

Abstrak

Pemantauan sifat fisika dan kimia dari senyawa aktif dalam sediaan merupakan parameter
yang menjadi pertimbangan dalam kestabilan sediaan. Kandungan senyawa bioaktif utama
yang dilaporkan memberikan berbagai aktivitas farmakologi dalam bawang putih adalah alisin
(dialil tiosulfinat). Penelitian ini bertujuan mengamati stabilitas fisika dan kimia sediaan suspensi
poliherbal berisi bawang putih, lemon, jahe merah, madu, dan cuka apel. Semua bahan
penyusun poliherbal diformulasikan dalam bentuk suspensi dan dikarakterisasi meliputi pH
dan bobot jenis. Dispersi partikel dalam suspensi diamati bawah mikroskop. Parameter fisika
berupa pH dan viskositas serta kimia berupa kadar tiosulfinat (TS) secara spektrofotometri
diamati selama periode penyimpanan 5 minggu pada tiga variasi suhu yang berbeda. Suspensi
poliherbal yang dihasilkan memiliki bobot jenis 1,114 + 0,002 g/mL dan pH 3,74 + 0,03. Secara
analisis statistik, waktu penyimpanan dan suhu berpengaruh signifikan (p<0,05) terhadap pH,
viskositas, dan kadar TS. Namun ketiga nilai evaluasi masih berada dalam batasan farmasetika
yang dapat diterima. Kinetika penguraian TS pada suspensi poliherbal mengikuti reaksi orde
kedua. Data hasil pengamatan memenuhi parameter kestabilan fisika dan kimia selama
penyimpanan 5 minggu. Berdasarkan hasil, suspensi poliherbal menunjukkan kestabilan
secara fisika tetapi terdapat tren penurunan kadar TS pada ketiga suhu selama penyimpanan.

Kata Kunci: alisin, kinetika, poliherbal, stabilitas, suspensi
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1. Pendahuluan

Bahan alam Indonesia saat ini terkenal dengan
keragaman dan potensinya yang sangat banyak
dalam pengobatan. Formulasi bahan alam seperti
halnya obat sintetis harus memenuhi persyaratan
farmasetika dan terstandardisasi dari aspek fisika,
kimia, dan mikrobiologi agar terjamin mutunya.
Berdasarkan hasil survei nasional tahun 2014 -
2015, penggunaan sediaan bahan alam pada pasien
dengan penyakit kardiovaskular dan tinggi kolesterol
berturut-turut sebesar 6,2% dan 11,3% menggunakan
obat tradisional serta 2,7% dan 3,2% menggunakan
kombinasi obat modern dan tradisional.? Selain itu,
obat tradisional dalam bentuk cair paling banyak
diminati oleh masyarakat karena praktis dan memiliki
rasa yang segar dan enak.® Penelitian sebelumnya
dilakukan optimasi formula campuran bawang putih,
jahe merah, dan lemon dalam bentuk suspensi dengan
menambahkan bahan lainnya yaitu madu dan cuka
apel untuk hiperlipidemia.

Hiperlipidemia adalah penyakit gangguan
kardiovaskular dengan dampak yang cukup serius
bahkan mematikan dengan tingkat prevalensi yang
masih tinggi di Indonesia, dipicu pola hidup yang kurang
sehat.* Beberapa herbal yang dilaporkan memiliki
efek terhadap penurunan kolesterol sebagai salah
satu tanda hiperlipidemia adalah bawang putih, jahe
merah, dan lemon.5 Penambah cita rasa ditambahkan
juga berupa madu dan cuka apel. Kombinasi herbal
tersebut diyakini memberikan efek antihiperlipidemia
dan bisa dikembangkan secara komersial. Kandungan
alisin (dialil tiosulfinat) dalam bawang putih diduga
berperan dalam pengobatan dan pencegahan penyakit
CVD (kardiovaskular) dengan cara peningkatan HDL
(high-density lipoprotein), penekanan oksidasi LDL
(low-density lipoprotein), serta penurunan TC (total
cholesterol) dan TG (triglycerides).®

