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ABSTRAK

Indonesia merupakan negara beriklim tropis dengan kondisi ideal bagi nyamuk untuk berkembang biak. Hal
ini menyebabkan banyaknya kasus penyakit yang disebabkan oleh gigitan nyamuk, misalnya demam berdarah
dengue. Masyarakat melakukan berbagai upaya untuk menghindari gigitan nyamuk, contohnya menggunakan
sediaan antinyamuk pada kulit. Sediaan antinyamuk berupa spray lebih praktis digunakan dibandingkan jenis
sediaan topikal lainnya, misalnya lotion dan krim. Legundi (Vitex trifolia L.) merupakan salah satu tanaman
yang digunakan secara tradisional oleh masyarakat Indonesia untuk mengusir nyamuk. Penelitian ini bertujuan
untuk melakukan evaluasi mutu fisik dan pengujian iritasi sediaan spray antinyamuk dari ekstrak etanol daun
legundi. Simplisia daun legundi diekstraksi menggunakan etanol 96% secara maserasi. Ekstrak kental
selanjutnya dibuat menjadi 3 jenis formula sediaan spray antinyamuk dengan variasi konsentrasi ekstrak
masing-masing sebesar 3%, 5%, dan 8%. Sedian dari ketiga formula memiliki warna hijau kehitaman, tekstur
cair dan bau khas serta pH dalam rentang 5,96 — 6,01 dan homogen. Uji iritasi menerapkan metode Draize
pada hewan coba kelinci putih, dimana indeks iritasi dihitung berdasarkan skor eritema dan edema. Selama
72 jam pengamatan, hanya Formula 3 yang menunjukkan adanya edema. Hasil perhitungan indeks iritasi
menunjukkan ketiga formula memiliki indeks iritasi 1,67-2,00. Berdasarkan indeks iritasi, ketiga formula
tergolong dalam kategori sedikit mengiritasi dan iritasi sedang. Selain itu, kadar ekstrak dalam formula dapat
mempengaruhi pH sediaan dan tingkat iritasi. Perbaikan formula diperlukan untuk mengurangi dampak iritasi

sehingga diperoleh sediaan antinyamuk yang aman untuk penggunaan topikal.

PENDAHULUAN

Nyamuk merupakan serangga penghisap darah
yang berperan sebagai vektor penyakit-penyakit
berbahaya bagi manusia misalnya demam berdarah
dengue (DBD) (1). Dari 3.500 spesies nyamuk yang
ada, tiga diantaranya merupakan jenis yang paling
mematikan yaitu Aedes, Anopheles, dan Culex.
Indonesia dikenal sebagai negara beriklim tropis
yang mendukung perkembangbiakan nyamuk (2).
Penyebaran penyakit oleh vektor nyamuk terutama
terjadi pada musim hujan serta di daerah yang
padat penduduk. Pada tahun 2020, terdapat
108.303 kasus DBD di Indonesia dengan 747 kasus
kematian (3).

Masyarakat melakukan berbagai upaya untuk
pencegahan penyakit DBD, misalnya dengan
menggunakan sediaan antinyamuk, baik dengan
cara dioleskan ataupun disemprotkan. Zat aktif
yang biasanya digunakan adalah diethyltoluamid
(DEET). Penggunaan sediaan anti nyamuk
berbahan aktif kimia dalam jangka panjang
mempunyai efek samping yang membahayakan
bagi kesehatan. Beberapa bahaya penggunaan
DEET terhadap kesehatan adalah keracunan pada
anak, bahaya pada ibu hamil dan menyusui, iritasi
pada mata dan kulit, serta karsinogenik (4)

Sejak lama, masyarakat telah menggunakan
tumbuhan untuk menjaga kesehatan. Salah satu
tanaman yang digunakan secara tradisional untuk
mengusir nyamuk adalah legundi (Vitex trifolia L.)
(5). Bagian tanaman yang sering digunakan yaitu
bagian daun yang berbau aromatik seperti bau
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rempah-rempah (6). Senyawa aktif yang terdapat
pada daun legundi adalah alkaloid, saponin,
flavonoid, polifenol dan minyak atsiri (7). Sebuah
studi di Lampung, Indonesia menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun legundi dapat mencegah
gigitan nyamuk Aedes aegypti pada kulit relawan
(8). Pada penelitian tersebut beberapa konsentrasi
ekstrak daun legundi (10%, 20%, dan 30%)
diujikan pada lengan bawah relawan untuk
mengetahui  dosis  efektif ekstrak sebagai
antinyamuk. Hasil studi menunjukkan bahwa daya
proteksi dari ekstrak daun legundi terhadap
nyamuk A. aegypti sebesar 50% (ED50) dan 99%
(ED99) secara berurutan adalah pada konsentrasi
14,809% dan 41,423%.

