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ETANOL LENGKUAS MERAH (Alpinia purpurata (Vieill) K.
Schum) SEBAGAI ANTIBAKTERI Klebsiella pneumoniae

INTISARI

Nurul Ningtyas Indriani

16612030

Lengkuas merah (Alpinia purpurata) merupakan salah satu tanaman herbal
yang berpotensi dalam bidang pengobatan. Salah satu manfaatnya adalah sebagai
antibakteri. Klebsiella pneumonia merupakan bakteri gram negatif penyebab
penyakit infeksi pernapasan. Bakteri Klebsiella pneumonia resisten terhadap
beberapa antibiotik yang memiliki cincin beta-laktam seperti moropenem,
kloramfenicol, ampisilin, dan siprofloksasin yang mendorong pencarian obat baru
dari bahan alam sebagai alternatif. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk membuat
formulasi nano dan mengetahui aktivitas nanoemulsi ekstrak lengkuas merah
sebagai antibakteri Klebsiella pneumonia. Penelitian ini diawali dengan melakukan
variasi waktu maserasi selama 3, 6, 12, 18, 24, dan 30 jam serta perbandingan
volume pelarut 400, 500, 600, 700, 800, dan 900 mL untuk mendapatkan rendemen
optimum, diikuti dengan identifikasi senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak
etanol lengkuas merah, uji kuantitatif kadar tannin, sintesis dan karakterisasi
nanoemulsi, uji stabilitas nanoemulsi, dan uji aktivitas nanoemulsi ekstrak lengkuas
merah sebagai antibakteri Klebsiella pneumonia.

Hasil penelitian menunjukkan rendemen optimum sebesar 3,307% pada
waktu ekstraksi 30 jam dan 3,205% untuk perbandingan simplisia dan pelarut (1:6)
(P<0,05). Hasil identifikasi senyawa menunjukkan ekstrak lengkuas merah
memiliki senyawa metabolit sekunder alkaloid, tannin, dan steroid. Hasil uji
kuantitatif kadar tannin menunjukkan kadar tannin dalam ekstrak sebesar 29,7262
ppm. Sintesis nanoemulsi ekstrak lengkuas merah menggunakan metode gelasi
ionik dan rasio 5:1:1 antara surfaktan kitosan 0,1%, ko-surfaktan natrium
tripolifosfat 0,1%, dan ekstrak lengkuas merah 12,5%. Hasil karakterisasi PSA
menunjukkan nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak membentuk nano
dengan ukuran 320,2 nm dan 412 nm, serta memiliki distribusi monodisper.
Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak memiliki ukuran yang lebih kecil dari nanoemulsi
CS/Ekstrak. Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak memiliki stabilitas yang
baik selama penyimpanan 4 minggu dengan pH 4 dan keadaan homogen.
Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumonia dengan diameter hambat sebesar 9,1 mm dan 9,5 mm
yang termasuk dalam penghambatan sedang.

Kata Kunci: Lengkuas merah, ekstraksi, nanoemulsi, antibakteri.
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SYNTHESIS AND ACTIVITY TEST OF RED GALANGAL
ETHANOL EXTRACT (Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum) AS
AN ANTIBACTERIAL Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

Nurul Ningtyas Indriani
16612030

Red galangal (Alpinia purpurata) is one of the potential herbs in the field of
medicine. One of the benefits of red galangal as an antibacterial. Klebsiella
pneumonia is a gram negative bacteria that causes respiratory infectious diseases.
Klebsiella pneumonia are resistant to several antibiotics that have a beta-lactam ring
such as moropenem, chloramphenicol, ampicillin, and ciprofloxacin which
encourages the search for new drugs from natural ingredients as an alternatives. The
aims of this study was to make a nanoformulation and determine the nanoemulsion
activity of red galangal extract as an antibacterial Klebsiella pneumonia. This
research was initiated by varying the maceration time for 3, 6, 12, 18, 24, and 30
hours and the ratio of solvent volume of 400, 500, 600, 700, 800, and 900 mL to
obtain optimum yield, followed the identification of the active compounds which
contained in ethanol extract of red galangal, quantitative test of tannin content,
synthesis and characterization of nanoemulsion, stability test of nanoemulsion, and
activity test of nanoemulsion of red galangal extract as antibacterial Klebsiella
pneumonia.

The results showed that the optimum yield was 3.307% at the extraction
time of 30 hours and 3.205% for the ratio of simplicia and solvent (1: 6) (P <0.05).
The results of the compound identification showed that red galangal extract had
secondary metabolites of alkaloids, tannins and steroids. The quantitative test
results of tannin content showed that tannin content in the extract was equal to
29.7262 ppm. Synthesis nanoemulsion of red galangal extract used the ionic
gelation method and the ratio of 5: 1. 1 between 0.1% chitosan surfactant, 0.1%
sodium tripolyphosphate co-surfactant, and 12.5% red galangal extract. The results
of PSA characterization showed that CS / TPP / Extract and CS / Extract
nanoemulsions formed nano with a size of 320.2 nm and 412 nm, and had a
monodisper distribution. CS / TPP / Extract nanoemulsion has smaller size than CS
|/ Extract nanoemulsion. Nanoemulsion CS / TPP / Extract and CS / Extract have
good stability during 4 weeks storage with a pH of 4 and a homogeneous state.
Nanoemulsion CS / TPP / Extract and CS / Extract were able to inhibit the growth
of Klebsiella pneumonia bacteria with an inhibitory diameter of 9.1 mm and 9.5
mm which were included in moderate inhibition.

Keyword: Red galangal, ectraction, nanoemulsion, antibacterial.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi merupakan penyakit yang dapat disebabkan oleh bakteri,
virus, atau jamur. Salah satu penyakit infeksi yang umum diderita oleh manusia
adalah infeksi saluran pernapasan yang disebabkan karena pola hidup yang buruk
atau agen infeksius. Berdasarkan daerah infeksinya, infeksi saluran pernapasan
dibagi menjadi infeksi saluran pernapasan atas dan infeksi saluran pernapasan
bawah. Gejala yang timbul karena adanya infeksi pada pernpasan meliputi demam,
batuk, nyeri tenggorokan dan kesulitan bernapas (WHO., 2007). Berdasarkan data
Riskesdas (Riset Kesehatan Dasar) pada tahun 2013 angka kasus kejadian ISPA di
Indonesia sebesar 13,8% dengan kasus tertinggi terjadi di Aceh, Nusa Tenggara
Timur, Papua, Jawa Tengah (Pujiani dan Arum, 2017).

Bakteri penyebab infeksi dalam saluran pernapasan antara lain
Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, dan lain-lain (Agustina, dkk.,
2019). Bakteri Klebsiella pneumonia adalah bakteri gram negatif yang biasanya
terdapat dalam feses, darah dan saluran pernapasan sebanyak 5% pada orang
normal. Bakteri ini menyebabkan infeksi pada pernapasan, penyakit bronkitis, dan
penyakit pneumonia (Tarina, 2017). Pengobatan klinis untuk menangani penyakit
infeksi yaitu dengan antibiotik. Penggunaan antibiotik sebagai antimikroba dapat
menyebabkan resistensi. Tingginya angka resistensi menimbulkan permasalahan
baru yaitu kematian yang dilaporkan mencapai 700.000 kasus pertahun pada tahun
2014. Resistensi antibiotik ini dapat disebabkan oleh pemakaian antibiotik yang
kurang teratur, dan dosis yang kurang tepat (Agustina, dkk., 2019).

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen Multidrug Resistance
(MDR). MDR Klebsiella pneumoniae merupakan resitensi bakteri terhadap
minimal satu dari tiga lebih dari golongan antibiotik (Khasanah, dkk., 2019).
Dilaporkan Lubis, dkk., (2016) Klebsiella pneumoniae mengalami resisten

terhadap ceftriaxone sebesar 66,67%, diikuti ciprofloxacin 44,44% dan amoxicillin



clavulanate acid 33,33%. Selain itu penelitian Apondi, dkk., (2016) menyatakan
bahwa sebagian besar Klebsiella pneumoniae MDR resisten terhadap 80% pada
antibiotik penisilin, sefalosporin, tetrasiklin, kloramfenikol, sulfonamide.
Dilaporkan oleh Baharutan, dkk., (2015) kepekaan bakteri Klebsiella pneumonia
terhadap antibiotik eritromisin menunjukkan penghambatan yang intermediet
sebesar 62,5%. Sedangkan Klebsiella pneumonia resisten terhadap antibiotik
setriakson, seftazidim, dan trimetoprim/sulfametoksazol masing-masing sebesar
100%.

Resistensi bakteri Klebsiella pneumoniae terhadap beberapa antibiotik
mendorong pencarian obat baru dari bahan alam sebagai alternatif. Penggunaan
bahan alam sebagai obat tradisional semakin meningkat, karena dinilai lebih mudah
didapat, ekonomis, dan memiliki efek samping yang relatif rendah. Salah satu
bahan alam yang dapat digunakan sebagai obat adalah lengkuas merah (Alpinia
purpurata (Vieill) K. Schum). Dilaporkan oleh Rahmat., (20017); Kusriani dan
Shofia., (2015) lengkuas merah memiliki kandungan 1% minyak atsiri berwarna
kuning kehijauan yang terdiri dari metil-sinamat 48%, sineol 20% - 30%, kamfer
1%, seskuiterpen, eugenol. Selain itu lengkuas merah memiliki kandungan senyawa
tannin, flavonoid, kuinon, dan steroid/terpenoid.

Lengkuas merah dalam pengobatan herbal dimanfaatkan dalam bentuk
infusa. Metode yang banyak digunakan dalam ekstraksi senyawa aktif dalam
rimpang lengkuas merah adalah maserasi. Maserasi merupakan proses ekstraksi
dengan teknik perendaman simplisia dengan pelarut yang sesuai. Maserasi
memiliki kelebihan yaitu prosesnya sederhana, dan tidak menggunakan pemanasan
sehingga, kemungkinan bahan dan senyawa aktif rusak atau terurai dapat
diminimalkan. Faktor yang mempengaruhi hasil maserasi yaitu jenis pelarut, waktu
ekstraksi, rasio berat bahan dengan volume pelarut, suhu, pengadukan, dan ukuran
sampel. Koireowa (2012) menjelaskan waktu kontak yang semakin lama
menyebabkan semakin banyak senyawa aktif yang dapat terekstrak. Hal ini
disebabkan karena semakin lama waktu ekstraksi membuat kontak antara pelarut
dengan bahan menjadi semakin lama yang menyababkan kemampuan pelarut untuk

menarik senyawa aktif semakin optimal. Yulianingtyas, dkk., (2016) menjelaskan



bahwa volume pelarut dapat menambah difusifitas pelarut kedalam sel simplisia
dan meningkatkan desorpsi senyawa aktif dalam sel. Kemudian Damanik (2014)
menjelaskan pemilihan pelarut adalah faktor penting dalam proses ekstraksi.
Pelarut yang digunakan harus mampu menarik senyawa aktif, mudah dipisahkan
dan dimurnikan kembali. Puasa, dkk., (2019) melaporkan hasil maserasi rimpang
lengkuas merah dengan rasio 1:5 menggunakan pelarut etanol 96% selama 5 hari
mendapatkan ekstrak kental sebanyak 7,7 g dan rendemen 5,13%. Alta, dkk., (2019)
melaporkan ekstraksi lengkuas merah dengan etanol 70% dan rasio 1:10 selama 24
jam menghasilkan ekstrak kental dengan rendemen 16,04%. Lusiani (2018)
melaporkan maserasi rimpang lengkuas merah dengan perbandingan 1:5 selama 3
hari mendapatkan ekstrak kental 21 g dan rendemen sebesar 5,25%. Berdasarkan
penelitian sebelumnya ekstraksi rimpang lengkuas merah merah memiliki
kadungan senyawa aktif yang diduga dapat digunakan sebagai senyawa antibakteri,
dan ekstraksi dengan metode maserasi perlu dipelajari lebih lanjut untuk
menghasilkan rendemen optimum.

Lengkuas merah memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, flavonoid, tannin, dan steroid yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.
Dilaporkan oleh Abubakar, dkk., (2019) ekstrak etanol lengkuas merah dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumonia pada konsentrasi ekstrak
sebesar 12,5%, 25%, 50%, 75%, dan 100% memiliki daya hambat 7,6 mm, 8,5 mm,
8,5 mm, 8,68 mm, dan 9,6 mm termasuk dalam penghambatan sedang. Aktivitas
antibakteri lengkuas merah dapat ditingkatkan dengan formulasinya sebagai
nanopartikel. Nanopartikel merupakan partikel skala nano yang dibuat dalam suatu
sistem pembawa berukuran nanometer yang disebut nanocarrier (Abdssah., 2012).
Salah satu sistem pembawa obat yaitu nanoemulsi yang merupakan dispersi dari
minyak atau air yang di stabilisasi oleh surfaktan dan ko-surfaktan. Nanoemulsi
berperan dalam penghantaran obat didalam matriks, dengan tujuan untuk
memperbaiki kelarutan zat aktif yang sikar larut, memperbaiki bioavailabilitas yang
buruk, memperbaiki sistem penghantaran obat sehingga dapat menuju daerah

terget.



Nanopartikel mengatur dan memperpanjang pelepasan obat selama proses
penghantaran menuju target (Mohanraj dan Chen., 2006). Sistem pembawa obat
yang dapat digunakan adalah polimer. Kitosan merupakan polimer alami yang
menguntungkan karena bersifat biodegradable, biokompatibel, dan mukoadhesi.
Namun, kitosan derajat swelling yang tinggi serta kelarutan yang rendah pada pH
netral dan basa. Derajat swelling kitosan yang tinggi menyebabkan pelepasan obat
menjadi kurang baik sehingga, perlu ditambahkan zat penstabil yang diharapkan
tidak mengurangi kompatibilitas kitosan sebagai sistem pembawa dan
penghantaran obat. Dalam penelitian ini dilakukan sintesis nanoemulsi ektrak
lengkuas merah dengan kitosan sebagai matriks pembawa dengan pembahan
pengstabil dan tanpa penambahan pengstabil serta menguji stabilitas nanoemulsi
yang dihasilkan. Penggunaan ekstrak etanol rimpang lengkuas merah sebagai
nanoemulsi diharapkan memiliki aktivitas yang lebih baik sebagai antibakteri.
Selain itu ekstrak etanol rimpang lengkuas merah sebagai antibakteri dinilai lebih
ramah lingkungan, ekonomis. Keterbaharuan dalam penelitian ini yaitu dengan
menjadikan ekstrak rimpang lengkuas merah sebagai nanoemulsi untuk ditujukan
pada bakteri Klebsiella pneumonia, dalam penelitian sebelumnya hanya digunakan
ekstrak lengkuas merah sebagai antibakteri.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah yang diambil pada
penelitian ini adalah:

1. Bagaimana cara ekstraksi senyawa metabolit rimpang lengkuas merah dan
pengaruh volume pelarut, waktu maserasi terhadap rendemen ekstrak rimpang
lengkuas merah?

2. Bagaimana identifikasi senyawa aktif pada rimpang lengkuas merah?

3. Bagaimana uji kuantitatif kadar tannin dalam rimpang lengkuas merah?

4. Bagaimana ekstrak rimpang lengkuas merah dapat dibuat dalam sediaan
nanoemulsi?

5. Bagaimana karakterisasi nanoemulsi rimpang lengkuas merah?

6. Bagaimana stabilitas nanoemulsi ekstrak lengkuas merah?
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Bagaiman uji aktivitas antibakteri nanoemulsi ekstrak rimpang lengkuas
merah?

Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah:

Melakukan ekstraksi senyawa metabolit sekunder rimpang lengkuas merah dan
mengetahui pengaruh variasi volume pelarut serta waktu maserasi terhadap
rendemen ekstrak rimpang lengkuas merah.

Mengetahui kandungan senyawa aktif dari rimpang lengkuas merah.
Melakukan uji kuantitatif kadar tannin dalam rimpang lengkuas merah.
Melakukan sintesis nanoemulsi ekstrak rimpang lengkuas merah.

Melakukan tahapan karakterisasi nanoemulsi ekstrak rimpang lengkuas merah.
Mengetahui stabilitas nanoemulsi ekstrak lengkuas merah.

Melakukan uji aktivitas antibakteri nanoemulasi ekstrak rimpang lengkuas
merah.

Manfaat Penelitian

Adapun manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini adalah:

Masyarakat: Nanoemulsi ekstrak rimpang lengkuas merah dapat menjadi
alternatif treatment baru bagi masyarakat

Pendidikan: Menambah pengetahuan tentang senyawa bahan alam yang dapat
digunakan sebagai obat dan terapi herbal.

Pemerintah: Memberikan informasi alternatif pengobatan yang disebabkan
bakteri pathogen Klebsiella pneumonia.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Klebsiella pneumoniae

Bakteri Klebsiella pneumonia merupakan bakteri patogen gram negatif,
yang dapat menyebabkan penyakit infeksi dan ditemukan sebanyak 5% dalam
saluran pernapasan. Bakteri Klebsiella pneumonia mencapai saluran pernapasan
melalui inokulasi langsung, penyebaran melalui pembuluh darah, inhalasi bahan
aerosol, dan kolonisasi pada permukaan mukosa (Qolbi, dkk., 2018). Infeksi
pernapasan oleh bakteri memiliki gejala klinis demam, nyeri otot, batuk, pilek,
pendarahan dan penebalan lapisan mukosa organ (Elfidasari, dkk., 2013).

Saai ini pengobatan klinis untuk penangan penyakit infeksi yang disebabkan
bakteri Klebsiella pneumonia adalah dengan pemberian antibiotik. Namun,
Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen Multidrug Resistance (MDR).
MDR Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri resisten terhadap minimal satu
dari tiga lebih dari golongan antibiotik (Khasanah, dkk., 2019). Dilaporkan Lubis,
dkk., (2016) Klebsiella pneumoniae mengalami resisten terhadap ceftriaxone
sebesar 66,67%, diikuti ciprofloxacin 44,44%, dan amoxicillin clavulanate acid
33,33%. Selain itu penelitian Apondi, dkk., (2016) melaporkan bahwa sebagian
besar Klebsiella pneumoniae MDR resisten terhadap 80% pada antibiotik penisilin,
sefalosporin, tetrasiklin, kloramfenikol, sulfonamide. Berdasarkan hasil penelitian
tersebut, perlu dilakukan pencarian obat baru yang dapat secara efektif membunuh

Klebsiella pneumonia.