Senyawa bioaktif utama yang terkandung dan
dilaporkan memberikan berbagai aktivitas farmakologi
dalam bawang putih adalah alisin.” Kerusakan
jaringan bawang putih menstimulasi sintesis alisin
dari aliin (S-alilsistein sulfoksida) yang dikatalisis oleh
enzim aliinase. Alisin bersifat non stabil dan mudah
terurai menjadi berbagai senyawa turunan alisin yang
lebih stabil seperti polisulfur diantaranya DAS (dimetil
sulfida), DAD (dialil disulfida), DATS (dialil trisulfida),
dan ajon.®

Pemantauan kadar senyawa aktif dalam sediaan
merupakan parameter yang menjadi pertimbangan
dalam kestabilan sediaan.® Penelitian ini bertujuan
mengamati stabilitas fisika dan kimia sediaan suspensi
poliherbal yangmengandung bawang putih, lemon, jahe
merah, madu, dan cuka apel sebagai anhiperlipidemia
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berdasarkan penelitian dan standar baku Farmakope
Herbal Indonesia. Belum banyak ditemukan data
terkait stabilitas kimia atau metode penetapan kadar
ketiga komponen tersebut. Sediaan juga diuji stabilitas
fisika selama beberapa waktu penyimpanan dengan
suhu yang berbeda. Stabilitas sediaan suspensi juga
tergantung pada viskositas dan faktor lainnya yang
dipengaruhi karakteristik bahan aktif dan eksipien
yang ditambahkan dalam formula.®'® Hasil penelitian
diharapkan menjadi referensi pengembangan formula
suspensi poliherbal, khususnya kombinasi bawang
putih, lemon, jahe merah, madu, dan cuka apel yang
bisa dikembangkan sebagai alternatif pengobatan
kardiovaskular di Indonesia.

2. Bahan dan Metode
2.1. Alat

Alat yang digunakan meliputi blender (Philips),
neraca analitik (Ohaus-PioneerTM, USA), hot plate
(Akebonno MSP-3101), oven (Memmert), viskometer
(Anton Paar ViscoQC 300R, Austria), piknometer
(Pyrex), sentrifugator (Centurion Scientific), pH meter
H184131 (Hanna Instrument), mikroskop cahaya, dan
spektrofotometer UV-Vis 1900 (Shimadzu, Jepang).

2.2.Bahan

Bahan yang digunakan meliputi bawang putih tunggal
(China), lemon (Indonesia), jahe merah (Indonesia),
cuka apel merk Nutrigreat® (Indonesia), madu hutan
merk El-Hadi® (Indonesia), buffer HEPES (Himedia,
India), 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
(Sygma Aldrich, Singapura), Hydroxypropyl Methyl
Cellulose (HPMC) Metolose 60 SH (Shin-Etsu,
Jepang), dan L-sistein (Sygma Aldrich, Singapura).

2.3.Prosedur
2.3.1. Karakterisasi Bahan Penyusun Poliherbal

Sebanyak 100 g bawang putih tunggal dilumatkan
dengan 100 mL aquadest menggunakan blender.
Jahe merah dan lemon masing-masing dihaluskan
dan diperas dengan kain saring hingga diperoleh air
perasan jahe dan air perasan lemon. Semua bahan
penyusun poliherbal dan suspensi akhir diuji pH dan
bobot jenis. Dispersi partikel pada suspensi diamati
dengan mikroskop cahaya.