Di sisi lain, belum terdapat penelitian terkait
evaluasi mutu fisik dan uji iritasi sediaan topikal
dari daun legundi. Oleh sebab itu, pada penelitian
ini dilakukan pengujian mutu fisik dan uji iritasi
dari sediaan spray ekstrak daun legundi.
Pembuatan sediaan spray menggunakan 3 variasi
konsentrasi ekstrak daun legundi, yaitu 3%, 5%,
dan 8%. Evaluasi mutu fisik dilakukan terhadap
organoleptis (warna, tekstur, dan bau), pH serta
homogenitas sediaan. Selain itu, indeks iritasi dari
sediaan ekstrak daun legundi dihitung melalui
pengamatan eritema dan edema pada kulit kelinci
setelah diberikan sediaan secara topikal. Hasil
penelitian diharapkan dapat menjadi acuan untuk
pengembangan formula sediaan spray antinyamuk
dari ekstrak daun legundi yang memenuhi syarat
mutu fisik dan aman digunakan pada kulit.



METODE PENELITIAN

Daun legundi (Vitex trifolia L.) diambil dari Desa Beraban,
Kecamatan Kediri, Kabupaten Tabanan, Bali. Setelah dipetik,
daun dicuci bersih dan dikeringkan tanpa terpapar sinar
matahari langsung. Setelah kering, daun dihaluskan dengan
menggunakan blender hingga membentuk serbuk. Kebenaran
spesies tanaman dideterminasi di UPT Balai Konservasi
Tumbuhan, Kebun Raya Eka Karya, Bedugul, LIPI Bali (No. B-
333/IPH.7/AP/X11/2020).

Sebanyak 400 gram serbuk simplisia dimaserasi
menggunakan etanol 96% selama 3 x 24 jam dengan
perbandingan simplisia dan pelarut sebesar 1:5. Ekstrak cair
kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga
diperoleh ekstrak kental.

Penapisan kandungan fitokimia dalam simplisia, ekstrak, dan
sediaan spray dilakukan dengan diadaptasi dari penelitian
lain (9). Pereaksi Dragendorff dan Mayer digunakan untuk
menguji keberadaan golongan alkaloid. Serbuk magnesium
dan asam klorida dipakai untuk mendeteksi golongan
flavonoid. Pereaksi FeCl3 1%, NaOH 1 N, dan Liebermann-
Burchard untuk mengetahui adanya golongan polifenol,
kuinon, dan steroid/triterpenoid, secara berurutan. Selain itu,
munculnya busa setelah pengocokan dengan aquadest
menunjukkan keberadaan golongan saponin.

Sediaan spray antinyamuk dibuat menggunakan 3 formula
seperti terlihat pada Tabel 1. Ekstrak yang sudah ditimbang
dimasukkan ke dalam mortir, ditambahkan propilenglikol
dan gliserin, lalu digerus hingga homogen. Selanjutnya,
campuran dimasukkan ke dalam wadah spray yang telah
dikalibrasi kemudian ditambahkan etanol 96% hingga batas
tanda serta dikocok hingga homogen.

Tabel 1. Rancangan formula sediaan spray daun legundi

Bahan Formula spray (% b/b) Fungsi
| 1l 11l
Ekstrak daun Bahan
legundi 3% >% 8% aktif
Propilenglikol 10% 10% 10% Kosolven
Gliserin 5% 5% 5% Humektan
Etanol 96% sampai sampai sampai Pembawa
100% 100% 100%

Uji mutu fisik dilakukan terhadap ketiga sediaan spray
antinyamuk, yaitu uji organoleptis, uji pH, dan uji
homogenitas. Parameter organoleptis yang diamati adalah
bentuk, warna, dan bau. Uji pH dilakukan menggunakan pH
meter digital. Sementara itu, homogenitas diuji dengan cara
sediaan spray diteteskan pada object glass, kemudian tutup
dengan kaca penutup, lalu diamati homogenitas sediaan.