2.2 Senyawa Aktif Antibakteri dalam Lengkuas Merah (Alpinia purpurata
Vieill) K. Schum)

Penggunaan bahan alam sebagai obat tradisional semakin meningkat,
karena dinilai lebih mudah didapat, ekonomis, dan memiliki efek samping yang
relatif rendah. Salah satu bahan alam yang dapat digunakan sebagai obat adalah
lengkuas merah (Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum). Rahmat., (2017)
melaporkan lengkuas merah memiliki kandungan utama dari minyak atsiri lengkuas

merah adalah metil-sinamat 48%, sineol 20-30%, kamfer 1%, seskuiterpen, dan



eugenol. Kandungan sentawa metabolit sekunder dalam ekstrak etanol 96%
rimpang lengkuas merah adalah alkaloid, tannin, saponin, dan flavonoid. Penelitian
yang dilakukan Simanjuntak, dkk., (2018) menginformasikan bahwa ekstrak etanol
daun lengkuas merah mengandung senyawa metabolit sekunder seperti saponin,
tannin, steroid, dan flavonoid. Bahkan Laksono, dkk., (2014) sudah melaporkan
senyawa terpenoid dari ekstrak n-heksan rimpang lengkuas merah adalah senyawa
3,7,11-trimetil-1,6,10-dodekatrien-3-ol atau nerolidol.

Berdasarkan hasil penelitian Rialita, dkk., (2015) minyak atsiri lengkuas
merah memiliki aktivitas antibakteri yang bersifat moderat terhadap bakteri patogen
dan bakteri perusak pangan. Lengkuas merah memiliki nilai minimum inhibitory
concentration (MIC) bakteri Klebsiella pneumoniae sebesar 0,078 mgmL™, bakteri
Staphylococcus aureus sebesar 0,039 mgmL™, dan jamur Candida albicans sebesar
0,156 mgmL™. Dilaporkan oleh Kandou, dkk., (2016) ekstrak etanol rimpang
lengkuas merah (Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum) memberikan aktivitas
antibakteri Klebsiella pneumoniae isolat subtum pasien bronkitis. Selain itu
dilaporkan oleh Abubakar, dkk., (2019) ekstrak rimpang lengkuas merah memiliki
daya hambat yang kuat terhadap bakteri Klebsiella pneumoniae yang resisten
terhadap antibiotik setriakson pada konsentrasi 15% dan sangat kuat pada
konsentrasi 100%. Aktivitas antibakteri ekstrak rimpang lengkuas merah akan
semakin besar sengan kenaikan dosis yang diberikan.

Metode ekstraksi yang banyak digunakan dalam ekstraksi senyawa
metabolit sekunder dalam lengkuas merah adalah maserasi. Fachriyah, dkk., (2018)
melakukan ekstraksi dan fraksinasi dari ekstrak etanol, kemudian dipartisi
menggunkan n-heksan, dan dilanjutkan etil asetat. Hasil menunjukkan ekstrak
etanol memiliki rendemen yang lebih besar dari ekstrak n-heksan dan etil asetat
sebesar 0,255%; 0,1025%; dan 0,25%. Kemudian, dilaporkan Ramadhaniyah.,
(2018) ekstraksi rimpang lengkuas merah 50 g dengan metode sokletasi dan pelarut
n-heksan sebanyak 900 ml, selama 20 siklus sebanyak 3 kali memperoleh ekstrak
kental 12 g dan rendemen 13%. Selanjutnya dilapokan oleh Puasa, dkk., (2019)
bahwa ekstraksi rimpang lengkuas merah sebanyak 150 g, dengan 750 ml etanol,

selama 7 hari dengan sesekali pengadukan menghasilkan ekstrak kental sebanyak



7,7 gram. Bahkan Alta, dkk., (2019) melaporkan ekstraksi 1000 g lengkuas merah
dengan etanol 70% dan rasio 1:10 selama 24 jam menghasilkan ekstrak kental
sebanyak 160,44 g, rendemen 16,044%, berwarna kuning kecoklatan, dan bau khas
lengkuas. Lusiani., (2018) juga melaporkan ekstraksi rimpang lengkuas merah
dengan sebanyak 500 g dengan etanol 96% selama 3 hari menghasilkan ekstrak
kental sebanyak 21 g dengan rendemen 5,25%. Beberapa penelitian yang telah
dilaporkan sebelumnya ekstraksi rimpang lengkuas merah dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol dinilai lebih menguntungkan untuk menghasilkan
ekstrak kental.

2.3 Nanoemulsi

Nanoteknologi merupakan trendsetter baru dalam dunia pengetahuan
terutama dalam bidang kimia, biologi, farmasi, dan elektronik. Penghantaran obat
dengan formulasi nano dinilai lebuh menguntungkan karena dapat meningkatkana
distribusi obat, luas permukaannya lebih besar, dan dapat menembus ruang ruang
antar sel (Martien, dkk., 2012). Di Indonesia nanoteknologi untuk pengobatan
terutama untuk herbal basih belum banyak dikembangkan. Komposisi bahan
penyalut, bentuk dan ukuran nanoemulsi menjadi salah satu faktor dalam efektivitas
senyawa obat (Prasetyorini, dkk., 2011).

Salah satu bahan penyalut yang dapat digunakan adalah kitosan. Kitosan
bersifat biodegradable, biocompatible, dan mempunyai sifat matriks dalam
penghantaran obat (Putri, dkk., 2018). Namun, kitosan memiliki derajat swelling
yang dingi dan memiliki kelarutan yang rendah pada ph netral dan basa. Derajat
swelling ini menyebabkan pelepsana obat obat mejadi lebih cepat yang
menyababkan sistem penghantarannya kurang baik, sehingga perlu ditambahkan
zat pengstabil. Penambahan zat pengstabil diharapkan mampu menggeser kelarutan
kitosan dan menurunkan derajat swelling kitosan, sehingga sistem penghantaran
kitosan menjadi lenih baik.

Dilaporkan Mardliyanti, dkk., (2012) konsentrasi dan rasio kitosan
berpengaruh terhadap karakteristik nanoemulsi yang terbentuk. Karakteristik
terbaik diperoleh pada konsentrasi 0,1% kitosan dan 0,1% TPP dan rasio 5:1 yaitu

dihasilkan nanoemulsi dengan ukuran 1,3 nm dan distribusi unimodal. Dilaporkan



oleh Vishwakarma, dkk., (2019) nanoemulsi kotosan/TPP dengan rasio 1:1
memiliki ukuran partikel 17,33 nm. Dilaporkan Vishwakarma, dkk., (2019)
nanoenkapsulasi kurkumin nanoemulsi kitosan/TPP dengan metode ion gelasi
dapat meningkatkan kelarutan dalam air, stabilitas, serta efektif menghambat
bakteri gram positif dan gram negatif. Ukuran nanoemulsi yang dihasilkan 135,2
nm dan zeta potensial +12.9 Mv. Penelitian yang dilakukan Kailaku, dkk., (2014)
memformulasikan nanokapsul katekin dengan kitosan sebagai material penyalut.
Formulasi dilakukan dengan memfariasikan konsentrasi dan rasio kitosan/TPP.
Ukuran nanoemulsi terbaik yaitu 137,6 nm dengan formula konsentrasi larutan
kitosan 0,2%, 0,4% katekin, dan 0,1% Na-TPP dan rasio kitosan/Na-TPP 7:1.

Berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilaporkan sebelumnya dalam
penelitian ini rimpang lengkuas merah digunakan sebagai obat untuk mengatasi
bakteri Klebsiella pneumonia. Lengkuas merah di ekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Untuk menghasilkan karakteristik
terbaik nanoemulsi lengkuas merah disintesis menggunakan penambahan zat
pengstabil dan tanpa pengstabil dengan metode, rasio, serta konsentrasi merujuk
pada penelitian Mardliyanti, dkk., (2012).



BAB Il
DASAR TEORI

3.1 Tanaman Lengkuas Merah (Alpinia purpurata K.Schum)
3.1.1 Karakteristik dan klasifikasi tanaman lengkuas merah

Lengkuas merah termasuk dalam keluarga Zingiberaceae yang dikenal
sebagai tanaman obat. Lengkuas merah hidup di dataran Asia Tenggara yang
memiliki iklim tropis. Rimpang lengkuas merah memiliki aroma yang menyengat
sehingga dimanfaatkan sebagai bumbu atau obat obatan. Tanaman lengkuas merah
ditampilkan pada Gambar 1.

e Ay A

Gambar 1. Tanaman lengkuas merah.

Lenguas merah merah memiliki tinggi batang 1-1,5 meter dengan batang
semu berupa pelepah-pelepah daun. Lengkuas merah memiliki rimpang kecil, tebal,
berdaging, berbentuk silindris dengan diameter 2-4 cm, dan bercabang-cabang.
Bagian luar rimpang berwarna coklat kemerahan, sedangkan dagingnya berwarna
putih kemerahan (Silalahi, dkk., 2018). Bunga lengkuas merupakan bunga
majemuk berbentuk lonceng, berbau harum, panjang bunga 4 cm.

10
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Berikut adalah klasifikasi tanaman lengkuas merah (Khumairoh, 2018).

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Class : Monocotyledoneae

Order : Zingiberales

Family : Zingiberaceae

Genus : Alpinia

Spesies : Alpinia purpurata K.Schum

3.1.2 Kandungan dan manfaat tanaman lengkuas merah
Lengkuas merah telah banyak diteliti memiliki berbagai aktifitas biologis,

seperti antibakteri, antijamur, antikanker, antitumor, dan antioksidan (Rialita, dkk.,
2015). Rimpang lengkuas merah segar mengandung air 75%, protein 3,07%,
karbohidrat 22,44%, dan senyawa kamferid 0,07% (Tambun, dkk., 2016).
Kandungan kimia dari lengkuas merah adalah 1% minyak atsiri berwarna kuning
kehijauan yang terdiri dari senyawa metil-sinamat sebesar 48%, sineol 20-30%,
eugenol, kamfer 1%, seskuiterpen, a-pinen, galangin (Tambun, dkk., 2016).
Penelitian Subramanian dan Suja., (2011) kandungan kimia dari ekstrak etanol
rimpang lengkuas merah adalah tannin sebesar 12,5%, flavonoid sebesar 0,85%,
alkaloid sebesar 0,38%, fenol sebesar 9,5%, resin, glikosida, dan saponin.
3.2 Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan (simplisia) dari campurannya
dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan ketika
tercapai kesetimbangan antara kosentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman (Mukhriani, 2014). Pemilihan metode ekstraksi
didasarkan pada sifat bahan dan sifat senyawa yang akan diisolasi. Prinsip dasar
dari metode ekstraksi yaitu proses perpindahan massa komponen aktif kedalam
pelarut, dimana perpindahan mulai terjadi pada lapisan antar muka, kemudian
berdifusi masuk kedalam pelarut (Sudjad., 1986). Sebelum dilakukan pemilihan

metode ekstraksi target ekstraksi perlu diketahui.
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Maserasi merupakan metode ekstraksi yang digunakan untuk menarik
senyawa metabolit sekunder dari suatu padatan dengan teknik perendaman dengan
pelarut yang sesuai. Pada proses perendaman simplisia akan mengalami pemecahan
dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel,
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam
pelarut. Pelarut yang mengalir ke dalam sel akan menyebabkan protoplasma
membengkak dan bahan kandungan sel akan larut sesuai kelarutannya
(Yulianingtyas, dkk., 2016). Kemampuan melarutkan yang tinggi berhubungan
kepolaran pelarut dan kepolaran senyawa yang diekstrak.

Marerasi mimiliki keuntungan yaitu prosenya sederhana, relatif murah,
tidak memerlukan peralatan yang rumit, tidak perlu pemanasan sehingga kecil
kemungkinan bahan alam menjadi rusak atau terurai, kontak antar sampel dan
pelarut yang cukup lama (Triastiari, dan Harijono., 2019). Terdapat beberapa faktor
dalam proses ekstraksi yang memengaruhi hasil ekstraksi diantaranya jenis pelarut,
rasio berat bahan dengan volume pelarut, suhu, pengadukan, waktu ekstraksi, dan
ukuran sampel. Volume pelarut berpengaruh terhadap rendemen ekstrak. Hal ini
disebabkan semakin banyak pelarut maka pemecahan dinding dan membran sel
akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel berjalan lebih optimal
sehingga semakin banyak senyawa metabolit sekunder yang akan telarut dalam
pelarut.

Rasio berat bahan dengan volume pelarut dapat menambah difusifitas dari
pelarut ke dalam sel dan meningkatkan desorpsi senyawa dalam sel (Yulianingtyas,
dkk., 2016). Waktu maserasi yang semakin lama maka semakin banyak senyawa
yang terekstrak. Hal ini disebabkan waktu kontak antara simplisia sengan pelarut
menjadi semakin lama yang menyebabkan kemampuan pelarut untuk mengekstrak
semakin optimal (Koirewoa, 2012). Semakin tinggi suhu maserasi maka kecepatan
perpindahan masa dari zat terlarut ke pelarut akan semakin tinggi karena suhu
mempengaruhi nilai koefisien transfer masa dari suatu komponen (Damanik, dkk.,
2014). Pemilihan pelarut yang sesuai merupakan salah satu faktor penting dalam

proses maserasi. Pelarut yang digunakan harus mampu menarik sebagian besar
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senyawa metabolit sekunder, selain itu mudah dipisahkan dan dimurnikan kembali
(Damanik, dkk., 2014).

Soxhletasi adalah metode ekstraksi dengan pemanasan, dimana pelarut yang
ada di dalam labu dipanaskan sesuai titik didihnya. Uap pelarut akan naik melalui
pipa pendingin sehingga mengembun dan menetes pada bahan yang diekstrak.
Pelarut akan merendam bahan dan bila tinggi pelarut sudah melebihi tinggi pipa
pengalir pelarut akan mengalir ke labu soxhlet. Pelarut yang terkumpul akan
dipanaskan lagi sehingga pelarut akan menguap dan ekstrak akan terkumpul pada

labu. Alat ekstraksi soxhlet ditampilkan pada Gambar 2.

Keterangan gambar :
1. Statif

. Klem

. Kondensor

. Lubang air masuk

. Lubang air keluar

Soxhlet

. Bahan yang
diekstrak

. Labu leher empat

. Heat Mantle

N A WN
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Gambar 2. Alat ekstraksi soxhlet
(Sumber: Wijaya, dkk., 2019).

Keuntungan metode soxhletasi adalah ekstraksi kontinyu, tidak
membutuhkan banyak pelarut, dan tidak memakan waktu. Kerugian dari metode ini
adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi akibat pemanasan terus-
menerus (Mukhriani., 2014).

Distilasi adalah proses ekstraksi dengan dasar perbedaan titik didih.
Beberapa macam distilasi yaitu distilasi sederhana, distilasi air, distilasi fraksinasi,
dil. Distilasi fraksinasi merupakan proses pemisahan campuran berdasarkan
perbedaan titik didih yang berdekatan sehingga terbentuk beberapa fraksi. Distilasi
fraksi dilakukan dengan pemanasan secara kontinyu, komponen pada titik didih
rendah akan menguap terlebih dahulu. Jika komponen dengan titik didih rendah
telah habis maka temperaturr akan terus naik sampai titik didih komponen

selanjurnya. Distilasi sederhana adalah metode pemisahan berdasarkan perbedaan
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titik didih pada tekanan atmosfir. Distilasi sederhana dapat digunakan untuk
campuran dengan perbedaan titik didih kurang dari 20 °C. perbedaan distilasi
sederhana dengan distilasi fraksinasi adalah adanya kolom fraksinasi (Arman, dkKk.,

2014). Alat distilasi sederhana dan distilasi fraksinasi ditampilkan pada Gambar 3.

(@) (b)
Gambar 3. (a) Distilasi sederhana, (b) distilasi fraksinasi
(Sumber: Arman, dkk., (2014), Wijaya, dkk., (2019))

Penyulingan merupakan salah satu metode untuk memisahkan minyak atsiri

dari bahannya. Proses penyulingan dapat dilakukan dengan air, uap, uap dan air.
Kelebihan metode penyulingan dengan air adalah waktu yang dibutuhkan singkat
karena bahan langsung berkontak dengan air. Kekurangan metode ini peluang
terdegradasinya minyak oleh air. Kelebihan metode ditilasi uap air adalah
membutuhkan sedikir air sehingga waktu penyulingan relative singkat, efisien
dalam penggunaan dan menghasilkan minyak dalam jumlah yang cukup banyak.
Metode penyulingan dengan uap memiliki kelebihan kualitas minyak den rendemen
tinggi karena tidak bercampur dengan air. Kekurangan metode ini membutuhkan
peralatan yang lebih kompleks (Porawati, dan Ari., 2019).
3.3 Senyawa Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang tidak terlibat langsung dalam
pertumbuhan. Senyawa metabolit sekunder berfungsi untuk mempertahankan diri
karena bersifat racun bagi hewan, dan dapat digunakan sebagai lead compounds
dalam penentuan senyawa obat. Senyawa metabolit sekunder dihasilkan pada
kondisi tertentu, diproduksi dalam jumlah terbatas, dan memiliki fungsi yang
spesifik. Senyawa metabolit sekunder yang umunya ada dalam tumbuhan adalah
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flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, dan tannin. Pemanfaatan senyawa metabolit
sekunder diantaranya sebagai antioksidan, antikanker, antiinflamasi, pestisida, dll
(Ergina, dkk., 2014).