2.3.2. Kuantifikasi Total Tiosulfinat (TS)

Kandungan TS dalam suspensi poliherbal diukur
mengikuti metode yang dilaporkan Han et al.”
Sebanyak 0,5 g sampel dihomogenkan dengan 10
mL 50 mM buffer Hepes pH 7,5, diinkubasi selama 15
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Tabel 1. Formula suspensi poliherbal
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Bahan Jumlah Fungsi
Bawang putih tunggal (g) 2 Bahan aktif
Rimpang jahe merah (g) 1,5 Bahan aktif
Cuka apel (g) 1 Bahan aktif
Lemon (g) 0,2 Perasa
Madu (g) 4,6 Perasa
HPMC (%) 0,25 Pensuspensi
Aquadest ad (mL) 20 Pelarut

menit pada 25 + 1°C, dan disentrifugasi pada 10.000
rom selama 8 menit. Supernatan (ekstrak) digunakan
untuk penentuan kadar TS. Ekstrak sampel atau buffer
Hepes (sebagai kontrol) 1 mL dicampur dengan 5 mL
larutan sistein 10 mM dan didiamkan pada suhu 25 +
1 °C selama 15 menit. Kemudian, diencerkan menjadi
100 mL menggunakan larutan buffer. Diambil kembali
0,8 mL dan diencerkan menjadi 10 mL dengan larutan
buffer. Larutan encer 4,5 mL dicampur dengan 0,5
mL 1,5 mM DTNB, dan didiamkan pada suhu 25 +
1°C selama 15 menit. Setelah itu, absorbansi pada
412 nm diuji sebagai A (sampel) atau A0 (kontrol)
menggunakan spektrofotometer. Blanko juga dibuat
dengan menggunakan buffer HEPES sebagai
pengganti larutan encer. Kandungan TS dihitung
menurut rumus berikut:

o (mg) (A; —4) xd x v0,004 y
Alisin 1003 m

dengan d adalah faktor pengenceran, v adalah volume
ekstraksi, dan m adalah berat sampel.

100

2.3.3. Pembuatan Poliherbal

Pengembangan HPMC dalam air dilakukan selama 24
jam (M+). Bawang putih tunggal yang sudah bersih dan
kering dilumatkan dengan air hangat 50° (Mz). Jahe
merah dilumatkan menggunakan blender dengan
penambahan air hangat dan difiltrasi dengan kain
saring hingga diperoleh filtrat yang ditambahkan ke
dalam M2. Lemon diperas hingga diperoleh air perasan
yang ditambahkan ke dalam M: juga. Campuran M2
ditandabataskan volumenya menggunakan aquadest
dan cuka apel lalu dididihkan. Setelah dingin, M1, M2
dan madu dicampurkan dan diaduk selama 5 menit
dengan batang pengaduk. Sediaan didiamkan selama

48 jam hingga tidak berbusa kemudian dilakukan
pengamatan viskositas dan pH.?

2.3.4. Studi Stabilitas

Menurut pedoman ICH (International Conference
on Harmonisation), studi stabilitas dipercepat diuji
dengan menempatkan sediaan di lemari es (4 £ 2 °C),
suhu kamar (25 ° atau 37 + 2 °C) dan suhu tinggi (40
+ 2 °C dan 60 + 5% RH) selama 32 bulan." Sebagai
studi pendahuluan, pengamatan dilakukan selama 5
minggu dan pemeriksaan dilakukan pada interval O,
1, 2, 3, dan 5 minggu. Pengamatan fisika (pH dan
viskositas) dan kimia (kadar TS) dilakukan untuk
melihat perubahan atau ketidakstabilan sediaan.

2.3.5. Analisis data

Ketiga data evaluasi yang diperoleh kemudian
dianalisis menggunakan analisis statistik non-
parametrik jenis Kruskal Wallis.

3. Hasil

3.1.Karakterisasi Bahan — Bahan Penyusun dan
Suspensi Poliherbal

Formula suspensi dibuat berdasarkan hasil optimasi
sebelumnya dengan komposisi yang tertera pada
Tabel 1. Hasil pengamatan karakterisasi bahan-bahan
penyusun formula dan suspensi poliherbal tercantum
pada Tabel 2. Lebih lanjut, dispersi partikel dalam
suspensi poliherbal juga diamati dibawah mikroskop
cahaya untuk melihat bentuk serta ukurannya (Gambar
1A).