Uji iritasi dilakukan dengan menggunakan metode Draize
terhadap Kkelinci jantan putih jenis New Zaeland. Prosedur
pengujian diadaptasi dari penelitian lain (10). Selain itu,
prosedur yang digunakan telah disetujui oleh omite Etik
Hewan, Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Udayana
(Nomor: B/132/UN14.2.9/PT.01.04/2021). Sejumlah 9 ekor
kelinci jantan putih dipilih secara acak sederhana (simple
random sampling) dan diaktimalisasi selama 5 hari. Setelah
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itu, daerah punggung kelinci dicukur seluas 4 x 4 cm2 pada 24
jam sebelum dilakukan uji iritasi. Kulit kelinci dibersihkan
dengan kapas bersih yang dibasahi aquadest, kemudian
dikeringkan dengan tisu. Selanjutnya sediaan spray
disemprotkan sebanyak 3 kali ke area uji dan ditutup
menggunakan kasa steril serta direkatkan dengan plester.
Setelah 24 jam, plester dan kasa steril dibuka dan dibiarkan 1
jam. Kemudian dilakukan pengamatan tingkat eritema
(kemerahan) dan edema (bengkak), lalu diberikan skor 0
sampai 4 (Tabel 2) tergantung tingkat keparahan reaksi kulit.
Pengamatan yang serupa dilakukan setelah 48 dan 72 jam.
Prosedur yang sama dilakukan pada setiap formula spray.
Tingkat iritasi yang timbul ditunjukkan sebagai indeks iritasi
dan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

Indeks iritasi = (Jumlah eritma 24,48,72 jam+Jumlah edema
24,48,72 jam)/(Jumlah kelinci)

Tabel 2. Skor iritasi pada eritema dan edema

Reaksi Skor Iritasi

Eritema
Tidak ada eritema
Eritema sangat sedikit
Eritema nampak jelas
Eritema sedang
Eritema parah

Edema
Tidak ada edema
Sangat sedikit edema
Edema yang terdefinisi dengan baik
Edema sedang
Edema berat

HASIL DAN PEMBAHASAN

Legundi merupakan salah satu tumbuhan yang berpotensi
sebagai insektisida alami. Bagian tumbuhan yang dijadikan
insektisida alami adalah daun. Ekstrak etanol daun legundi
pada konsentrasi 0,25-5% terbukti dapat membunuh larva
nyamuk Aedes aegypti (11). Sebuah studi menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun legundi dengan konsentrasi 10%,
20%, dan 30% dapat memberikan proteksi terhadap nyamuk
Aedes aegypti ketika dioleskan pada lengan relawan (8).
Penelitian lainnya mengungkapkan bahwa formula dengan
kandungan bahan aktif minyak atsiri daun legundi
(konsentrasi 17%) efektif sebagai sediaan anti nyamuk (12).

A WON RO

A W N RO

Tabel 3. Kandungan fitokimia dalam simplisia, ekstrak, dan sediaan
spray daun legundi

Formula
3

Ekstrak Formula

2

Formula
1

Kandungan
Senyawa
Alkaloid
Flavonoid
Polifenol
Kuinon
Steroid/
Triterpenoid
Saponin -
+ (terdeteksi), - (tidak terdeteksi)

Simplisia

+
+
+

+
+

+ + +
+ + +
+ + + +

Untuk mendeteksi keberadaan kandungan senyawa aktif atau
metabolit sekunder, maka pada penelitian ini dilakukan
skrining fitokimia terhadap simplisia, ekstrak, dan sediaan
spray. Tabel 3 menunjukkan golongan metabolit sekunder
yang terkandung di dalam sampel. Dari pengujian diketahui
bahwa simplisia, ekstrak, dan sediaan spray daun legundi
mengandung golongan senyawa alkaloid, flavonoid, dan
polifenol.  Selain itu, golongan senyawa Kkuinon,
steroid/triterpenoid, dan saponin tidak terdeteksi
keberadaannya di dalam sampel. Studi lainnya memberikan
hasil yang berbeda, dimana selain ketiga golongan metabolit
sekunder yang telah terdeteksi, daun legundi juga
mengandung golongan senyawa saponin (7). Perbedaan
kandungan metabolit sekunder tersebut dapat disebabkan



oleh berbagai faktor, misalnya asal tanaman (13). Kandungan
alkaloid, terpenoid, saponin, dan senyawa volatil dalam
ekstrak bahan alam merupakan senyawa fitokimia yang
memberikan efek sebagai penolak nyamuk (repellent) (8).