3.3.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang banyak
ditemukan dalam jaringan tumbuhan. Flavonoid termasuk dalam golongan senyawa
fenolik dengan struktur C6-C3-C6 (Redha, 2010). Flavonoid memiliki aktivitas
menghambat pertumbuhan bakteri, virus, dan jamur. Flavonoid bersifat polar
sehingga lebih mudah menembus lapisan peptidoglikan yang bersifat polar dari
lapisan lipid yang bersifat polar. Karena kepolaranya flavonoid akan larut dalam
pelarut polar seperti etanol (EtOH), methanol (MeOH), butanol (BuOH), aseton,
dimetil sulfoksida (DMSO), air, dll (Markham, 1988).

Flavonoid sebagai antibakteri memiliki 3 cara kerja yaitu menghambat
sintesis asam nukleat, mengambat fungsi membran, dan menghambat metabolism
energi. Mekanisme antibakteri flavonoid menghambat sintesis asam nukleat,
dimana cincin A dan B pada flavonoid yang memegang peran penting dalam ikatan
hidrogen dengan menghambat pembentukan DNA dan RNA. Senyawa flavonoid
dapat menyebabkan kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan
lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dan DNA bakteri (Nuralifah, dkk.,
2019).

Mekanisme antibakteri senyawa flavonoid untuk menghambat fungsi
membran dengan membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan
terlarut sehingga merusak membran sel yang diikuti dengan keluarnya senyawa
intraseluler (Amalia, dkk., 2017). Selain itu penghambatan metabolism energi
flavonoid dengan cara menghambat penggunaan oksigen oleh bakteri. Flavonoid
menghambat pada sitokrom C reduktase dalam proses biosintesis makromolekul,
apabila proses biosontesis makromolekul terganggu maka molekul bakteri tersebut
tidak akan berkembang menjadi molekul yang kompleks (Sapara, dkk., 2016).
3.3.2 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa dengan struktur heterosiklik, bersifat non

polar, bersifat basa, dan memiliki satu atau lebih atom nitrogen. Alkaloid sulit larut
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dalam pelarut polar tetapi mudah larut dalam pelarut semipolar (Maulianawati dan
Awaludin, 2018). Alkaloid bersifat basa, sehingga dapat mengganti basa mineral
dalam mempertahankan kesetimbangan ion dalam tumbuhan. Alkaloid memiliki
aktivitas sebagai antidiare, antimikroba, antidiabetes, dan antimalarial, tetapi pada
tanaman alkaloid bersifat beracun yang berguna menglindungi dari serangga dan
herbivora (Ningrum, dkk., 2016).

Mekanisme antibakteri alkaloid adalah senyawa alkaloid memiliki atom
nitrogen yang dapat bereaksi dengan asam amino penyusun dinding sel bakteri dan
DNA bakteri. Interaksi antara alkaloid dengan asam amino menyebabkan
perubahan struktur dan susunan asam amino, sehingga menyebabkan perubahan
keseimbangan genetik pada rantai DNA yang mengakibatkan kerusakan dan
mendorong terjadinya lisis sel bakteri sehingga menyebabkan kematian sel bakteri
(Dewangga, dkk., 2019). Selain itu, alkaloid dapat menghambat sintesis dinding
sel baktei dan mengganggu komponen peptidoglikan sehingga dinding sel bakteri
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Nirwana, dkk., 2017).
3.3.3 Saponin

Saponin merupakan golongan senyawa glikosida yang bersifat polar tetapi
mempunyai struktur steroid, sehingga akan membentuk koloidal serta buih ketika
dilakukan penggojokan (Maulianawati, dkk., 2018). Saponin memiliki aglikon
berupa steroid dan triterpenoid. Glikosil dari saponin terikat pada posisi C3 dan ada
dua rantai gula yang menempel pada posisi C3 dan C17 (Yanuartono, dkk., 2017).
Lebih dari 11 jenis saponin yang telah teridentifikasi diantaranya dammaranes,
tirucallanes, lupanes, hopanes, oleananes, taraxasteranes, ursanes, cycloartanes,
lanostanes, cucurbitanes dan steroid (Low., 2015).

Saponin memiliki aktifitas sebagai antibakteri, antikanker, antivirus.
Mekanisme antibakteri saponin dengan cara menurunkan tegangan permukaan
sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran sel dan
mengakibatkan senyawa intraseluler akan keluar (Nuria., 2009). Menurut Cavalieri
dkk., (2005), senyawa ini berdifusi melalui membran luar dan dinding sel yang
rentan, lalu mengikat membran sitoplasma dan mengganggu dan mengurangi

kestabilan itu. Hal ini menyebabkan sitoplasma bocor keluar dari sel yang
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mengakibatkan kematian sel. Agen antimikroba yang mengganggu membran
sitoplasma bersifat bakterisida (Ngajow, dkk., 2013).
3.3.4 Tannin

Tannin merupakan senyawa polifenol yang memiliki berat molekul 500-
3000 yang terdiri dari gugus hidroksil dan karbonil. Senyawa tanninterdiri dari
senyawa tannin terkondensasi dan tannin terhidrolisis. Tannin terkondensasi terjadi
karena reaksi polimerisasi (kondensasi) antar flavonoid, sedangkan tannin
terhidrolisis terbentruk karena reaksi esterifikasi asam fenolat dan gula (Puspita.,
2010). Tannin terhidrolisis dan tannin terkondensasi memiliki aktivitas sebagali
antiinflamasi, antimikroba, antidiarem dan antioksidan.

Mekanisme antibakteri tannin dengan cara menyebabkan sel bakteri
menjadi lisis. Hal ini terjadi karena tannin memiliki target pada dinding polipeptida
dinding sel bakteri sehingga pembentukan dinding sel menjadi kurang sempurna
dan kemudian sel bakteri akan mati. Hal ini menyebabkan sel bakteri menjadi lisis
karena tekanan osmotik maupun fisik sehingga sel bakteri akan mati. Selain itu,
menurut Akiyama, dkk., (2001) kompleksasi dari ion besi dengan tannin dapat
menjelaskan toksisitas tannin. Mikroorganisme yang tumbuh di bawah kondisi
aerobik membutuhkan zat besi untuk berbagai fungsi, termasuk reduksi dari
prekursor ribonukleotida DNA. Hal ini disebabkan oleh kapasitas pengikat besi
yang kuat oleh tanninTannin juga memiliki kemampuan untuk menginaktifkan
enzim bakteri serta mengganggu jalannya protein pada lapisan dalam sel (Ngajow
dkk, 2013).

3.4 Nanoemulsi

Nanoemulsi didefinisikan sebagai partikel dengan ukuran 10-1000 nm.
Nanoemulsi digunakan dalam penghantaran obat didalam matriks, dengan tujuan
untuk memperbaiki kelarutan zat aktif yang sikar larut, memperbaiki
bioavailabilitas yang buruk, memperbaiki sistem penghantaran obat sehingga dapat
menuju daerah yang spesifik, meningkatkan stabilitas zat aktif dari degradasi
lingkungan (penguraian enzimatis, oksidasi, dan hidrolisis), memperbaiki absorbsi
senyawa makromolekul (Mohanraj dan Chen., 2006). Nanoemulsi terbagi atas

nanokristal dan nanocarrier.
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Nanokristal adalah nanoemulsi yang terbentuk dari penggabungan molekul
yang membentuk Kkristal dari proses penyalutan tipis dengan surfaktan (Abdassah.,
2017). Proses pembuatan nanokristal diperlukan sedikit surfaktan untuk stabilisasi
permukaan karena gaya elektroststik sehingga mengurangi keracunan oleh bahan
tambahan (Rawat, dkk., 2006). Kelebihan nanokristal dapat menghantarkan obat
ke unit yang lebih kecil dalam tubuh, mengatasi resistensi, dan dapat
meningkatkann efisiensi penghantaran obat dengan meningkatkan daya larut
(Farug., 2018).

Nanocarrier adalah suatu sistem pembawa dengan ukuran nanometer. Jenis
nanocarrier diantaranya nanotube, nanoliposom, nanoemulsi berbasis polimer.
Nanotube adalah partikel dengan ukuran nano yang diatur berbentuk lembaran
dengan rongga ditengah dan berdinding ganda. Nanotube digunakan dalam sistem
penghantaran obat dalam gen karena bentuknya menyerupai asam nukleat
(Abdssah., 2017).

Nanoliposom adalah nanoemulsi yang terbentuk dengan konsentrat vesikel
lapis ganda yang terdapat cairan dengan dibungkuus membran yang terbuat dari
fosfolipid (Rawat, dkk., 2006). Liposom memiliki kelebihan dapat meningkatkan
efikasi dan indeks terapi serta dapat meningkatkan stabilitas. Hal ini disebabkan
karena liposom lebih mudah berinteraksi dengan membran sel bakteri. Sifat fisik
dari nanoliposom dapat dipengaruhi oleh kecepatan pencampuran, durasi dan suhu
pencmpuran (Rini, dkk., 2016).

Nanoemulsi merupakan sediaan disperse transparan dari minyak dan air
yang distabilisasi oleh molekul surfaktan dan ko-surfaktan Nanoemulsi berbasis
polimer terbentuk dengan polimer sebagai matriksnya. Polimer adalah rantai
berulang dari suatu monomer. Polimer meiliki sifat kimia yang khas, umumnya
dengan adanya gugus fungsi spesifik yang dapat berinteraksi secara spesifik
(Martien, dkk., 2012). Nanokapsul merupakan nanoemulsi yang terbentuk dengan
proses penyalutan dalam bentuk nanometer (Mohanraj, dkk., 2006). Nanokapsul
dapat dibuat dengan proses gelasi ionik menggunakan pengadukan mekanik.

Polimer yang dapat digunakan dalam pembuatan nanoemulsi meliputi polisakarida,
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poliakrilamid, polikaprolakton, protein, polipeptida, dan poliglikolid. Polisakarida
merupakan polimer yang populer dimanfaatkan sebagai sebagai penghantar obat.
3.5 Material Pembawa Nanoemulsi
3.5.1 Kitosan

Kitosan adalah polisakarida alami yang diperoleh dari proses desetilasi
senyawa kitin dengan rumus molekul CeHgNOs atau poli (B-(1,4)-2amino-2deoksi-
D-Glukopiranosa). Kitosan merupakan padatan berwarna putih yang tidak larut
dalam larutan alkali, air, namun larut dalam asam. Kitosan memiliki viskositas dan
berat molekul yang tinggi. Kitosan memiliki sifat kationik dalam lingkungan asam
karena adanya gugus amina yang dapat terprotonasi oleh H* dari asam. yang dapat
berinteraksi dengan polimer anionic membentuk kompleks polielektrolit (KPE).
Pembentkan kompleks antara kitosan dengan polimer anionic memiliki
kemampuan untuk menghambat pelepasan obat, sehingga Kkitosan dapat
dimanfaatkan dalam sistem pembawa dan pelepasan obat (Sagita, dkk., 2010).

Kitin dapat diperoleh dari cangkang serangga atau Kkrustasea seperti
kepiting, dan udang Kitosan bersifat biodegradable, biocompatible, dan tidak
beracun (Vishwakarma, dkk., 2019). Kitin di peroleh dengan 3 tahap yaitu
demineralisasi, deproteinasi, dan depigmentasi. Proses deproteinasi adalah proses
penghilangan protein dengan basa kuat. Demineralisasi merupakan proses
penghilangan kandungan mineral menggunakan asam. Tahap depigmentasi adalah
proses penghilangan warna setelah proses demineralisasi. Hasil dari proses
depigmentasi disebut kitin. Selanjutnya dilakuakn proses deasetilasi kitin menjadi
kitosan dengan basa kuat yang betujuan memutus ikatan antara gugus asetil (-
COCHs3) sehingga berubah menjadi gugus amina (-NH>) (Harjanti., 2014). Reaksi
pembentukan kitosan dari kitin ditampilkan pada Gambar 4.
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Gamabar 4. Reaksi pembentukan kitosan dari kitin
Sumber: (Suhardi., 1993) dalam (Harjanti., 2014).

Kitosan yang dihasilkan dikarakterisasi untuk mengetahui mutu kitosan.
Karakterisasi mutu kitosan dilakukan meliputi kadar air, kelarutan dalam asam
asetat 2%, derajat deasetilasi, tekstur, dan warna. Derajat deasetilasi (DD) adalah
parameter yang menunjukkan gugus asetil yang dapat dihilangkan dari Kitin.
Derajat deasetilasi ditentukan menggunakan spektroskopi FTIR. Metode yang
dapat digunakan adalah based line (garis dasar). Metode based line menurut
Domszy dan Roberts dengan mencatat puncak tertinggi dan mengukur pita dasar
yang dipilih (Bahri, dkk., 2015). Rumus perhitungan DD adalah:

DD = 100 — [(Amida)X 100]

1,33

Amina
Keterangan: Amida adalah absorbansi pada gugus amida (bilangan gelombang

1655 cm™), Amina adalah absorbansi pada gugus amina (bilangan gelombang

Amida .
— untuk kitosan pada
Amina

3500-3200 cm™t), faktor 1,33 adalah nilai perbandingan

proses deasetilasi sempurna (100%).

Kitosan sebagai material nano memiliki aktivitas biologi seperti
antioksidan, antibakteri, antihiperglikemik, antifungal, antikanker, dan
antimalarial. Aktivitas antibanteri kitosan pada bakteri gram negatif dengan cara
memblokir aliran nutrisi pada bakteri yang menyebabkan kematian sel (Damayanti,
dkk., 2016). Aktivitas antibakteri kitosan dipengaruhi oleh berat molekul dan
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derajat deasetilasi. Berat molekul dan derajat deasetilasi yang lebih besar
menunjukkan aktifitas yang besar. Kitosan memiliki gugus fungsi amina (-NHy)
dengan muatan positif yang mampu berikatan dengan dengan dinding sel bakteri
yang bermuatan negatif. Interaksi ini akan mengganggu aktivitas mikroba (Killay.,
2013).

3.5.2 Natrium Tripolifosfat
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Gambar 5. Struktur kimia natrium tripolifosfat.

Natrium Tripolifosfat (STPP) merupakan senyawa anorganik dengan
bentuk buturan-butiran halus berwarna putih. Senyawa ini memiliki rumus molekul
NasP3010, mudah larut dalam air, sukar larut dalam methanol, tidak larut dalam
etanol, dietil eter, dan n-oktanol. Natrium tripolifosfat memiliki sifat sebagai anion
multivalent yang dapat membentuk ikatan silang (crosslink). Natrium tripolifosfat
sebagai agen taut silang penggunaannya dapat mudah di kontrol dengan mengatur
pH larutan dan rasionya (Astriyani., 2011).

Natrium tripolifosfat banyak digunakan sebagai bahan tambah makanan
yang berperan untuk meningkatkan tekstur dan sebagai bahan pengawet. Senyawa
ini bersifat tidak beracun, dapat terdegradasi secara kimia dan enzimatik yang telah
di setujui oleh Food and Drug Administration, US Amerika (Husniati, dan Eka.,
2014). Selain itu STPP memiliki toksisitas yang rendah dengan nilai LDso setelah
pemberian oral > 1000 mg/kg BB, serta tidak dapat menimbulkan karsinogenik dan
mutagenik (Astriyani., 2011).

3.6 Ultrasonikasi

Sonikasi merupakan aplikasi penggunaan energi suara pada proses

pengadukan dengan tujuan yang bermacam-macam. Sonikasi dapat digunakan

untuk mempercapat proses pelarutan suatu materi dengan prinsip pemecahan reaksi
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intramolecular. Sonikasi menggunakan gelombang ultrasonik pada rentang 20
KHz-10 MHz. Gelombang ultrasonik merupakan gelombang longitudinal yang
tidak dapat didengar oleh telinga manusia karena memiliki frekuensi yang tingggi,
dapat merambat dalam media padat dan cair (Candani, dkk., 2018).

Iradiasi ultrasonik sangat berkaitan dengan kavitasi, yaitu pembentukan,
pertumbuhan, dan pemecahan gelembung dalam cairan. Kavitasi adalah proses
pembentukan gelembung-gelembung karena meningkatnya tekanan dari adanya
gelembung ultrasonik. Gelembung-gelembung ini bersifat tidak stabil dan mudah
pecah ketika gelembung tidak cukup lagi menyerap energi. Pecahnya gelembung
ini melibatkan energi yang besar dan menghasilkan efek panas (Sabathani, dkk.,
2018). Ultrasonik dengan intensitas tinggi dapat memberikan efek pada perubahan
fisika dan kimia yang luas karena memiliki energi yang cukup tinggi dapat
berikatan pada zat lain dalam waktu singkat dengan tekanan tinggi. Ketika
gelombang ultrasonik yang diberiak cukubesar maka regangan gelombang dapat
memecah ikatan molekul antar larutan. Gas gas terlarut dalam larutan akan
terperangkap akibat molekul larutan yang ikatannya terpecah ketika timbul rapatan
kembali. Akaibatnya dihasilkan bola- bola berongga yang dikenal efek kavitasi.
Gelembung ini memiliki diameter yang dapat membesar sehingga ukurannya
maksimum akan meletus menghasilkan energi panas. Efek ultrasonik ultrasonik
intensitas tinggi salah satunya emulsifikasi (Wahid., 2001).