Tabel 2. Karakterisasi fisika bahan penyusun dan suspensi poliherbal (n = 3)

Bahan Bobot jenis (g/mL) pH
Puree bawang putih 1,002 + 0,006 5,78 £ 0,01
Air jahe merah 1,036 + 0,002 5,92 + 0,01
Cuka apel 1,009 £ 0,002 3,15+ 0,01
Madu 1,416 £ 0,002 3,51 +0,02
Lemon 1,025 + 0,001 2,86 + 0,01
Suspensi poliherbal 1,114 £ 0,002 3,74 £ 0,03
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Gambar 1. (a) Dispersi partikel suspensi poliherbal di bawah mikroskop dan setelah penyimpanan selama 2 minggu. (b) Grafik
pH suspensi poliherbal selama pengamatan uiji. (¢) Grafik viskositas suspensi poliherbal selama pengamatan uji. (d)
Hubungan antara 1/[TS] terhadap waktu penyimpanan (kinetika orde dua)

3.2. Uji Stabilitas Suspensi Poliherbal

Pada penelitian ini, masing-masing sediaan dibuat
100 gram dan disimpan dalam 3 suhu yaitu suhu
4°C, 25°C, dan 40°C (60 £ 5% RH) selama 5 minggu.
Pengamatan stabilitas fisika sediaan meliputi pH dan
viskositas serta stabilitas kadar TS yang diukur di
setiap titik waktu. Pengamatan fisika dilakukan selama
5 minggu penyimpanan. Tabel 3 menunjukkan kondisi
pada T4, kemudian pemantauan pH dan viskositas
juga diamati selama penyimpanan (Gambar 1B dan
1C). Pengamatan juga dilakukan secara kimia (Tabel
4 dan Gambar 1D) yaitu pengamatan kadar total
TS yang terkandung dalam bawang putih secara
spektrofotometri.

4. Pembahasan

Hasil perhitungan bobot jenis antara komponen bahan
penyusun dengan sediaan suspensi poliherbal tidak
memberikan hasil yang berbeda jauh (Tabel 2). Bobot
jenis suspensi poliherbal sebesar 1,140 + 0,002 g/
mL, nilainya lebih tinggi dibandingkan sediaan cair
bawang putih pada studi Wiendarlina dan Sukaesih
(2019) yaitu sebesar 1,0005 g/mL."? Hal itu disebabkan
oleh jumlah madu yang ditambahkan pada formula
poliherbal 1,5 kali lebih banyak. Madu memiliki bobot

jenis yang paling tinggi (1,416 £ 0,002 g/mL) sehingga
memberikan peningkatan bobot jenis akhir pada
suspensi ketika ditambahkan dengan bahan penyusun
lainnya.

Perbedaan nilai pH antara komponen bahan
penyusun dengan sediaan suspensi cukup signifikan,
namun terlihat bahwa sediaan memberikan nilai pH
yang sesuai dengan kondisi saluran cerna. pH akhir
suspensi yang terdiri dari campuran berbagai bahan
alam tergantung pada tingkat kematangan dari bahan
baku yang digunakan dalam produksi.*® Nilai pH yang
sama ditemukan pada Tiencheu dkk. (2021) berkisar
3,40 — 4,90 dan Ndife dkk. (2022) berkisar 3,51 —
3,70.%%" Lemon memiliki pH yang paling rendah yaitu
2,86 £ 0,01 sehingga memberikan penurunan pH akhir
pada suspensi ketika ditambahkan dengan bahan
penyusun lainnya. Campuran yang mengandung buah
umumnya memiliki pH rendah karena relatif kaya akan
asam organik, terlebih lagi lemon kaya akan asam sitrat
dan asam askorbat.'® Oleh karena itu, semakin banyak
konsentrasi lemon dalam formula akan menurunkan
pH suspensi.