Pada penelitian ini ekstrak etanol daun legundi
diformulasikan menjadi sediaan spray. Dibandingkan sediaan
topikal lainnya, misalnya gel dan krim, sediaan spray lebih
disukai sebab penggunaannya yang praktis yaitu melalui
penyemprotan. Beberapa studi lainnya juga telah
memformulasikan sediaan spray antinyamuk dengan bahan
aktif dari bahan alam (14-16). Pada penelitian ini digunakan
tiga formula sediaan spray (Tabel 1), dimana terdapat variasi
konsentrasi bahan aktif (ekstrak etanol daun legundi).
Pemilihan konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam formula
berdasarkan konsentrasi efektif yang diperoleh dari studi
pustaka (11). Sementara itu, bahan tambahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah propilen glikol, gliserin, dan
etanol 96%. Propilen glikol merupakan kosolven yang
membantu melarutkan atau meningkatkan kelarutan suatu
zat (16). Sedangkan gliserin berfungsi sebagai humektan yang
dapat memberikan efek lembut pada kulit (17). Etanol 96%

merupakan bahan tambahan yang berfungsi sebagai
pembawa (12).
Tabel 4. Mutu fisik sediaan spray daun legundi
Parameter Formula 1 Formula 2 Formula 3

Warna
Bentuk

Hijau kehitaman
Cair

Hijau kehitaman
Cair

Hijau kehitaman
Cair

Aroma Khas legundi Khas legundi Khas legundi
pH 6,01 5,99 5,96
Homogenitas Homogen Homogen Homogen

Sediaan spray antinyamuk dari ekstrak daun legundi yang
telah dibuat kemudian dilanjutkan untuk pengujian mutu
fisik, yaitu organoleptis (warna, bentuk, dan aroma), uji pH,
dan uji homogenitas. Tabel 4 menunjukkan mutu fisik dari
ketiga formula sediaan. Dari pengujian diketahui bahwa
semua sediaan yang diuji memiliki organoleptis yang serupa,
memiliki pH sebesar 5,96-6,01 serta homogen. Pengukuran
pH diperlukan dalam pembuatan sediaan topikal karena kulit
memiliki sensitivitas terhadap derajat keasaman sediaan
yang akan mempengaruhi kenyamanan saat digunakan (18).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak daun legundi dalam formula, maka pH
sediaan spray yang dihasilkan juga semakin rendah. Hal
serupa juga diamati pada penelitian lainnya yang

menggunakan esktrak bahan alam dalam formulasi sediaan,
misalnya krim dan gel (19,20). Adanya kenaikan pH pada
sediaan dengan kadar ekstrak yang lebih tinggi kemungkinan
disebabkan oleh lebih banyaknya kandungan fitokimia dalam
ekstrak dengan kosentrasi tinggi. Beberapa senyawa
fitokimia, misalnya flavonoid, bersifat asam lemah sehingga
dapat menurunkan pH sediaan (19). Hasil dari pengujian pH
dapat dijadikan salah satu acuan dalam formulasi sediaan
untuk memperhatikan konsentrasi ekstrak yang digunakan
agar pH sediaan masih berada dalam rentang pH kulit.

Uji homogenitas dilakukan untuk melihat dan mengetahui
tercampurnya komponen-komponen bahan dalam sediaan
spray. Dari pengujian diketahui bahwa ketiga formula
homogen. Hal tersebut sesuai dengan persyaratan dimana
suatu sediaan harus memiliki susunan yang homogen dan
tidak terlihat adanya partikel yang menggumpal (21).
Sediaan yang homogen menandakan sediaan tersebut
memiliki mutu fisik yang baik dan menunjukkan bahwa
semua bahan yang digunakan dalam formula telah tercampur
dengan sempurna. Hal tersebut sangat penting sebab apabila
komposisi dalam formula tidak tercampur dengan baik, maka
dapat menyebabkan kegagalan dalam tercapainya efek terapi
(22).

Tahap selanjutnya dilakukan uji iritasi guna mengetahui
keamanan penggunaan dari sediaan spray anti nyamuk pada
kulit. Pengamatan uji iritasi dilakukan berdasarkan dua
parameter, yaitu eritema dan edema. Eritema merupakan
kemerahan pada kulit yang disebabkan oleh dilatasi
pembuluh darah dan merupakan respon tubuh terhadap
iritasi. Sementara itu, edema merupakan respon tubuh
terhadap iritasi yang ditandai dengan adanya pembesaran
plasma yang membeku pada daerah yang terluka (23). Kulit
dapat menunjukkan reaksi yang rendah atau bahkan tidak
menunjukkan reaksi pada saat kontak pertama dengan bahan.
Oleh sebab itu, pengamatan adanya iritasi dilakukan setelah
24, 48, dan 72 jam setelah hewan coba diberikan sediaan.
Pengamatan eritema ditentukan apabila terlihat warna
kemerahan pada kulit. Sedangkan edema dapat dilihat pada
tinggi permukaan kulit yang naik/bengkak dibanding kulit
yang normal. Indeks iritasi diklasifikasikan menjadi tidak
mengiritasi (0-0,40), sedikit mengiritasi (0,50-1,90), iritasi
sedang (2-4,90), dan iritasi berat (5-8) (24).