Gelombang ultrasonik tidak secara langsung berinteraksi dengan molekul
molekul untuk menginduksi suatu perubahan kimia. Interaksi gelombang ultrasonik
dengan molekul terjadi melalui perantara media cairan. Gelombang ultrasonik yang
dihasilkan oleh tenaga listrik diterskan melalui media cair menuju medan yang
dituju melalui fenomena kavitasi yang menyebabkan terjadinya perubahan
temperature dan tekanan didalam cairan dimana reaksi terjadi (Kencana., 2009).
3.7 Karakterisasi Nanoemulsi

Karakterisasi nanoemulsi diperlukan untuk mengetahui sifat mekanik dari
perilaku nanoemulsi. Karakterisasi dilakukan untuk memperkirakan Kkinerja

nanoemulsi, pengembangan formulasi, dan mengatasi masalah dalam pembuatan
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(Abdassah., 2017). Karakterisasi nanoemulsi dapat dilakukan dengan analisis
ukuran dan distribusi ukuran, zeta potensial, morfologi nanoemulsi.
3.7.1 Particle size analyzer (PSA)

Pengukran distribusi dan ukuran partikel merupakan salah satu karakterisasi
dari nanoemulsi. Pengukuran distribusi dan ukuran partikel dengan PSA didasarka
pada prinsip metode Dynamic Light Scattering (DLS). Prinsip pengukuran Particle
size analyzer (PSA) adalah pendispersian partikel kedalam media cair, sehingga
partikel tidak saling beraglomerasi dan partikel terukur adalah single particle
(Silfia, dkk., 2018). Prinsip kerja alat didasarkan pada inetraksi cahaya dengan
partikel melalui difraksi, refleksi, absorpsi, dan refraksi. Sumber cahaya laser
dilewatkan pada sampel, kemudian cahaya yang dihamburkan anak ditangkap oleh
detector karena gerak Brown partikel koloid. Gerak brown yang terjadi pada
partikel zat cair akan mengalami tumbukan satu sama lain maupun tumbukan
dengan dinding ruang. Pengukuran PSA berdasarkan difraksi laser dimana partikel
akan dihamburkan oleh cahaya pada sudut yang berbeda. Partikel dengan ukuran
yang besar dengan sudut kecil sedangkan partikel dengan ukuran kecil akan
dihamburkan pada sudut besar (Muchtar, dkk., 2015). Skema DLS ditampilkan
pada Gambar 6.
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Gambar 6. Skema DLS untuk mendeteksi hamburan balik
(Sumber: Malm, dan Jason., 2019)

Parameter yang digunakan untuk menilai tingkat keseragaman ukuran
partikel adalah nilai indeks polidispersitas (PI) dari distribusi ukuran partikel, dan
parameter untuk menentukan stabilitas adalah nilai potensial zeta (Mardliyati, dkk.,
2012). Indeks polidispersitas merupakann ukuran lebarnya distribusi ukuran

partikel yang menunjukkan penyebaran distribusi ukuran partikel (Silfia, dkk.,
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2018). Nilai indeks polidispersitas berada diantara rentang 0-1, dimana nilai Pl
yang mendekati 0 menunjukkan distribusi partikel yang homogen atau seragam
sedangkan nilai indeks polidispersitas >0,5 menunjukkan heterogenitas yang tinggi.

Zeta potensial adalah tegangan elektrostatik yang terjadi pada bidang
permukaan partikel akibat interaksi antar muatan pada permukaan partikel atau
dengan lingkungan medium partikel (Mujamilah, dkk., 2013). Nilai zeta potensial
digunakan untuk mengkarakterisasi sifat muatan permukaan partikel yang berkaitan
dengan interaksi elektrostatik nanoemulsi (Taurina, dkk., 2017). Nanoemulsi
dengan nilai zeta potensial lebih kecil dari -30 mv dan lebih besar dari +30 mv
memiliki stabilitas yang lebih baik (Murdock, dkk., 2008), karena muatan partikel
dapat mencegah agregasi. Sistem nanoemulsi yang memiliki nilai zeta potensial
yang lebih rendah akan mudah membentuk agregat karena adanya ikatan VVan Der
Waals.
3.7.2 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer Uv-Vis merupakan suatu alat yang digunakan untuk
mengukur serapan yang dihasilkan dari interaksi kimia antara radiasi
elektromagnetik dengan molekul atom dari suatu zat kimia pada daerah Uv-Vis
(Sari, dkk., 2017). Spektrofotometer Uv-Vis merupakan suatu teknik pengukuran
yang di dasarkan pada Hukum Lamber-Beer. Prinsip kerja spektrofotometer adalah
seberkas sinar yang dilewatkan pada suatu larutan pada panjang gelombang
tertentu, menyebabkan sebagian sinar tersebut ada yang diteruskan dan sebagian
yang lain diserap oleh larutan. Besarnya sinar (A) berbanding lurus dengan
konsentrasi suatu zat (C) dan jarak yang ditempuh sinar (a) dalam larutan (b)
(Warono, dkk., 2013).

A=ab.c
Keterangan
A : Serapan (absorbansi)
c : Konsentrasi (M)
a : koefisiensi ekstinsing molar (M-1 cm-1)

b : Tebal kuvet (cm)
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Pada Spektrofotometer Uv-Vis sampel yang diukur dalam bentuk larutan.
Analit yang dapat diukur adalah analit berwarna atau yang dapat dibuat warna.
Analit berwarna adalah analit yang memiliki sifat menyarap cahaya secara alami,
sedangkan analit yang dibuat berwarna adalah analit yang tidak berwarna sehingga
harus ditambahkan zat tertentu untuk membentuk senyawa yang dapat menyerap
cahaya pada panjang gelombang yang spesifik. Pembentukan warana untuk analit
yang tidak berwarna dapat dilakukan dengan cara membentuk senyawa kompleks
atau dioksidasi sehingga analit menjadi berwarna (Warono, dkk., 2013). Ketika
suatu molekul menyerap cahaya pada energi yang sesuai menyebabkan
tereksitasinya electron valensi dari orbital molekul terisi tertinggi (HOMO) ke
orbital molekul kosong terendah (LUMO). Terjadinya eksitasi electron disebabkan
adanya gugus kromofor. Gugus kromofor adalah gugus fungsional tidak jenuh yang
memberikan serapan pada daerah ultraviolet dan daerah visible (Sari, dkk., 2017).

Spektrofotometer Uv-Vis ini terdiri dari dua jenis yaitu single beam dan
double beam. Perbedaan pada kedua jenis alat ini adalah berkas sinar dan
pengukuran nya. Pengukuran dengan spektrofotometer double beam dapat
dilakukan secara bersamaan antara blanko dengan sampel. Sedangkan pengukuran
dengan spektrofotometer single beam tidak dapat dilakukan secara bersamaan
antara blanko dengan sampel. Secara umum spektrofotometer Uv-Vis terdiri dari
sumber radiasi, monokromator, sel, foto sel, detector. Bagian alat spektrofotometer

Uv-Vis ditampilkan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Bagan alat spektrofotometer Uv-Vis
(Sumber: Warono, dkk., 2013)
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Sumber radiasi berfungsi untuk memberikan energi radiasi pada daerah
panjang gelombang. Sumber radiasi yang digunakan pada alat spektrofotometer
Uv-Vis adalah lampu hidrogen atau deuterium dan lampu filament. Lampu
deuterium digunakan untuk mendapatkan energi radiasi pada daerah ultraviolet
sampai 350 nm. Lampu filameen digunkan untuk mendapatkan energi radiasi pada
daerah sinar tampak (Warono, dkk., 2013). Kuvet harus terbuat dari bahan yang
tidak menyerap energi radiasi pada daerah yang digunakan. Fotosel berfungsi
untuk menangkap cahaya yang diteruskan dan mengubahnya menjadi energi listrik

yang kemudian disampaikan oleh detector.

3.8 Bakteri Klebsiella pneumonia

Bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan salah satu bakteri patogen yang
menyebabkan infeksi pada manusia. Bakteri Klebsiella pneumonia dapat ditemukan
pada lapisan mukosa mamalia, terutama paru-paru, serta memiliki penyebaran yang
cepat dengan gejala awal pendarahan serta penebalan lapisan mukosa organ
(Elfidasari, dkk., 2013). Bakteri ini dapat menyebabkan infeksi pada saluran
kemih, pernapasan bawah, infeksi aliran darah dan terjadinya bacteremia pada
manusia yang memiliki daya tahan tubuh yang rendah. Morfologi bakteri Klebsiella

pneumoniae ditampilkan pada Gambar 8.

Gambar 8. Morfologi bakteri Klebsiella pneumoniae
(Sumber: Elfidasari, dkk., 2013)
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Berikut adalah klasifikasi dari bakteri Klebsiella pneumoniae (Ghazlina,

2019).

Dominan : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Klebsiella

Species : Klebsiella pneumoniae

Bakteri Klebsiella pneumonia merupakan bakteri gram negatif berbentuk
batang pendek, memiliki ukuran 2,0-3,0 um, memiliki kapsul tetapi tidak memiliki
spora, ddan tidak berflagela. Berdasarkan kebutuhan oksigen Klebsiella
pneumoniae termasuk bakteri fakultatif anaerob. Selain itu memiliki pertumbuhan
pada mucoid, dan tidak motil (Tarina, dkk., 2017). Dinding sel bakteri gram negatif
memiliki susunan yang lebih rumit, terususn atas lapisan terluar berupa lipoprotein,
lapisan tengah berupa fosfolipid, dan lapisan dalam berupa lipopolisakarida
(Chamidah, dkk., 2019). Telah dilaporkan Tsai, dkk., (2011) bahwa protein
membran terluar Klebsiella pneumoniae terdiri dari 3 porin yaitu OmpKa35,
OmpK36, dan OmpK 37. Porin OmpK35 dan OmpK36 berperan penting dalam
penetrasi antibiotik ke dalam sel. Penyusun dinding sel bakteri Klebsiella

pneumoniae ditampilkan pada Gambar 9.

O-antigen
Core
Lipid A Porin

'. Quter membrane
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Inner membrane

Gambar 9. Penyusun dinding sel bakteri Klebsiella pneumoniae
(Sumber: Doorduijn, dkk., 2016)
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Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen Multidrug Resistance
(MDR). MDR Klebsiella pneumoniae merupakan resitensi bakteri terhadap
minimal satu dari tiga lebih dari golongan antibiotik (Khasanah, dkk., 2019)..
bakteri yang menghasilkan Enzim Extended Spectrum Beta Lactamse (ESBL).
Enzim ESBL dapat merusak cincin Beta Lactam dari antibiotik dan menimbulkan
resistensi antibiotik (Lubis, dkk., 2016). Resistensi dapat terjadi ketika bakteri
mengubah struktur binding protein menghasilkan enzim metallo-beta-laktamse
yang mengubah permeabilitas membran bakteri akibat hilangnya spesifitas outer
membran porin (Afifah, dkk., 2017).

Selain itu resistensi terjadi akibat adanya gen resisten. Gen resisten bakteri
dihasilkan melalui mutasi DNA yang terjadi pada plasmid. Plasmid bereplikasi
dalam sel inang dan di transfer ke sel bakteri yang lain. Gen resistensi dapat
melakukan coding protein transport membran untuk mencegah antibiotik memasuki
sel bakteri atau melakukan pemompaan untuk mengeluarkan antibiotik saat
memasuki sel bakteri sehingga mencegah kontak dengan target. Pemompaan
antibiotik dari sitoplasma menyebabkan konsentrasi senyawa antibiotik terlalu
rendah sehingga menjadi tidak efektif (Pratiwi., 2017).

3.8.1 Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri secara in vitro dapat dilakukan dengan metode
difusi dan metode dilusi. Metode difusi (Diffusion Test) berfungsi menentukan daya
hambat dari bahan antibakteri. Uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi dapat
dilakukan dengan metode disk, dan sumuran. Metode sumuran dilakukan dengan
membuat lubang pada media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah
lubang disesuaikan dengan penelitian, dimana setiap lubang dimasukkan senyawa
uji (Retnaningsih, dkk., 2019). Kelebihan metode sumuran adalah kemudahan
dalam pengukuran zona hambat karena isolat bakteri tidak hanya dipermukaan
tetapi sampai ke dasar media. Kelebihan metode disk adalah dapat dilakukan
pengujian lebih banyak dalam satu kali uji, tidak merusak media dan tidak perlu
tenaga yang lebih banyak. Kekurangan dari kedua metode ini tidak diketahui secara

pasti penghambatan bakterisid atau bakteriostatik. Hal ini dipengaruhi oleh factor-
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faktor seperti ketebalan media, macam media, inokulum, laju difusi bahan
antibakteri (Haryati, dkk., 2017).

Metode dilusi (Dillution Test) berfungsi mengetahui MIC (Minimum
Inhibitory Concentration) yang merupakan konsentrasi terendah suatu bahan
antibakteri dapat menghambat pertumbuhan dan MBC (Minimum Bactericidal
Concentration) merupakan konsentrasi terendah bahan antibakteri dapat
membunuh bakteri (Rinawati., 2011). Uji aktivitas dengan metode dilusi dapat
dilakukan dengan broth dilution dan solid dilution. perbedaan dari metode dilusi
dan difusi terlektak pada metode ujinya dimana metode difusi menggunakan
medium padat dan metode dilusi menggunakan medium cair.

Menurut Davis dan Stout., (1971) dalam Fitriah, dkk., (2017) daya hambat
dikelompokkan menjadi 4 yaitu sangat kuat bila zona hambat > 20 mm, kuat 10-20
mm, sedang 5-10 mm, dan lemah <5 mm. Faktor-faktor yang mempengaruhi
ukuran daerah penghambatan adalah sensitivitas mikroorganisme, medium kultur,
kondisi inkubasi, dan kecepatan difusi agar. Fakror- faktor yang mempengaruhi
kecepatan difusi agar adalah konsentrasi mikroorganisme, komposisi media, suhu
inkubasi dan waktu inkubasi (Schlegel dan Schmidt., 1994) dalam (Siregar, dkk.,
2012).

3.8.2 Antibiotik

Antibiotik berdasarkan penghambatannya terbagi menjadi dua tipe, yaitu
antibiotik bakteriostatik dan antibiotik bakteriosidal. Antibiotik bakteriostatik
memiliki aktivitas menghambat perkembangan, sedangkan antibiotik bakteriosidal
memiliki aktivitas membunuh bakteri dengan menghambat pembentukan dinding
sel baktei dan bersifat racun bagi sel (Pratiwi., 2017). Berdasarkan mekanisme
kerjanya antibiotik dikelompokkan sebagai berikut: Stringer., (2006) dalam
Pratiwi., (2017).

a. menghambat sintesis dinding sel bakteri dengan cara memecah enzim
dinding sel dan menghambat enzim dalam dinding sel. Antibiotik yang
termasuk dalam golongan ini adalah golongan beta-laktam seperti, penisilin,

sefalosporin, karapenem, vancomysin, dll.
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b. Menghambat sintesis protein dengan cara mengganggu sintesis protein
tanpa mengganggu selsel normal. Antibiotik yang termasuk dalam golongan
ini antara lain tetrasiklin, streptogamin, kloramfenikol, dll.

c. Mengubah permeabilitas membran dengan cara menghilangkan substansi
seluler sehingga sel menjadi lisis. Antibiotik yang termasuk golongan ini
adalah polimiksin, nystatin, kolistin, dll.

Dalam penelitian ini digunakan antibiotik ampisilin dan eritromisin sebagai
control positif dalam uji antibakteri. Eritromisin merupakan antibiotik golongan
makrolid yang memiliki cincin lakton dalam rumus molekulnya. Eritromisin
memiliki mekanisme penghambatan dengan menghambat sintesis protein melalui
pengikatan reversible pada ribosom sub unit 50S dan tempat ikatannya pada 23S
rRNA. Menurut Setiabudy (2007) eritromisin akan menghambat translokasi
kompleks t-RNA-peptida dari asam amino ke peptida. Akibatnya, rantai polipeptida
tidak dapat diperpanjang karena asam amino tldak dapat menerima kompleks
tRNA-asam amino yang baru. Eritromisin bersifat bakteriostatik, dan terkadang
bersifat bakterisidal untuk bakteri yang sanga sensitif. Baharutan, dkk., (2015)
melakukan uji kepekaan bakteri yang diisolasi dari sputum pasien penderita
bronkitis terhadap antibiotik ampicillin, eritromisin, dan ciprofloxacin hasil idolasi
bakteri dari sputum diperoleh bakteri Salmonella, Escherichia coli, Bacillus sp,
Bacteroides gracilis, dan Klebsiella pneumoniae. Uji kepekaan eritromisin
menunjukkan penghambatan yang intermediet sebesar 62,5% untuk bakteri
Salmonella, Escherichia coli, Bacillus sp, dan Klebsiella pneumoniae. Kepekaan
intermediet merupakan hasil kepekaan antibiotik yang menunjukkan zona tengah
antara sensitif dan resisten terhadap antibiotik, serta dapat digunakan dengan
meningkatkan dosis terapi.

Ampicillin  merupakan antibiotik golongan penisilin yang memiliki
spectrum luas, dan tahan asam tetapi tidak tahan terhadap enzim penisilinase.
Ampicillin memiliki mekanisme aksi penghambat sintesis dinding sel bakteri
dengan mengikat satu atau lebih ikatan penisilin-protein, sehingga menghambat
tahap akhir transpeptidase sintesis peptidoglikan. Akibat penghambatan ini
biosintesis dinding sel bakteri terhambat dan sel menjadi lisis (Kurniawati., 2015).
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Baharutan, dkk., (2015) melakukan uji kepekaan bakteri yang diisolasi dari sputum
pasien penderita bronkitis terhadap antibiotik ampicillin, eritromisin, dan
ciprofloxacin hasil idolasi bakteri dari sputum diperoleh bakteri Salmonella,
Escherichia coli, Bacillus sp, Bacteroides gracilis, dan Klebsiella pneumoniae.
Hasil uji kepekaan antibiotik ampicillin menunjukkan hasil resisten. Mekanisme
resistensi antibiotik ampicillin terhadap bakteri gram negatif dan gram positif
dengan dengan menghasilkan enzim beta-laktamse. Enzim beta-laktamse
merupakan enzim yang dapat membuka cincin betalaktam dari antibiotik. Bakteri
Klebsiella pneumoniae mengandung plasmid dengan gen extended spectrum beta-
lactamse (ESBL). Enzim yang beta-laktamse yang dihasilkan bakteri Klebsiella
pneumoniae menyebabkan resistensinya terhadap ampicillin (Baharudin, dkk.,
2015).

3.9 Inhalasi

Inhalasi adalah proses pengobatan dengan cara mengirup obat agar obat
langsung dapat masuk menuju paru-paru sebagai organ sasaran. Inhalasi memiliki
tiga sistem penghantaran obat yaitu Nebulizer, MDI (Metered Dose Inhaler), dan
DPI (Dry Powder Inhaler). Proses penghantaran ini didasarkan pada mekanisme
deposisi partikel pada saluran pernapasan yang terdiri dari inersial, sedimentasi, dan
difusi gerak brown (Hutauru dan Anggraeni., 2016).