Pengamatan dispersi partikel juga dilakukan untuk
melihat bentuk dan ukuran dari partikel yang ada dalam
suspensi. Suspensi termasuk kedalam jenis dispersi

Tabel 3. Pengamatan stabilitas fisika suspensi poliherbal pada T1 (n = 3)

Evaluasi
Suhu (°C) - .
pH Viskositas (mPa.s)
4 3,65+ 0,01 1016 £ 3
25 3,76 £ 0,00 1021 + 18
40 3,75+ 0,00 1513 £ 23
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Tabel 4. Kadar TS dalam suspensi poliherbal selama penyimpanan (n = 3)

Waktu penyimpanan (minggu)

Kadar TS (mg/100 g)

4°C 25°C 40°C
T1 773 +£16 729 £ 61 762 * 160
T2 633 + 337 558 + 591 581 £ 141
T3 424 £ 127 404 +£182 346 £ 71
T4 287 +8 322 £ 187 240 £ 71

kasar yang mengandung partikel dengan ukuran > 0,5
pMm yang terdispersi dalam medium cair.'® Gambar 1
memperlihatkan berbagai bentuk partikel yang tidak
simetris dengan ukuran > 0,5 pym. Partikel padat yang
terdispersi tersebut berasal dari bawang putih yang
dihaluskan dan potongan partikel apel yang berasal
dari cuka apel.

Pengukuran pH sediaan selama 5 minggu dalam 3
suhu yang berbeda bertujuan untuk melihat pengaruh
waktu dan suhu terhadap kondisi sediaan. Rentang
pH suspensi selama pengamatan berkisar 3,65 + 0,01
hingga 4,03 £ 0,01. Gambar 1B memperlihatkan pH
suspensi memiliki kecenderungan untuk naik secara
lambat selama penyimpanan. Hal ini disebabkan
karena alisin, salah satu senyawa TS, mengalami
kecenderungan terdekomposisi ketika berada di
kondisi asam dibandingkan dengan kondisi basa.
Hal tersebut memperlihatkan rendahnya toleransi
alisin terhadap lingkungan asam karena adanya
nukloefil. Ikatan disulfida dalam alisin sangat rentan
terhadap serangan nukleofil.” Ketika ikatan S-alil
dalam senyawa R-S(O)S-alil diputus, alisin akan
terdekomposisi. Alisin akan stabil pada kisaran pH 6
sampai 8. Dengan demikian, kondisi asam memiliki
pengaruh lebih besar terhadap alisin dibanding kondisi
basa.'®

Rentang viskositas suspensi yang teramati selama
penyimpanan berkisar 1016 + 4 hingga 1523
29 mPa.s., memperlihatkan viskositas cenderung
fluktuatif dan nilainya lebih tinggi ketika disimpan pada
suhu 40°C dibandingkan suhu 4°C dan 25°C. Secara
teoritis, penyimpanan sediaan berbasis HPMC pada
suhu yang lebih tinggi dapat meningkatkan energi
kinetik molekul sehingga menghasilkan mobilitas
molekul yang lebih besar dan terjadinya penurunan
viskositas.”® Hal itu tidak terjadi pada viskositas
suspensi yang teramati. Fenomena ini diduga akibat

adanya pengaruh bahan lain selain HPMC yang
mempengaruhi nilai viskositas suspensi.

Hasil analisis statistik (Kruskal-Wallis) menghasilkan
asymp. signifikan (p) kecil dari 0,05 pada ketiga suhu
yang bermakna waktu penyimpanan mempengaruhi
nilai pH sediaan, walau masih berada pada rentang
pH saluran cerna. Hasil yang sama juga terjadi pada
pengukuran viskositas, berdasarkan analisis Kruskal-
Wallis nilai asymp. signifikan (p) di bawah 0,05 yaitu
terdapat perbedaan nilai di setiap waktu. Meskipun
secara statistik nilai pH dan viskositas memiliki
perbedaan nilai di setiap pengamatan waktu, tetapi
perbedaan nilai tersebut masih berada dalam batasan
farmasetika dan sediaan masih dapat dituang dari
wadah serta tidak mengalami pengendapan.