Tabel 5. Skor eritema dan edema serta tingkat iritasi sediaan spray daun legundi

Waktu Pengamatan

I 24 Jam 48 Jam 72 Jam Indeks Kategori iritasi
Replikasi L
iritasi
Eritema Edema Eritema Edema Eritema Edema
Formula 1
1 1 0 1 0 1 0
2 0 0 0 0 1 0 1,67 Sedikit mengiritasi
3 0 0 1 0 0 0
Formula 2
1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 1 0 0 0 1,67 Sedikit mengiritasi
3 1 0 1 0 1 0
Formula 3
1 0 0 0 0 1 0
2 0 0 0 0 1 1 2,00 Iritasi sedang
3 1 0 1 0 1 0

Berdasarkan pengujian iritasi (Tabel 5), diketahui bahwa
indeks iritasi Formula 1, 2 dan 3 berada pada rentang 1,67-
2,00 yang secara berturut-turut termasuk dalam kategori
sedikit mengiritasi dan iritasi sedang. Iritasi ringan yang
muncul dapat disebabkan karena adanya bahan tambahan
propilenglikol. Berdasarkan studi pustaka, propilen glikol
pada sediaan topikal dapat menimbulkan minimal iritasi
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ringan. Hasil serupa ditemukan pada penelitian uji iritasi yang
menggunakan krim hasil fermentasi bunga rosella. Adanya
bahan tambahan propilenglikol sebanyak 10% dalam krim
tersebut menyebabkan iritasi ringan pada pada kulit kelinci
(10).



Hasil pengamatan menunjukkan bahwa Formula 3 dengan
kadar ekstrak tertinggi (8%) menimbulkan iritasi sedang,
dimana indeks iritasi yang dihasilkan lebih besar
dibandingkan dengan kedua formula lainnya. Adanya edema
pada kulit kelinci juga hanya terlihat pada pemberian
Formula 3 setelah 72 jam. Hal ini menandakan bahwa
semakin tinggi kadar ekstrak daun legundi yang digunakan,
maka semakin besar kemungkinan terjadinya iritasi kulit.
Hasil berbeda ditunjukkan oleh penelitian lainnya dimana
variasi ekstrak tidak mempengaruhi indeks iritasi sediaan.
Sediaan gel dengan menggunakan ekstrak etanol daun kelor
sebesar 3-9% tidak menimbulkan iritasi pada kulit (25).
Penelitian lainnya menunjukkan sediaan krim dengan ekstrak
etanol daun binahong sebanyak 5-20% dapat sedikit
mengiritasi dengan indeks iritasi < 2,00 (26). Melalui
perbandingan dengan pustaka, dapat terlihat bahwa hasil uji
iritasi sangat tergantung dari jenis ekstrak bahan alam yang
digunakan.

Selain komponen bahan-bahan yang ada di dalam formula,
nilai pH dari sediaan juga dapat berefek pada kulit. Jika nilai
pH sediaan terlalu basa maka akan menyebabkan kulit
bersisik, sedangkan sediaan dengan pH yang terlalu asam
dapat mengakibatkan iritasi kulit (18). Pada penelitian ini pH
sediaan bukan merupakan faktor penyebab iritasi ringan
sebab berada pada rentang pH normal kulit (4,5-7,0).
Perbaikan pemilihan bahan tambahan diperlukan dalam
formulasi sediaan spray antinyamuk sehingga diperoleh
sediaan yang efektif dan aman.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan sediaan
spray antinyamuk ekstrak etanol daun legundi (Vitex trifolia
L.) dengan konsentrasi 3%, 5%, dan 8% memenuhi syarat
mutu fisik sediaan dengan indeks iritasi sebesar 1,67 dan 2,00
dan termasuk dalam kategori sedikit mengiritasi dan iritasi
sedang. Konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam formula
dapat mempengaruhi mutu fisik dan tingkat iritasi, dimana
kadar ekstrak yang tinggi dapat menurunkan pH sediaan dan
meningkatkan indeks iritasi.
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