1. Nebulizer

Nebulizer adalah penghantaran obat dengan melarutkan atau disuspensikan ke
dalam pelarut menjadi bentuk gas atau aerosol. Aerosol adalah disperse suatu obat
berupa cairan atau zat padat dalam suatu gas. Nebulizer ditujukan untuk anak-anak
dan lansia yang kesulitan menggunakan MDI dan DPI (Rohmatillah., 2015).

2. MDI (Metered Dose Inhaler)

Metered Dose Inhaler (MDI) adalah penghantaran dengan dosis terukur yang
disemprotkan dalam bentuk gas ke dalam mulut dan dihirup. MDI mengasilkan
kabut halus dari obat dengan ukuran < 5u. MDI menggunakan propelan saat
penyemprotan dan menggunakan spacer. Penggunaan MDI memiliki teknik khusus

dimana diperlukan koordinasi antara tangan yang menekan alat MDI dengan organ
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yang menghirup obat. Cara penggunaan yang salah dapat mempengaruhi hasil
Klinis terapi (Rohmatillah., 2015).

3. DPI (Dry Powder Inhaler)

Dry Powder Inhaler (DPI) merupakan inhaler serbuk kering yang dihantarkan
secara local melalui paru-paru. Inhaler jenis ini tidak mengandung propelan
sehingga bersifat lebih ramah lingkungan. DPI diperlukan hirupan yang cukup kuat
agar obat dapat masuk kedalam saluran pernapasan, bergantung pada teknik dan

kemampuan pasien dalam menghirup udara (Rohmatillah., 2015).



BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain tabung reaksi (iwaki),
gelas Beaker 250 ml (pyrex), gelas Beaker 100 ml (pyrex), gelas Beaker 50 ml
(pyrex), neraca analitik (Ohaus), rotary vacuum evaporator (Buchni R-200),
Hotplate magnetic stirrer (Cimarec), spatula, pipet ukur 10 ml (Iwaki), propipet,
kompor pemanas, bunsen, gelas ukur 100 ml (lwaki), Laminar Air Flow (ESCO),
lemari es (Samsung RT22FARBDSA), pengaduk gelas batang, pipet tetes, spatula,
oven (Memmert), autoklaf (Hirayama Hiclave hve-50), incubator (Memmert),
jarum ose, pinset, standar Mc Farlan 108 CFU, vortex (Heidolph), cawan petri
(Labware-Charuzu), corong gelas, rak tabung reaksi, seperangkat alat
spektrofotometer Uv-Vis (UH5300), seperangkat alat particle size analyzer
(HORIBA SZ-100), seperangkat alat colony counter (SCAN 500), ultrasonik
homogenizer (300 V/T).

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu lengkuas merah, ethanol
96% teknis, kertas saring, asam klorida pekat (Merck), akuades, natrium
tripolyphosphate teknis, reagen Dragendroff, reagen Libermann-Burchard, serbuk
Mg, FeCls, kloroform (Merck), asam tanat, natrium karbonat (Merck), reagen folin,
asam asetat (Merck), kitosan, plastic wrap (Bagus), media Mueller-Hinton Agar
(OXOID), kapas, paper disk (OXOID), antibiotik eritromisin (OXOID), antibiotik
ampicillin (OXOID), cotton swab steril (ONEMED), natrium klorida steril, pH
universal.
4.2 Sampel dan Teknik Pengambilan

Sampel lengkuas merah yang digunakan didapatkan dari Pasar Bringharjo
Yogyakarta, dan diidentifikasi di Laboratorium Biofarma Universitas Gajah Mada.
Sampel lengkuas merah yang digunakan dalam penelitian adalah bagian rimpang.
4.3 Cara Kerja Penelitian
4.3.1 Pembuatan Bubuk Simplisia

Lengkuas merah segar dicuci bersih kemudian dipotong-potong Kkecil.

Selanjutnya dioven pada suhu 35 °C berfungsi untuk menguapkan air dan
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kelembapan. Selanjutnya dihaluskan dengan blender untuk memperbesar luas

permukaan.
4.3.2 Ekstraksi Lengkuas Merah

Ekstrak lengkuas merah dibuat dengan variasi volume pelarut dan waktu
maserasi. Variasi volume pelarut dilakukan dengan menimbang 100 g serbuk
lengkuas merah ditambahkan dengan pelarut etanol 96% dengan variasi volume
etanol sebanyak 400 mL, 500 mL, 600 mL, 700 mL, 800 ml, dan 900 ml selama 24
jam dengan disertai pengadukan dengan rotary shaker dengan kecepatan putaran
190 rpm. Variasi waktu maserasi dilakukan dengan menimbang 100 g serbuk
lengkuas merah ditambahkan etanol 96% sebanyak 600 mL, dan dilakukan
maserasi selama 6 jam, 12 jam, 18 jam, 24 dan 30 jam dengan disertai pengadukan
rotary shaker dengan kecepatan putaran 190 rpm. Hasil maserasi disaring
menggunakan kertas saring sampai didapatkan ekstrak cair yang bebas ampas.
Ekstrak cair dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 80 °C dan ditimbang
ekstrak kental sampai beratnya konstan. Ekstrak yang dihasilkan dicampurkan
untuk uji kualitatif dan kuantitatif. Kemudian dihitung % rendemen produk dengan

rumus:

Berat akhir sampel (g)

% Rendemen = x 100%

Berat awal sampel (g)

4.3.3 Sintesis nanoemulsi ekstrak lengkuas merah

Sebanyak 0,1 g kitosan ditimbang dan dilarutkan kedalam 100 mL asam
asetat 1% kemudian dihomogenkan dengan pengaduk magnet pada suhu ruang
selama semalam. Larutan kitosan disaring dengan kertas saring untuk
menghilangkan sisa partikel kitosan yang tidak larut. Larutan NaTPP 0,1% dibuat
dengan menimbang 0,1 g NaTPP dilarutkan dalam 100 mL akuadest. Larutan
NaTPP disaring dengan kertas saring untuk menghilangkan sisa partikel yang tidak
larut. Larutan stok ektrak dibuat dengan konsentrasi 12,5%. Larutan ekstrak
ditambahkan ke dalam larutan NaTPP secara tetes demi tetes sambil dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam. Larutan TPP/Ekstrak ditambahkan ke

dalam larutan kitosan 0,1% tetes demi tetes sehingga terbentuk suspensi
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nanoemulsi. Pengadukan terus dilanjutkan menggunakan magnetic stirrer selama 1
jam agar crosslinking berlangsung sempurna. Selanjutnya proses sonikasi

dilakukan untuk menghomogenkan campuran selama 10 menit.
4.3.4 Karakterisasi Nanoemulsi

Karakterisasi nanoemulsi dilakukan untuk mengetahui karakter nanoemulsi
yang dihasilkan. Karakterisasi nanoemulsi dilakukan dengan instrumentasi particle
size analyzer dengan teknik Dynamic light scattering (DLS). Parameter yang

dianalisis meliputi diameter partikel rerata (ZAve), dan indeks polidispersitas (PI).
4.3.5 Uji Stabilitas Nanoemulsi

Uji stabilitas nanoemulsi dilakukan dengan menyimpan nanoemulsi ekstrak
lengkuas merah dalam wadah tertutup kemudian diletakkan pada 2 variasi suhu,
yaitu 6, dan 30 °C. Pengujian stabilitas nanoemulsi dilakukan pada dengan rentang
waktu 0, 1, 2, 3, 4 minggu dengan parameter pengamatan fisik berupa homogenitas,
bau, dan pH.

4.3.6 Uji antibakteri nanoemulsi lengkuas merah
1. Sterilisasi alat

Sterilisasi alat dilakukan sebelum semua alat digunakan, yaitu dengan cara
membungkus semual alat dengan alumunium foil kemudian dimasukkan kedalam
autoklaf dengan suhu 121 °C selama 2 jam.

2. Pembuatan media dasar

Media Mueller-Hinton Agar (MHA) ditimbang sebanyak 7,6 g dilarutkan
dalam 200 mL akuadest panas dalam Erlenmeyer dan dihomogenkan. Media yang
sudah homogen disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 2 jam.
Selanjutnya dituangkan dalam cawan petri di dalam laminar air flow dan dibiarkan
memadat.

3. Regenerasi bakteri

Media miring disiapkan dalam tabung reaksi. Biakan bakteri digoreskan ke

media agar miring. Kultur bakteri pada masing-masing media agar miring dan

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam didalam inkubator.
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4. Suspensibakteri

Suspensi bakteri dilakukan dengan uji yang telah di regenerasikan, diambil
satu ose kemudian disuspensikan ke dalam tabung reaksi yang berisi 5 ml larutan
NaCl steril 0,9%. Suspensi yang terbentuk samakan kekeruhannya dengan larutan
standar Mc Farland 0.5 yaitu 1,5 x 108 CFU/mL.
5. Pembuatan larutan kontrol positif dan kontrol negatif

Kontrol positif digunakan adalah antibiotik eritromisin dan ampisilin dalam
bentuk strip. Kontrol negatif yang digunakan adalah larutan kitosan 0,1% dan
larutan matriks penyalut. Larutan penyalut dibuat dengan cara mempipet 5 ml
larutan kitosan 0,1% dan ditambahkkan tarutan NaTPP 0,1% secara tetes demi tetes
kemudian, dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer selama 2 jam.
6. Uji efektivitas

Media MHA yang telah padat dioleskan suspensi bakteri menggunakan
cotton swab steril diseluruh permukaan media. Kertas cakram ukuran 6 mm
direndam di dalam larutan uji dan diletakkan diatas media menggunakan pinset
steril. Selanjutnya semua cawan petri diinkubasi dalam incubator pada suhu 37 °C
selama 24 jam.
7. Pengukuran dan penetapan zona hambat

Pengamatan dilakukan setelah 1 x 24 jam masa inkubasi. Zona bening
merupakan kepekaan mikroba terhadap bahan antimikroba yang digunakan sebagai
bahan uji yang dinyatakan dengan lebar diameter zona hambat. Diameter zona
hambat diukur dengan jangka sorong, kemudian dikategorikan zona hambatnya
berdasarkan kekuatan daya antibakteri.
4.3.7 Skrining Fitokimia

1. Uji Alkaloid

Identifikasi senyawa alkaloid menggunakan pereaksi Dragendroff.
Sebanyak 0,1 g ekstrak dimasukkan dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 ml
akuades. Kemudian ditambahkan HCL 2 N sebanyak 2 ml dan dipanaskan selama

5 menit. Disaring dan filtrate yang diperoleh ditambahkan 3 tetes pereaksi
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Dragendroff. Adanya senyawa alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan
berwarna jingga atau oranye.
2. Uji Flavonoid

Sebanyak 0,1 g ekstrak dimasukkan dalam tabung reaksi dan dilarutkan
dengan 2 ml etanol. Selanjutnya ditambahkan serbuk Mg dan HCI pekat sebanyak
5 tetes. Adanya senyawa flavonoid ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah
atau jingga.
3. Uji Saponin

Sebanyak 0,1 g ekstrak lengkuas merah ditambahkan dengan 5 mL aquades
panas lalu didinginkan. Setelah itu campuran dikocok sampai muncul buih dan
didiamkan selama 2 menit. Selanjutnya campuran ditambahkan dengan 2 tetes HCI
2 N dan dikocok lagi sampai terbentuk buih yang mantap selama 10 menit.
Terbentuknya buih tersebut sebagai indikator reaksi positif adanya saponin.
4. Uji Tannin

Sebanyak 0,1 g ekstrak lengkuas merah ditambahkan dengan 5 mL etanol
absolut kemudian ditambahkan 3-4 tetes dengan FeClz 1%. Jika terbentuk warna

biru kehitaman menunjukkan reaksi positif adanya tannin.

5. Uji Steroid

Identifikasi steroid dilakukan dengan penambahan pereaksi Libermann-
Burchard. Sebanyak 0,1 g ekstrak lengkuas merah dilarutkan dalam 2 ml kloroform.
Kemudian ditambahkan 3-4 tetes reagen Libermann-Burchard. Adanya senyawa
steroid ditandai dengan terbentuknya warna hujau kehitaman.
4.3.8 Uji Kuantitatif Kadar Tannin Ekstrak Lengkuas Merah
1. Pembuatan larutan standar asam tanat

Sebanyak 0,01 g asam tanat ditimbang dan dilarutkan dengan akuades
dalam gelas beker. Selanjutnya dimasukkan dalam labu ukur 100 ml dan
ditambahkan akuades sampai tanda batas. Dihasilkan larutan asam tanat 100 ppm.
Selanjutnya larutan standar 100 ppm dijadikan sebagai larutan standar dengan
konsentrasi 20, 40, 60, dan 80 ppm.
2. Pembuatan larutan Na2COs jenuh
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Pembuatan larutan Na>COz jenuh dilakukan dengan cara menimbang
sebanyak 3,5 g Na2COs. Kemudian, dilarutkan dengan akuades 10 ml dalam gelas
Beaker. Larutan dihomogenkan dengan pengadukan.

3. Pembuatan larutan ekstrak

Sebanyak 0,1 g ekstrak lengkuas merah ditimbang dan ditambahkan
akuades dalam gelas Beaker. Campuran dihomogenkan dengan magnetic stirrer
dengan pemanasan. Campuran disaring dan dimasukkan dalam labu ukur 100 ml.
Akuades ditambahkan sampai tanda batas. 10 ml larutan ekstrak dipipet kemudian
dimasukkan dalam labu ukur 100 ml dan ditera dengan akuadest sampai tanda batas.
4. Pembuatan larutan uji

Sebanyak 10 buah tabung reaksi disiapkan dan diberi label. 0,5 ml larutan
standar 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm dipipet kemudian dimasukkan tabung reaksi.
Sebanyak 0,5 ml larutan ekstrak dipipet dan dimasukkan dalam tabung reaksi. 7,5
ml akuadest dipipet kedalam masing-masing tabung reaksi. 0,5 ml larutan Na>CO3
jenuh dan 0,5 ml reagen folin ditambahkan ke dalam setiap tabung reaksi. Larutan
blanko dibuat dengan 8 ml akuadest kemudian ditambahkan 0,5 ml larutan Na2CO3
jenuh dan 0,5 ml pereaksi folin. Campuran dihomogenkan dan dilakukan inkubasi
di tempat yang tidak terkena cahaya selama 30 menit. Selanjutnya, pengukuran
dilakukan dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 700 nm. Hasil
pembacaan absorbansi yang diperoleh digunakan untuk pembutan kurva kalibrasi

terhadap konsentrasi dan dihitung kadar tannin total dalam sampel.



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas nanoemulsi
ekstrak lengkuas merah dalam menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella
pneumonia. Penelitian ini diawali dengan melakukan determinasi tanaman,
maserasi dengan variasi waktu dan perbandingan volume pelarut untuk
mendapatkan rendemen optimum, dilanjutkan dengan identifikasi senyawa aktif
yang terdapat dalam ekstrak lengkuas merah, sintesis dan karakterisasi nanoemulsi,
uji stabilitas nanoemulsi, dan uji aktivitas nanoemulsi ekstrak lengkuas merah
sebagai antibakteri Klebsiella pneumonia.
5.1 Determinasi tanaman

Tanaman lengkuas merah yang dalam penelitian ini dideterminasi di
laboratorium Biologi Farmasi Universitas Gadjah Mada. Determinasi tanaman
bertujuan untuk mencocokkan ciri-ciri morfologi yang ada pada tanaman yang akan
diteliti sehingga tidak terjadi kesalahan sampel tanaman untuk penelitian. Hasil
determinasi menyatakan bahwa tanaman tersebuat adalah tanaman lengkuas merah
dengan nama latin Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum dan suku Zingiberaceae.
Hasil determinasi tanaman dicantumkan dalam Lampiran 2.
5.2 Pembuatan Simplisia

Rimpang lengkuas merah segar yang didapatkan dicuci dan dikeringkan
untuk menghilangkan pengotor. Proses pengeringan dilakukan dengan mengoven
simplisia pada suhu 35 °C selama 48 jam. Proses ini berfungsi untuk mengurangi
kadar air dalam sampel agar dapat disimpan dalam waktu yang lama dan
menghentikan reaksi enzimatik sehingga simplisia tidak mudah berjamur.
Pengeringan simplisia dapat meningkatkan kemampuan penarikan senyawa
metabolit sekunder, dimana pada simplisia segar dinding selnya masih utuh
sehingga metabolit sekunder sulit melewati dinding sel sehingga proses ekstraksi
tidak berjalan optimal (Luliana, dkk., 2016). Proses selanjutnya yaitu penghalusan
simplisia yang bertujuan untuk meningkatkan luas permukaan simplisia sehingga
kontak antara simplisia dengan pelarut semakin besar, penetrasi pelarut dalam

membran sel semakin besar, dan meningkatkan proses ekstraksi.
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5.3 Ekstraksi Lengkuas Merah

Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen senyawa berdasarkan
kelarutannya. Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
maserasi karena relatif aman untuk bahan dan senyawa yang tidak tahan terhadap
pemanasan. Maserasi dilakukan dengan dengan merendam simplisia dalam pelarut.
Pada proses perendaman simplisia akan mengalami pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan didalam dan diluar sel, sehingga metabolit
sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut. Pelarut yang
mengalir kedalam sel akan menyebabkan propoplasma membengkak dan bahan
kandungan sel akan larut sesuai kelarutannya (Yulianingtyas, dkk., 2016). Pelarut
yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol 96%. Etanol dipilih sebagai
pelarut karena bersifat universal sehingga dapat mengekstrak lebih banyak zat aktif,
tidak beracun, dapat mencegah pertumbuhan kapang, kuman, dan suhu yang
digunakan untuk pemekatan lebih rendah. Etanol memiliki gugus polar (-OH) dan
gugus non-polar (C2Hs) sehingga dapat melarutkan senyawa polar dan non-polar.
Etanol merupakan pelarut organik yang bersifat polar dengan kosntanta dielektrik
bernilai 24 (Verdiana, dkk., 2018).