Kandungan TS dalam bawang putih tergantung
pada kondisi budidaya tanaman: insolasi, suhu,
kelembaban tanah, dan juga tergantung pada kondisi
penyimpanan umbi.?® Satu molekul TS bereaksi
cepat dengan dua molekul L-sistein membentuk dua
molekul S-alil merkaptosistein.?! L-sistein yang tidak
bereaksi ditentukan dalam reaksi dengan DTNB.
Dalam proses kuantifikasi, setiap sisa mol L-sistein
yang tidak bereaksi membentuk satu mol NTB pada
reaksi dengan DTNB. Konsentrasi NTB yang terbentuk
ditentukan melalui pembacaan absorbansi pada 412
nm dengan absorptivitas molar 14150 untuk anion
NTB." Metode ini tidak memerlukan standar eksternal
TS, cepat, sederhana, dan akurat.?’

Tabel4 memperlihatkan kadar TS selama penyimpanan
5 minggu pada suhu yang berbeda. Data pengamatan
menunjukkan bahwa kandungan TS suspensi cukup
mirip pada ketiga suhu. Studi lain melaporkan bahwa
perubahan kadar alisin pada ekstrak air bawang putih
sangat siginifikan terjadi setelah disimpan selama 60
hari. Namun, penyimpanan pada suhu 4°C masih lebih
baik dibandingkan suhu 25°C.?" Perilaku ini terjadi

Tabel 5. Penentuan orde reaksi penguraian TS berdasarkan nilai koefisien korelasi (R2)

Koefisien korelasi (R2)

Suhu (°C)
Orde 0 Orde 1 Orde 2
4 0,9459 0,9950 0,9828
25 0,7987 0,8464 0,8843
40 0,6841 0,8049 0,9188
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karena transformasi TS yang cepat di lingkungan
yang lebih hangat. Suhu penyimpanan yang dingin
mampu mempertahankan komposisi TS yang
tekandung dalam waktu yang lama.'” Kadar senyawa
aktif yang diwakili melalui penentuan kadar TS dalam
suspensi dilakukan menggunakan spektrofotometer
UV-Vis dengan hasil perbedaan kadar signifikan (nilai
p lebih kecil dari 0,05). Terlihat penurunan kadar
setiap minggu, diduga terjadi penguraian selama
penyimpanan. Perlu dilakukan pengukuran kadar
dengan metode lain sebagai pembanding seperti
penggunaan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).

Tabel 5 menunjukkan kinetika penguraian senyawa TS
mengikuti reaksi orde dua. Hal tersebut disimpulkan
berdasarkan nilai koefisien korelasi (R?) yang paling
tinggi diantara jenis orde reaksi lainnya.?? Reaksi jenis
ini diperlihatkan dalam Gambar 5 yang merupakan
grafik linear disertai dengan persamaannya
menggunakan data kadar TS pada berbagai suhu dan
waktu penyimpanan. Laju reaksi penguraian jenis orde
dua sebanding dengan konsentrasi dua reaktan.?®
Jenis kinetika ini juga ditemukan pada degradasi
picrocrocin yang terdapat pada ekstrak air safron yang
disimpan pada berbagai variasi suhu.?*

5. Simpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh, dapat disimpulkan
bahwa suspensi poliherbal berisi bawang putih,
lemon, jahe merah, madu, dan cuka apel berpotensi
dikembangkan lebih lanjut sebagai obat herbal
terstandar. Hasil pengamatan memenuhi parameter
kestabilan fisika dan kimia selama penyimpanan 5
minggu, walau masih ada beberapa hal yang perlu
diperhatikan dalam menjaga kestabilan fisika dan
kimia sediaan.
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