Maserasi dilakukan dengan pengadukan mengunakan rotary shaker pada
kecepatan 190 rpm. Pengadukan bertujuan untuk mempercepat kontak antara
simplisia dengan pelarut dan mempercepat kesetimbangan konsentrasi zat aktif
kedalam pelarut. Pengadukan akan meningkatkan penarikan zat terlatut dari
permukaan padatan ke pelarut (Ariyani, dkk., 2008). Warna larutan yang dihasikan
setelah proses maserasi adalah oranye pekat, yang menandakan proses maserasi
telah berlangsung. Maserat yang dihasilkan disaring menggunakan keras saring
untuk memisahkan residu padatannya. Filtrate yang dihasilkan dipekatkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 80 °C dan putaran 90 rpm. Filtrat
dipekatkan untuk menguapkan palarut sehinga didapatkan ekstrak kental. Rotary
evaporator bekerja bedasarkan penguapan pelarut dengan memanaskan ekstak di
bawah titik didihnya dan kondisi vakum yang menyebabkan proses penguapan
semakin cepat (Amaliah, dkk., 2019).
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Hasil dari proses maserasi mendapatkan ekstrak kental dengan karakteristik
berwarna coklat pekat, dan bau lengkuas yang tajam. Ekstrak kental yang
dihasilkan masing masing ditimbang dan dihitung nilai rendemnnya. Simanjuntak,
dkk., (2018) melaporkan ekstraksi rimpang lengkuas merah dengan pelarut etanol
96% selama 5 hari mendapatkan ekstrak kental sebanyak 36,3 g. Kondisi maserasi
sangat berpengaruh terhadap rendemen yang dihasilkan, oleh karena itu lama waktu
kontak dan rasio volume pelarut diamati dalam sub bab 5.3.1 dan 5.3.2. Data yang
didapat merupakan data pengulangan sebanyak 3 kali dan untuk melihat adanya
perbedaan rata-rata setiap perlakuan dilakukan uji ANOVA one-way. Sebelum
dilakukan uji ANOVA one way dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas
sebagai syarat dilakukannya uji ANOVA. Uji homogenitas dan normalitas berfungsi
untuk mengetahui data yang diperoleh telah terdistribusi normal dan homogen. Uji
normalitas menggunakan uji Shapiro-wilk dan homogenitas menggunakan uji
Lavene pada tingkat kepercayaan 95% menunjukkan nilai sig >0,05 yang berarti
data terdistribusi normal dan homogen.

5.3.1 Pengaruh variasi waktu kontak terhadap rendemen maserasi

Waktu maserasi akan mempengaruhi rendemen yang dihasilkan. Gambar 10

menunjukkan pengaruh waktu ekstraksi terhadap rendemen yang dihasilkan.
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Gambar 10. Grafik hubungan antara rendemen dengan waktu maserasi

Gambar 10 menunjukkan bahwa nilai rata-rata rendemen maserasi dengan
perlakuan perbandingan waktu tertinggi diperoleh waktu maserasi 30 jam yaitu

3,707%. Rendemen terendah diperoleh dari waktu maserasi 3 jam yaitu 2,239%,
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hal ini disebabkan waktu maserasi yang terlalu singkat mengakibatkan tidak semua
zat aktif terlarut dalam pelarut yang digunakan. Penambahan waktu maserasi
meningkatkan hasil rendemen karena semakin lama waktu ekstraksi memberikan
waktu yang cukup bagi pelarut untuk menembus dinding sel dan menarik keluar
senyawa-senyawa yang terkandung dalam simplisia. Kondisi ini akan terus
berlanjut hingga tercapai kesetimbangan konsentrasi senyawa dalam simplisia
dengan konsentrasi senyawa pada pelarut.

Penurunan hasil rendemen terjadi pada waktu ekstraksi 18 jam dengan hasil
rendemen sebesar 2,622%. Proses ekstraksi dibedakan menjadi dua fase yaitu fase
pencucian (Washing time) dan fase ekstraksi (Difusi). Fase washing time
merupakan waktu yang dibutuhkan oleh pelarut untuk menarik senyawa yang
terdapat diluar sel akibat pecahnya dinding sel saat proses pengecilan ukuran yang
menyebabkan senyawa yang ada dalamnya keluar sel. Fase difusi merupakan waktu
pelarut menarik senyawa senyawa yang ada didalam sel karena adanya perbedaan
konsentrasi larutan di dalam sel dan pelarut diluar sel (Pratiwi., 2010). Pada proses
ekstraksi pelarut masuk ke dalam sel simplisia dan membawa zat aktif keluar sel
yang menyebabkan kekosongan rongga sel. Penurunan hasil rendemen pada waktu
ekstraksi 18 jam terjadi akibat adanya interaksi zat terlarut dengan material tanaman
lain yang tidak terlarut dan mengakibatkan zat aktif kembali menempel pada
permukaan simplisia sehingga presentase rendemen menurun (Sari, dkk., 2017).

Analisis uji statistic ANOVA (Analysis of Variance) satu arah dengan
derajat kepercayaan 95% (0,05) digunakan untuk melihat nilai perbandingan rata-
rata rendemen pada variasi waktu ekstraksi. Hasil analisis menunjukkan adanya
pengaruh nyata rendemen dengan variasi waktu sig<0,05 (F=1.499E3, p=0,00)
antara hasil rendemen antar variasi waktu. Waktu maserasi yang semakin lama
menyebabkan pelarut dapat menembus dinding sel simplisia sehingga kerusakan
jaringan smplisia akan semakin optimal dan senyawa metabolit akan terlarut lebih
banyak.

5.3.2 Pengaruh variasi volume pelarut terhadap rendemen maserasi
Ditribusi pelarut ke padatan akan berpengaruh pada perolehan rendemen

ekstrak lengkuas merah. Perbandingan antara pelarut dan padatan mempengaruhi
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rendemen yang dihasilkan. Gambar 11 metunjukkan pengaruh penambahan volume

pelarut terhadap rendemen yang dihasilkan.
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Gambar 11. Grafik hubungan antara rendemen dengan variasi volume

pelarut.

Gambar 11 menunjukkan nilai rata-rata rendemen ektrak dengan perlakuan
perbandingan volume pelarut dihasilkan rendemen terendah sebesar 1,473% dari
pelarut 400 ml. Rendemen tertinggi dihasilkan dari pelarut 600 ml dengan
rendemen sebesar 3,205%. Penambahan volume pelarut dapat meningkatkan
rendemen maserasi hingga volume pelarut 600 ml. Penambahan pelarut
mempengaruhi luas kontak simplisia dengan pelarut, semakin banyak pelarut luas
kontak akan semakin besar, yang menyebabkan distribusi pelarut ke simplisia akan
semakin besar. Distribusi pelarut yang merata akan memperbesar rendemen yang
dihasilkan. Pelarut yang semakin banyak akan mengurangi tingkat kejenuhan
pelarut, sehingga senyawa metabolit akan terekstrak secara sempurna (Jayanudin,
dkk., 2014). Proses penyarian akan terus berlangsung sampai terjadi kesetimbangan
konsentrasi. Zat aktif akan terlarut karena adanya perbedaan konsentrasi antara
larutan zat aktif di dalam sel dan diluar sel, seingga larutan yang memiliki
konsentrasi lebih tinggi akan terdesak keluar (Dwicahyani, dkk., 2018).
Penambahan pelarut dapat menambah difusivitas pelarut ke dalam sel dan
meningkatkan desorpsi senyawa aktif dalam sel (Yulianingtyas dan Bambang.,
2016).
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Penambahan jumlah pelarut lebih dari 600 ml tidak lagi efektif
meningkatkan rendemen. Penurunan hasil rendemen disebabkan penambahan
volume pelarut yang terlalu besar menyebabkan turbulensi yang semakin kecil
sehingga mengurangi penurunan rendemen ekstrak (Yulianingtyas dan Bambang.,
2016). Selain itu proses penyaringan dilakukan menggunakan corong gelas
sehingga memungkinkan pelarut menguap saat proses penyaringan yang
menyebabkan rendemen yang dihasilkan lebih sedikit. Titik optimum ekstraksi
tercapai pada volume pelarut 600 ml, sehingga penamabhan volume pelarut setelah
600 ml tidak efektif lagi meningkatkan rendemen yang dihasilkan.

Analisis uji statistic ANOVA (Analysis of Variance) satu arah dengan
derajat kepercayaan 95% (0,05) digunakan untuk melihat nilai perbandingan rata-
rata rendemen pada variasi volume pelarut. Hasil analisis menunjukkan adanya
pengaruh nyata hasil rendemen dengan variasi volume pelarut sig<0,05
(F=775.414, p=0,00) antara hasil rendemen antar variasi waktu. Penambahan
volume pelarut meningkatkan rendemen karena banyaknya pelarut yang
ditambahkan maka semakin kuat pelarut menembus dinding sel simplisia yang
menyebabkan proses ekstraksi semakin optimal.

Lengkuas merah diekstraksi dengan pelarut etanol pada suhu ruang dan
pengadukan rotary shaker dengan kecepatan 190 rpm. Kondisi optimum maserasi
lengkuas merah dicapai pada waktu ekstraksi 30 jam dengan volume pelarut 600
ml. Waktu ekstraksi yang semakin lama menyebabkan semakin banyak zat aktif
yang akan terekstrak. Volume pelarut yang ditambahkan semakin banyak
menyebakan semakin kuat pelarut untuk menembus dinding sel dan zat aktif yang
terekstrak semakin banyak. VVolume pelarut yang ditambahkan akan meningkatkan
hasil rendemen hingga titik optimum, setelah titik optimum penambahan volume
pelarut tidak efektif meningkatkan hasil rendemen.

5.4 Sintesis Nanoemulsi Ekstrak Lengkuas Merah

Ekstrak herbal sebagai antibakteri dapat ditingkatkan dengan formulasi
sedian nanopartikel. Nanopartikel merupakan partikel dengan ukuran 1 sampai
1000 nm atau dibawah satu mikron. Sediaan nanopartikel dengan ukuran 200-500
nm dapat diterima oleh tubuh untuk meningkatkan efek terapi, mengurangi efek



45

samping, dan menurunkan dosis terapi karena ukuran partikel yang kecil memiliki
kemampuan menembus ruang ruang sel menuju target (Mardiyanto, dkk., 2019).

Nanopartikel dapat disintesis secara top-down dan buttom-up, yang
membedakan kedua metode ini ada pada proses sintesisnya. Metode Top-down
merupaka metode sintesis dimana terjadi pemecahan material besar menjadi
material berukuran nanometer. Sedangkan, metode Buttom-up sintesis nanopartikel
dilakukan dengan membentuk partikel nano dari prekursor molekul pada keadaan
gas atau larutan (Prasetyo., 2018). Pada penelitian ini nanoemulsi disintesis dengan
metode Buttom-up. Metode yang digunakan adalah metode gelasi ionik, dimana
surfaktan dan ko-surfaktan akan membentuk ikatan silang karena muatan yang
berlawan. Gugus fosfat dari ionisasi Na-TPP akan berinteraksi dengan gugus amina
dai kitosan dengan membentuk ikatan silang intramolekul dan ekstramolekul (Shah,
dkk., 2016). Semakin banyak terjadi reaksi sambung silang ionik antara kitosan dan
Na-TPP, maka semakin banyak molekul nanopartikel zat aktif yang terbentuk.
Wahyono., (2010) melaporkan bahwa penambahan TPP yang berinteraksi dengan
kitosan membentuk ikatan silang akan menyebabkan nanoemulsi semakin rapat dan
memperkuat matriks nanoemulsi, sehingga dihasilkan nanopartikel yang lebih
stabil. Faktor yang berpengaruh dalam pembuatan nanoemulsi, yaitu konsentrasi
penyalut, pH, dan proses terjadinya taut silang.

Sebelum dilakukan sintesis nanoemulsi dilakukan studi pendahuluan untuk
menentukan rasio yang digunakan dalam preparasi material pembawa. Apabila
larutan kitosan memiliki konsentrasi yang tinggi maka interaksi kitosan dengan
TPP yang terbentuk akan sangat padat yang menyebabkan partikel yang terbentuk
agregat menjadi partikel berukuran besar. Namun, natrium tripolifosfat yang
ditambahkan terlalu banyak cenderung mengurangi kelarutan dan meningkatkan
ukuran partikel (Husniati dan Eva., 2014). Selain itu, natrium tripolifosfat yang
ditambahkan terlalu banyak dapat menyebabkan peningkatan pH. Kitosan larut
dalam asam dengan pH dibawah 6. Pada pH tinggi kelarutan kitosan menurun yang
menyebabkan terjadi pengendapan (Winarti., 2011). Dilaporkan Mardliyanti, dkk.,

(2012) untuk mengasilkan nanopartikel dengan karakteristik terbaik menggunakan
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metode gelasi ionik dengan rasio matriks 5:1, konsentrasi 0,1% antara kitosan dan
TPP.

Dalam penelitian ini nanoemulsi ekstrak lengkuas merah disintesis dalam
dua formulasi, yaitu dengan penambahan Na-TPP dan tanpa penambahan Na-TPP.
Kitosan berperan sebagai surfaktan dan Na-TPP sebagai ko-surfaktan yang
berinteraksi membentuk ikatan silang dan melingkupi inti dimana obat
terperangkap. Kitosan merupakan polisakarida alami yang terbentuk dari proses
deasetilasi kitin. Kitosan memiliki potensi sebagai sitem pembawa yang
menguntungkan karena bersifat biodegradable, biokompatibel, dan mukoadhesi
(Winarti., 2011). Akan tetapi kitosan memiliki derajat swelling tinggi yang
menyebabkan pelepasan obat menjadi lebih cepat karena itu aplikasi sebagai
penghantaran dan pelepasan obatnya menjadi kurang baik (Alauhdin, dkk., 2014).
Sistem penghantaran dan pelepasan kitosan perlu diperbaik dengan penambahkan
pengstabil. Natrium tripolifosfat merupakan zat pengstabil yang tidak beracun,
harganya murah dan dapat digunakan sebagai aditif makanan. Penambahan Na-TPP
diharapkan diharapkan tidak mengurangi kompatibilitas kitosan sebagai sistem
penghantaran dan pelepasan obat.

Hal pertama yang dilakukan dalam pembuatan nanoemulsi ekstrak lengkuas
merah yaitu melarutkan material penyalut dan zat tersalut. Kitosan merupakan
polimer penyalut yang larut dalam asam. Dalam larutan asam gugus amina (NH3)
bebas kitosan akan menerima H* yang dilepaskan asam asetat menjadi bermuatan
positif ("NH3). Sedangkan natrium tripolofosfat larut dalam aquadest dan akan
terdisosiasi membentuk ion tropolifosfat dan ion hidroksil. Reaksi ionisasi natrium

tripolifosfat dalam air adalah sebagai berikut:

NasP3O10 () + SH20 ()  —> 5Na(aq) + H5P3010 (aq) + SHO" (ag)
HsP3010 ag) + HO'@y ~ ———> HaP3010" ag) + H20 (ag)
HiP3010" ag) + HO'@y ~ ——>  H3P3010” ag) + H20 (ag)
H3P3010% (aq) + HO (@) ——> H2P3010% (ag) + H20 (ag)
H2P3010% (ag) + HO ap ———>  HP3010* (ag) + H20 (ag)

HP3010" (aq) + OH @) ———  P3010° (ag) + H20 (ag)
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Gambar 12. (a) Reaksi protonasi kitosan
(Sumber: Alauhdin, dkk., 2014)
Zat tersalut yaitu ekstrak lengkuas merah yang dilarutkan dalam aquadest.
Selanjutnya larutan ekstrak lengkuas merah ditambahkan secara meneteskan
kedalam larutan NaTPP 0,1% dengan pengadukan dan dilanjutkan dengan
penambahan larutan NaTPP/Ekstrak dengan meneteskan kedalam larutan kitosan
0,1% dengan pengadukan menggunakan pengaduk magnet. Kecepatan pengadukan
merupan salah satu faktor yang menentukan ukuran droplet dan stabilitas emulsi.
Hal ini disebabkan semakin cepat pengadukan menyebabkan tegangan antar muka
akan semakin kecil dan semakin banyak partikel yang terpecah sehingga ukuran
droplet emulsi akan semakin kecil (Jayanudin, dkk., 2018). Larutan ditambahkan
secara tetes-tetes bertujuan agar tidak terjadi solidifikasi antara material penyalut
Kitosan-TPP yang membuat droplet membentuk gumpalan besar. Selanjutnya,
nanoemulsi dihomogenisasi lebih lanjut dengan ultrasonic selama 10 menit dengan
pulser 30 dan power 35 yang bertujuan memecah molekul-molekul yang berukuran
besar sehingga dihasilkan nanopartikel dengan ukuran lebih kecil. Homogenisasi
dengan ultrasonik didasarkan pada sifat kuvitasi akustik gelombang ultrasonik yang
merambat melewati medium cair. Gelombang ultrasonik yang merambat melewati
medium akan menghasilkan getaran. Getaran ini akan memberikan pengadukan

yang intensif pada proses gelasi ionik (Asfari., 2015).
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Gambar 13. Proses pembuatan nanoemulsi dan ilustrasi nanoemulsi CS/TPP
Sumber: Grenha., A., (2012) dan Cho, Y., dkk., (2010)

Sintesis nanoemulsi lengkus merah dengan metode gelasi ionik didasarkan
pada interaksi elektrostatik muatan yang berlawanan antara muatan positif dari
gugus amino kitosan dengan muatan negatif dari ion tripolifosfat. Muatan kitosan
dan nantrium tripolifosfat yang berwalawan menyebabkan pembentukan droplet
secara spontan. Penambahan natrium tripolifosfat bertujuan untuk membentuk
ikatan silang antara molekul kitosan sehingga dapat digunakan sebagai dinding
yang melingkupi dimana obat terperangkap. Menurut Setiawan, dkk., (2015)
kitosan yang di cross-linking akan membentuk matriks yang bersifat stabil dengan
jaringan yang kuat sehingga memiliki kekuatan mekanik yang lebih baik dan

menarik kelarutan ke pH yang lebih netral.
5.5 Karakterisasi Nanoemulsi Ekstrak Lengkuas Merah

Ukuran partikel penting dilakukan karakterisasi karena menentukan
distribusi distribusi in vivo, dan kemampuan targetting dalam dari sistem
penghantaran obat. Distribusi ukuran partikel akan mempengaruhi penghantaran
dan stabilitas nanopartikel (Laili, dkk., 2014). Karakterisasi nanoemulsi dilakukan
untuk mengetahui karakteristik nanoemulsi yang dihasilkan berdasarkan ukuran
partikel (ZAve), dan polidispersi indeks (PI). Karakterisasi nanoemulsi dilakukan
dengan instrumentasi Particle Size Analyzer (PSA) dengan metode Dynamic Light
Scattering (DLS). Pengukuran PSA didasarkan pada hamburan cahaya laser oleh
partikel-partikel dalam sampel karena gerak Brown partikel koloid. Gerak Brown
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yang terjadi pada partikel zat cair akan mengalami tumbukan satu sama lain maupun

tumbukan dengan dinding ruang (Nuraeni, dkk., 2013).

Tabel 1. Hasil karakterisasi nanoemulsi

Hasil
Formula Rasio Pola distribusi
Pl Zave
ukuran
CS/TPP/Ekstrak 5:1:1 0.488 320.3 Monodispersi
CS/Ekstrak 5:1 0.333 412 Monodispersi

Nilai distribusi ukuran partikel dan indeks polidispersitas digunakan sebagai
parameter keseragaman ukuran. Rentang nilai indeks polidispersitas antara O
sampai 1. Nilai indeks polidispersitas yang mendekatai nol menunjukan distribusi
partikel yang homogen. Sedangkan nilai Pl yang melebihi 0,5 menunjukan
heterogenitasan yang tinggi sehingga, dapat meningkatkan terjadinya aglomerasi

karena adanya tumbukan antara partikel.

Hasil pengamatan ukuran partikel dan indeks polidispersitas menunjukan
nanoemulsi yang diperoleh berukuran nanometer (<1000 nm) dan distribusi ukuran
yang homogen (<0,5). Nanoemulsi kitosan dengan penambahan NaTPP memiliki
ZAve yang lebih rendah yaitu 320,3 nm. Sedangkan nanoemulsi tanpa penambahan
NaTPP memiliki ZAve 412. Na-TPP yang ditambahkan dalam proses sintesis
menyebabkan pembentukan ikatan silang antara gugus amina kitosan dengan gugus
muatan negatif TPP. Ikatan silang yang terbentuk membuat rantai-rantai kitosan
semakin rapat dan membentuk nanopartikel yang lebih kecil dibandingkann
nanopartikel tanpa pengait silang (Alauhdin, dkk., 2014). Penambahan TPP
bertujuan untuk meningkatkan stabilitas dengan menghambat terbentuknya agregat
sehingga nanopartikel yang terbentuk memiliki ukuran partikel yang kecil. Semakin
kecil ukuran partikel akan memudahkan partikel masuk kedalam sel dan
meningkatkan absorpsinya di dalam tubuh (Mannuela., 2016). Berdasarkan
penelitian James, S., (2007) dalam Pakki, dkk., (2016) ukuran nanoemulsi kitosan
— tripolifosfat yang dihasilkan dengan metode gelasi ionic memiliki ukuran partikel
antara 200-500 nm.
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Nanoemulsi telah terbentuk dengan ukuran dalam skala nanometer dan
distribusi ukuran yang homogen. Berdasarkan parameter ukuran nanoemulsi
CS/TPP/Ekstrak memiliki ukuran droplet yang lebih kecil dibandingkan
nanoemulsi CS/Ekstrak. Namun, berdasarkan parameter distribusi ukuran
nanoemulsi CS/Ekstrak memiliki distribusi ukuran partikel yang belih baik dari
nanoemulsi CS/TPP/Ektrak.

5.6 Uji Stabilitas Nanoemulsi

Stabilitas merupakan faktor penting untuk dilakukan karakterisasi karena
berkaitan dengan kualitas dan khasiat dari suatu produk obat. Uji stabilitas
nanoemulsi dilakukan dengan mengamati parameter fisik. Stabilitas nanoemulsi
salah satunya dapat dievaluasi berdasarkan ada atau tidaknya endapan. Kecepatan
pengendapan dipengaruhi oleh gaya grafitasi dan gerak Brown. Semakin kecil
ukuran nanoemulsi maka semakin kecil masa dan gravitasinya. Stabilitas suatu
disperse cair juga dipengaruhi oleh gaya tolak menolak antar partikel (Efiana., dkk.,
2013). Pengamatan stabilitas fisik yang diamati pada penelitian ini yaitu
homogenitas, dan pH. Stabilitas nanoemulsi diamati dalam 2 kondisi suhu yaitu 6
°C dan temperature kamar (27 °C). Pengaruh suhu menyebabkan pemisahan
masing-masing fasa nanoemulsi. Suhu yang terlalu tinggi menyebabkan pemecahan
ikatan polimer (depolimerisasi) rantai molekul kitosan (Rochima., 2007). Selain itu

kelarutan kitosan pada suhu tinggi akan meningkat yang menyebabkan droplet

pecah.
Tabel 2. Uji stabilitas nanoemulsi pada suhu ruang
Temperatur kamar
Waktu

Pengamatan CS/TPP/Ekstrak CS/ekstrak

Ph  Bau Keadaan pH Bau Keadaan
Minggu 0 4 Asam  Homogen 4 Asam  Homogen
Minggu 1 4 Asam  Homogen 4 Asam Homogen
Minggu 2 4 Asam Homogen 4 Asam Homogen
Minggu 3 4 Asam  Homogen 4 Asam Homogen
Minggu 4 4 Asam Homogen 4 Asam Homogen
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Tabel 3. Uji stabilitas nanoemulsi pada 6 °C

6 °C
Waktu - -
Pengamatan Kitosan/ekstrak/NaTPP Kitosan/ekstrak
Ph  bau Keadaan pH Bau Keadaan
Minggu 0 Asam  Homogen Asam  Homogen

4 4
Minggu 1 4 Asam  Homogen 4 Asam  Homogen
Minggu 2 4 Asam  Homogen 4 Asam  Homogen
4 Asam Homogen 4 Asam  Homogen
4 Asam Homogen 4 Asam Homogen

Minggu 3
Minggu 4

Hasil pengamatan terhadap homogenitas nanopartikel pada Tabel 2 dan 3
menunjukkan hasil yang homogen pada kondisi temperature kamar dan 4 °C selama
penyimpanan 1-4 minggu, dengan tidak terlihatnya pemisahan antara fasa surfaktan
dan ko-surfaktan. Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak tidak menunjukkan
adanya pemisahan fasa selama 4 minggu penyimpanan. Kedua nanoemulsi
memiliki penampilan fisik yang transparan, homogen, dan bau yang tidak
mengalami perubahan. Hal ini menunjukkan tidak adanya reaksi kimia yang
menyebabkan sistem nanoemulsi menjadi tidak stabil. Adapun untuk penyimpanan
pada suhu 6 °C kedua nanoemulsi stabil sampai minggu ke-4.

Hasil pengukuran pH selama penyimpanan sampai minggu ke-4 dalam suhu
ruang dan 6 °C tidak mengalami perubahan pH. Dari kedua formula nanoemulsi
untuk penyimpanan pada temperature ruang dan 6 °C menunjukkan stabilitas yang
baik. Kitosan dalam asam asetat akan terion menjadi gugus —NHs", sedangkan
dalam aquadest Na-TPP akan terion menjadi ion-ion tripolifosfat. Dengan
banyaknya molekul kitosan dan TPP yang terion maka pembentukan crosslink akan
semakin banyak, yang membuat terbentuknya lapisan pelindung yang kuat untuk
melindungi senyawa obat sehingga memiliki stabilitas yang baik (Efiana, dkk.,
2013). Stabilitas nanoemulsi akan menurun dalam pH yang rendah, hal ini
disebabkan kitosan mudah larut pada pH yang rendah yang menyebabkan pelepasan

obat menjadi lebih cepat.

Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak memiliki stabilitas fisik
berupa homogenitas, bau, dan pH yang baik. Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan
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CS/Ekstrak memiliki bau asam dan pH yang kosntan selama penyimpanan 1-4
minggu. Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak memiliki homogenitas yang
baik dalam waktu penyimpanan 1-4 minggu dengan tidak menunjukkan permisahan
fasa surfaktan dan ko-surfaktan.
5.7 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk mengetahui pengaruh nanoemulsi
ekstrak lengkuas merah sebagai antibakteri Klebsiella pneumoniae. Metode uji
yang dilakukan pada penelitian ini adalah metode cakram. Metode ini dinilai lebih
efisien dalam pengerjaan dan memiliki resiko kegagalan yang lebih kecil dari
metode uji yang lain. Kepekaan bakteri Klebsiella pneumonia terhadap senyawa
uji nanoemulsi ekstrak etanol lengkuas merah dilihat dari ukuran zona bening atau
zona hambat yang terbentuk. Parameter uji yang diamti adalah zona bening, yaitu
area bening disekeliling paper disc sebagai indikasi terhambatnya pertumbuhan
mikroorganisme ekskresi zat antimikroba oleh komperitornya (Ariyani., 2018).

Hal pertama yang dilakukan dalam uji aktivitas antibakteri nanoemulsi
ekstrak lengkuas merah terhadap bakteri Klebsiella pneumonia yaitu membuat
media uji, sterilisasi alat dan bahan. Mulyati., (2009) menjelaskan media uji yang
digunakan harus memenuhi syarat yaitu mengandung semua nutrisi yang
dibutuhkan oleh mikroba, memiliki pH yang sesuai, tidak mengandung zat
penghambat, dan media harus steril. Media yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Mueller Hinton Agar (MHA). Dilaporkan oleh Putra., (2015) media MHA
direkomendasikan oleh WHO digunakan sebagai media tes antibakteri untuk
bakteri aerob dan fakultative anaerob bacteria serta untuk makanan dan materi
klinis. Selain itu media MHA memberikan hasil yang baik dan reproduksibel, serta
memberikan pertumbuhan bakteri pathogen yang memuaskan (Putra., 2015).
Utomo, dkk., (2018) melaporkan media MHA memiliki pH yang netral yaitu 7,3 =
0,2 pada 25 °C sehingga meminimalkan pengaruh terhadap bakteri saat dilakukan
uji. Menurut Tsuji, dkk., (2013) melaporkan bakteri Klebsiella pneumonia dapat
tumbuh dengan optimum pada suhu 25 - 41 °C dan pH lingkungan 5,4 - 8,2.

Sterilisasi dilakukan untuk mematikan semua mikroorganisme atau

kontaminan untuk menciptakan suasana aseptis. Sebelum dilakukan sterilisasi alat
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dan bahan dilapisi dengan kapas lalu dilapisi kembali dengan koran. Hal ini
dilakukan untuk mencegah masuknya atau kontaminasi bakteri pada alat dan bahan
yang telah disterilisasi. Sterilisasi dilakukan menggunakan autoklaf pada suhu 121

°C selama 2 jam.

Suspensi bakteri dibuat dengan mengabil 1 ose bakteri uji Klebsiella
pneumonia hasil pembiakan media miring, kemudian disuspensikan ke dalam
larutan NaCl 0,9%. Selanjurnya suspensi bakteri di homogenkan menggunakan
vortex dan disamakan kekeruhannya dengan standar Mc. Farland 1x10® CFU/mL.
Larutan NaCl 0,9% digunakan untuk mengencerkan konsentrasi bakteri.
Penyetaraan konsentrasi suspensi bakteri dengan larutan standar Mc. Farland yaitu
untuk memperkirakan kepadatan sel yang akan digunakan dalam uji (Haris, dkk.,
2013). Keuntungan penggunaan standar Mc. Farland adalah tidak dibutuhkan
waktu inkubasi yang lama untuk memperoleh kepadatan bakteri yang diinginkan.
Akan tetapi kekurangan penggunaan standar Mc. Farland, yaitu akan terjadi
perbedaan pandangan untuk mengamati tingkat kekeruhan dari sel bakteri (Sutton,
2011).

Media uji yang telah memadat ditambahkan suspensi bakteri dengan cara
mengoleskan suspensi bakteri menggunakan cotton swab steril secara merata pada
permukaan media. Paper disc direndam dalam larutan uji dan diletakkan diatas
media menggunakan pinset steril. Selanjutnya semua cawan petri diinkubasi pada
suhu 37 °C dan diamati setelah 24 jam masa inkubasi dimana hal tersebut
merupakan waktu dan suhu optimum pertumbuhan bakteri, dengan mengamati
diameter hambat yang dihasilkan menggunakan alat colony counter. Dalam
pengujian digunakan kontrol positif antibiotik eritromisin, ampicillin, dan kontrol
negatif digunakan larutan kitosan, larutan pembawa. Kontrol positif digunakan
untuk membandingkan zona hambat yang terbentuk, sedangkan kontrol negatif
berfungsi untuk mengetahui pengaruh matriks nanoemulsi terhadap bakteri

Klebsiella pneumoniae.
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Tabel 4. Diameter Zona hambat Nanopartikel Chi-TPP-Ekstrak

Diameter Zona Hambat (mm) |

Chi- - : . kitosan
ampicillin  eritromisin

pengulangan

TPP- 1% enyalut

ekstrak (kontrol +) - (kontrol +) (kontrol -) (Eon¥rol -)

1 9.1 10.4 33.8 9.1 9.5

2 9.1 10.9 34.4 9.8 9.3

3 9.1 10.1 25.9 9.1 9.8

Rata-rata 9.1 10.5 31.4 9.3 9.5

Tabel 5. Diameter zona hambat Nanopartikel Chi-Ekstrak

pengulangan Diameter zona hambat (mm)

chitosan-ekstrak Ampicillin  eritromisin Kitosan

1 9.5 11.4 28.2 10.0

2 9.5 11.4 32.6 9.5

3 9.5 11.6 26.4 9.5

rata -rata 9.5 11.5 29.1 9.7

Berdasarkan Tabel 4 dan 5 diketahui zona hambat nanoemulsi
CS/TPP/Ekstrak dan nanoemulsi CS/Ekstrak memiliki zona hambat yang
dihasilkan naoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak sebesar 9,1 mm dan 9,5 mm.
Respon yang diberikan oleh bakteri Klebsiella pneumonia terhadap nanoemulsi
CS/TPP/Ekstrak dan nanoemulsi CS/Ekstrak serta antibiotik berbeda. Bakteri
Klebsiella pneumonia lebih efektif dihambat oleh antibiotik dengan luas zona
hambat yang dihasilkan pada ampicillin sebesar 10,5 mm dan eritromisin sebesar
31,4 mm. Zona hambat yang dihasilkan antibiotik ampicillin dan eritromisin lebih
besar dibandingkan nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak. Hal ini berarti
kedua antibiotik memiliki spektrum luas dengan kekuatan daya hambat yang tinggi
dalam menghambat pertumbuhan bakteri.

Eritromisin  memiliki mekanisme penghambatan dengan menghambat
sintesis protein melalui pengikatan reversible pada ribosom sub unit 50S dan tempat
ikatannya pada 23S rRNA. Menurut Setiabudy (2007) eritromisin akan
menghambat translokasi kompleks t-RNA-peptida dari asam amino ke peptida.
Akibatnya, rantai polipeptida tidak dapat diperpanjang karena asam amino tidak

dapat menerima kompleks tRNA-asam amino yang baru. Sedangkan ampicillin
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memiliki mekanisme aksi penghambat sintesis dinding sel bakteri dengan mengikat
satu atau lebih ikatan penisilin-protein, sehingga menghambat tahap akhir
transpeptidase sintesis peptidoglikan. Akibat penghambatan ini biosintesis dinding
sel bakteri terhambat dan sel menjadi lisis (Kurniawati., 2015). Menurut Davis dan
Stout., (1971) dalam Fitriah, dkk., (2017) daya hambat dikelompokkan menjadi 4
yaitu sangat kuat bila zona hambat > 20 mm, kuat 10-20 mm, sedang 5-10 mm, dan
lemah <5 mm. berdasarkan parameter tersebut, maka daya hambat yang dihasilkan
naoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak dikategorikan sedang Kkarena
menghasilkan diameter hambat kurang dari 10 mm.

Uji normalitas dilakukan menggunakan uji Shapiro-wilk menunjukkan nilai
sig >0,05 yang berarti data tidak terdistribusi normal. Data zona hambat nanoemulsi
CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak tidak memenuhi syarat untuk dilakukan uji
ANOVA one way maka dilakukan uji Kruskal-Wallis. Uji Kruskal-Wallis
nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak menunjukkan nilai sig (2-tailed) <0,05 yang berarti
nanomeulsi CS/TPP/Ekstrak mampu menghambatan petumbuhan bakteri
Klebsiella pneumonia. Uji Kruskal-Waillis nanoemulsi CS/Ekstrak menunjukkan
nilai sig (2-tailed) <0,05 yang berarti CS/Ekstrak mampu menhambat pertumbuhan
bakteri Klebsiella pneumonia. Aktivitas antibakteri nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak
dan CS/Ekstrak disebakan oleh adanya senyawa metabolit dalam ekstrak lengkuas
merah. Mekanisme penghambatan antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri dapat
berupa kerusakan dinding sel yang menyebabkan lisis, mengubah permeabilitas
membrane, denaturasi protein, dan penghambatan kerja enzim intraseluler (Ariyani,
dkk., 2018).

Klebsiella pneumonia merupakan bakteri gram negatif yang memiliki sifat
kurang rentan terhadap senyawa antibakteri. Hal ini disebabkan struktur dinding sel
bakteri gram negatif lebih kompleks karena tersusun atas lapisan luar berupa
lipoprotein, lapisan tengah lipopolisakarida, dan lapisan dalam peptidoglikan.
Selain itu faktor yang mempengaruhi nilai kemampuan antibakteri dalam
menghambat pertumbuhan Klebsiella pneumonia adalah karena konsentrasi
senyawa Yyang jumlah tidak cukup menghasilkan penghambatan. Hal ini

desebabkan proses pelarutan ekstrak lengkuas merah sebelum dilakukan pembuatan



56

nanoemulsi tidak larut sempurna. Menurut Trisia, dkk., (2018) daya hambat bahan
antimikroba akan berbanding lurus dengan konsentrasi. Konsentrasi minimum yang
dapat digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri bahan antimikroba perlu
dilakukan pengujian untuk mengetahui nilai MBC (Minimum Bactericidal

Concentration).

Kitosan memiliki sisi aktif pada gugus amina, ketika dilarutkan dalam asam
akan bermuatan positif. Muatan positif kitosan akan berinteraksi dengan muatan
negatif molekul asam amino penyusun dinding sel bakteri yang menyebabkan
kebocoran membran intraseluler. Gugus amina kitosan memiliki pasangan electron
bebas yang dapat menarik mineral Ca?* yang terdapat pada dinding sel mikroba dan
Mg?* pada ribosom. Hal ini menyebabkan timbulnya kerusakan Kkonstituen
intraseluler yang menyebabkan kematian mikroba (Yuliana., 2011).

Penambahan Na-TPP sebagai pengait silang diduga dapat mengstabilkan
muatan positif kitosan karena adanya interasi elektrostatik antara kitosan dan TPP.
Selain itu, penambahan TPP menyebabkan nanoemulsi semakin rapat dan
memperkuat matriks nanoemulsi. Semakin rapatnya matriks nanoemulsi
menyebabkan senyawa metabolit yang terperangkap dalam matriks sulit terlepas
kembali (Wahyono., 2010). Ukuran nanoemulsi yang besar menyebabkan
nanopatikel banyak diabsorpsi lebih banyak dipermukaan sel bakteri karena tidak
mampu menembus dinding sel bakteri. Gaveau, dkk., (2017) melaporkan ketebalan
lapisan peptidoglikan bakteri gram negatif antara 2-6 nm dan ukuran porin 2-10 nm.
Porin berfungsi sebagai saluran keluar masuknya zat melalui membran luar dinding
sel gram negatif (Tsai, dkk., 2011).

Uji aktivitas antibakteri nanoemulsi ekstrak lengkuas merah dengan metode
cakram dinilai kurang efektif. Pada metode difusi disk, cakram disk direndam
dalam zat uji, kemudian diletakkan diatas media uji, sehingga memungkinkan
nanoemulsi masih tertahan pada cakram menyebabkan osmolaritas terjadi tidak
menyeluruh. Faktor yang mempengaruhi zona hambat adalah kemampuan difusi
bahan antibakteri kedalam media, pH media, dan interaksi dengan mikroba yang di
uji (Soleha., 2015).
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Nanoemulsi kitosan dalam paru-paru akan terdegradasi melalui reaksi
depolimerisasi oleh lisozim pada sel saluran pernapasan bawah. Degradasi kitosan
oleh lisozim akan menghasilkan oligosakarida yang tidak beracun, dan lebih lanjut
akan mengmbentuk senyawa yang termasuk dalam glikosaminoglikan dan
glikoprotein yang dapat dimetabolisme lagi menjadi senyawa yang lebih kecil.
Lisozim merupakan enzim protease non spesifik yang terkandung dalam cairan
serum manusia (Kasipah dan Wiwin., 2014). Sehingga, perlu dilakukan uji
pelarutan dalam asam untuk mengetahui degradasi nanoemulsi. Apabila aktivitas
nanoemulsi memiliki aktivitas yang lebih baik, penggunaan nanoemulsi ekstrak
lengkuas merah dilakukan secara oral. Hal ini disebabkan lambung memiliki pH
berkisar antara 1,5-3,5 (Marieb dan Katja., 2010).

5.8 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia ekstrak lengkuas merah merupakan uji pendahuluan
untuk mengetahui golongan-golongan senyawa aktif yang terkandung dalam
ekstrak lengkuas merah. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah reaksi
pengujuan warna dengan pereaksi. Uji kualitatif pada penelitian ini meliputi uji
alkaloid, flavonoid, tannin, saponin, steroid, dan fenol. Hasil uji kualitatif ekstrak

etanol lengkuas merah dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil uji skrining fitokimia ekstrak lengkuas merah

Golongan senyawa

Alkaloid Tannin Flavonoid  Steroid Saponin
(+) (+) ) (+) )
Terbentuk Terjadi Tidak Terjadi Tidak
endapan perubahan terjadi perubahan  terbentuk
berwarna warna perubahan warna busa
jingga larutan warna larutan
hijau hijau
kehitaman
Keterangan :

(+) : Mengandung senyawa
(-) : Tidak mengandung senyawa

Hasil uji ekstrak etanol rimpang lengkuas merah mengandung senyawa
tannin, alkaloid, dan steroid yang merupakan senyawa antibakteri. Temuan adanya
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senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak lengkuas merah dilaporkan
Subramanian dan Suja., (2011) ekstrak etanol rimpang lengkuas merah

mengandung senyawa metabolit sekunder tannin, flavonoid, alkaloid, dan fenol.

Uji  kualitatif alkaloid digunakan pereaksi Dragendroff. Pereaksi
Dragendroff mengandung bismut nitrat dan kalium iodide dalam larutan asam
asetat glasial (kalium tetraiodobismutat(I11)). Alkaloid merupakan senyawa bersifat
basa penambahan asam klorida 2 N berfungsi untuk meningkatkan kelarutan
alkaloid, karena reaksi asam klorida dengan alkaloid akan membentuk garam yang
mudah larut dalam air. Selanjurnya, ditambahkan pereaksi Dragendroff dihasilkan
endapan berwarna jingga yang menandakan ekstrak etanol lengkuas merah positif
mengandung alkaloid. Uji kualitatif alkaloid dengan pereaksi Dragendroff
didasarkan pada reaksi pengendapan yang terjadi akibat adanya penggantian ligan.
Alkaloid memiliki atom nitrogen dengan pasangan electron bebas yang bersifat
sebagai donor electron yang dapat membentuk ikatan kovalen koordinasi dengan
ion logam K* (Ergina, dkk., 2014). Untoro, dkk., (2016) telah mengisolasi senyawa
golongan alkaloid dari rumpang lengkuas merah (Alpinia purpurata) diperoleh
senyawa piperin. Reaksi yang terjadi pada uji alkaloid piperin dengan pereaksi
Dragendroff disajikan pada Gambar 14.

Bi (NO3)3.5H20 ) + 3Kl 1y —>  Bil3 (ag) + 3KNO3 (aq) + 5H20 (aq)

Bils (ag) + Kl (ag) —> K]Bil4] (Kalium tetraiodobismutat)

N
@
Gambar 14. Reaksi antara alkaloid piperin dengan pereaksi deagenderoff

(Sumber: Untoro, dkk., 2016).

o

@
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piperin Kalium-alkaloid

O

Identifikasi senyawa steroid dilakukan menggunakan pereaksi Libermann-
Burchard. Pereaksi Libermann-Burchard terbuat dari asam asetat anhidrida dingin,
asam asetat glasial dan asam sulfat. Uji kualitatif steroid dengan pereaksi
libermann-Burchard didasarkan pada kemampuan steroid membentuk warna oleh

asam sulfat dalam pelarut asam asetat anhidrida. Perubahan warna ini terjadi karena
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oksidasi senyawa steroid dengan pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi. Prinsip
pengujian ini didasarkan pada kondensasi dan pelepasan H2O. Reaksi yang terjadi
diawali dengan asetilasi gugus hidroksil dengan penambahan asam asetat anhidrat.
Gugus asetil adalah gugus pergi yang baik, sehingga akan lepas dan membentuk
ikatan rangkap. Selanjutnya, terjadi pelepasan gugus hidrogen yang menyebabkan
ikatan rangkap berpindah. Senyawa ini akan mengalami resonansi yang bertindak
sebagai elektrofil atau karbokation. Serangan elektrofil menyebabkan adisi
elektrofil yang diikuti dengan pelepasan hidrogen. Pelepasan gugus hidrogen dan
elektronnya menyebabkan perpanjangan konjugasi (Siadi., 2012). Penelitian yang
telah dilakukan oleh Laksono, dkk., (2014) senyawa terpenoid yang ada dalam
ekstrak rimpang lengkuas merah adalah senyawa 3,7,11-trimetil-1,6,10-
dodekatrien-3-ol atau nerolidol. Reaksi yang terjadi dalam uji disajikan pada
Gambar 15.

Gambar 15. Reaksi senyawa nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodekatrien-3-ol)
dengan pereaksi Libermann-Buchard
(Sumber: Laksono., 2004)
Identifikasi senyawa tannin dilakukan dengan penambahan FeClz 1%. Uji
tannin dengan pengambahan FeClsz didasarkan pada pembentukan kompleks
berwarna hijau kehitaman antar senyawa tannin dengan ion logam Fe®*. Uiji

kualitatif dengan penambahan FeCls untuk menentukan adanya gugus fenol dalam



60

ekstrak. Pembentukan senyawa kompleks antara tannin dengan FeClz karena atom
O dalam senyawa tannin memiliki pasangan electron bebas yang berperan sebagai
donor electron akan membentuk ikatan koordinasi dengan Fe3* sebagai akseptor
electron. Reaksi ion Fe®" dapat mengikat 3 ligan tannin, sehingga terdapat enam
pasang electron bebas yang dikoordinasikan ke atom pusat (Ergina, dkk., 2014).
Reaksi yang terjadi antara tannin dengan FeCls disajikan dalam Gambar 16.

Gambar 16. Reaksi antara tannin dengan FeCls
(Sumber: Sulasmi, dkk., 2019)

5.8.1 Mekanisme antibakteri

Kitosan memiliki sifat mukoadesif dan polimer dengan sifat ini memiliki
kemampuan untuk meningkatkan distribusi dan penetrasi obat. Muatan kationik
pada kitosan memberikan sifat mukoadhesif yang memungkinkan untuk menempel
pada mukosa sel epitel paru-paru. Sifat mukoadhesif kitosan dapat mempercepat
transport obat menuju alveolus. Nanoemulsi kitosan akan terdegradasi melalui
depolimerisasi oleh lisozim pada sel saluran pernapasan bawah (Adianto, dkk.,
2019).

Mekanisme aktivitas kitosan sebagai material pembawa terjadi karena
adanya interaksi antara muatan positif dari gugus amina (-NHs) dari kitosan dengan
mutan negatif gugus karboksilat (-COO-) pada permukaan membrane sel bakteri.
Interaksi ini akan membentuk ikatan elektrostatik yang menyebabkan melemahnya

dan gangguan pada membrane sel bakteri. Hal ini akan menyebabkan senyawa aktif
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mudah masuk dan berinteraksi dengan komponen dalam penyusun sel bakteri
(Xing, dkk., 2016).

Electrostatic interaction of

chitc and cell wall

Chitosan-based coating with
antimicrobial agents

Chitosan coating

Antimicrobial agents

. Protein damage
Cell wall 8

Cytoplasmic membrane

— DNA damage
ROS generation <~

Cell death

Collapse of the outer
membrane of cell wall

Gambar 17. Interaksi kitosan sebagai material pembawa senyawa

antibakteri.

(Sumber: Xing, dkk., 2016)

Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol 96% rimpang lengkuas merah
menunjukkan adanya kandungan alkaloid, terpenoid, dan tannin yang memiliki
potensi sebagai senyawa antibakteri. Alkaloid memberikan aksi antibakteri dengan
memanfaatkan keaktifan gugus basanya. Mekanisme antibakteri alkaloid
didasarkan pada interasi atom nitrogen pada alkaloid dengan asam amino penyusun
dinding sel bakteri. Peptidoglikan merupakan komponen penyusun dinding sel
bakteri sehingga adanya interaksi dengan alkaloid menyebabkan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Maulid., 2016).

Tannin dalam ekstrak etanol lengkuas merah memiliki aktivitas antibakteri
yang berhubungan dengan kemampuannya menonaktifkan adhesion bakteri,
mengganggu transport protein sel. Tannin juga dapat mengkhelat ion ion bivalen
pada membrane sel. Terlepasnya kation kation dari membran terluar bakteri akan
memudahkan senyawa antibakteri masuk kedalam sel. Membrane bateri
mengandung lapisan lipopolisakarida yang terikat oleh kalion divalent Ca?* dan
Mg?*. Ikatan hidrogen yang terbentuk antara gugus OH dengan fospolipid
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membrane sel menyebabkan perubahan permebilitas pada komponen asam lemak
dan fosfolipid. Kondisi ini menimbulkan permebalilitas membrane terganggu yang
menyababkan terbebasnya sitoplasma bakteri (Dewi, dkk., 2013).

Steroid dalam ekstrak etanol lengkuas merah memiliki aktivitas antibakteri
dengan menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumonia berhubungan
membrane lipid dan sensitivitas komponen steroid yang menyebabkan kebocoran
pada liposom bakteri. Steroid dapat berinteraksi dengan membrane fosfolipid sel
yang bersifat permeable terhadap senyawa-senyawa lipofilik yang menyebabkan
intergritas membrane mengalami penurunan. Morfologi membrane sel yang
berubah menyebabkan sel rapuh dan lisis (Sapara, dkk., 2016).

5.9 Uji Kuantitatif Kadar Tannin

Uji kadar tannin dilakukan menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada
panjang gelombang 700 nm. Pengukuran tannin total dengan spektrofotometer Uv-
Vis dilakukan dengan mereaksikan asam tanat dengan reagen pembentuk warna
yaitu natrium karbonat dan folin denis. Pembentukan warna tannin dengan reagen
didasarkan pada reaksi reduksi dan oksidasi, dimana tannin bertindak sebagai
reduktor dan folin bertindak sebagai oksidator. Tannin teroksidasi akan merubah
fosmolibdat dalam reagen folin denis menjadi warna biru yang dapat menyerap
cahaya pada daerah visible (Andriyani, dkk., 2010). Penambahan Na>CO3z berfungsi
memberikan suasana basa sehingga reaksi reduksi folin denis oleh gugus hidroksi
dari tannin dalam sampel membentuk kompleks molybdenum-tungsten yeng
berwarna biru. Asam tanat digunakan sebagai standar tannin, dimana asam tanat
merupakan golongan tannin sehingga dapat digunakan sebagai pembanding dalam
pengukuran tannin total. Larutan standar tannin dibuat untuk mengetahui hubungan
konsentrasi dengan serapan. Dari larutan standar asam tanat 100 ppm dibuat seri

larutan dengan konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm.
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Gambar 18. Kurva standar asam tanat

Gambar 18 menunjukkan absorbansi pada setiap larutan standar asam tanat
yang selanjutnya digunakan sebagai kurva standar. Hasil pengukuran larutan
standar asam tanat menunjukkan semakin besar konsentrasi maka semakin besar
absorbansi yang diperoleh. Hal ini sesuai dengan hukum Lambert-Beer, dimana
perubahan konsentrasi pada sampel akan mengubah absorbansi dengan suatu faktor
yang konstan (Sayuthi dan Puji., 2017). Kurva baku adalah kurva yang diperoleh
dengan memplotkan nilai absrobansi dengan konsentrasi larutan standar.
Berdasarkan pengukuran tersebut didapatkan persamaan linear y = 0.0028x -
0.0029 dengan nilai koefisien korelasi (R?) adalah 0.9977. Berdasarkan nilai
koefisien korelasinya maka kurva tersebut berlaku hukum Lambert-Beer sehingga
dapat digunakan sebagai penentuan kadar tannin dalam sampel ekstrak etanol

lengkuas merah yang belum diketahui konsentrasinya.

Tabel 7. Hasil uji kadar tannin

Konsentrasi Tannin (ppm)

Ulangan
Absorbansi Kadar Tannin Rerata
1 0.074 27.4643
2 0.087 32.1071 29.7262

3 0.080 29.6071
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Tabel 7 menunjukkan hasil pengukuran kadar tannin total dari sampel
lengkuas merah (Alpinia purpurata K), diperoleh rata-rata kadar tannin sebesar
29.7262 ppm. Penetapan kadar tannin total estrak lengkuas merah didasarkan pada
pembentukan senyawa kompleks berwarna biru kehijauan yang diukur pada daerah
visible. Tannin merupakan senyawa yang cenderung polar sehingga ekstraksi
dengan etanol dapat mengekstrak senyawa tannin secara optimal (Septiana dan Ari.,
2012).

Hubungan antara aktivitas antibakteri nanoemulsi ekstrak etanol lengkuas
merah dengan kandungan tannin ada pada jumlah gugus hidroksilnya dan berkaitan
dengan toksisitasnya terhadap mikroorganisme. Banyaknya gugus hidroksil (OH)
pada senyawa tannin maka penghambatan mikroorganisme akan semakin kuat.
Mekanisme penghambatan oleh senyawa tannin berkaitan dengan target
penyerangan senyawa tannin terhadap peptidoglikan yang merupakan penyusun
dinding sel bakteri. Tannin akan mengganggu sintesis peptidoglikan yang
menyebabkan pembentukan dinding sel menjadi tidak sempurna dan
mengakibatkan inaktivasi sel bakteri pada sel inang (Fitriah, dkk., 2017). Dinding
sel yang tidak sempurna menyebabkan pemblokiran aliran nutrient pada bakteri
yang menyebabkan kematian sel. Mekanisme ini dinilai lebih baik karena

menyebabkan kematian sel semakin cepat (Damayanti, dkk., 2016).



BAB IV
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil kesimpulan:

1.

Hasil maserasi menunjukkan adanya pengaruh nyata variasi waktu dan
volume pelarut terhadap hasil rendemen (P<0,05) dengan hasil optimum
pada waktu maserasi 30 jam dengan rendemen 3,707% dan volume 600 mL
dengan rendemen 3,205%.

Nanoemulsi ekstrak lengkuas merah berhasil disintesis menggunakan
metode gelasi ionik, dengan rasio 5:1:1 antara kitosan 0,1 %, Na-TPP 0,1%,
ekstrak 12,5%, dan rasio 5:1 antara kitosan 0,1% dan ekstrak 12,5%.
Karakterisasi menggunakan instrumen Particle Size Analyzer (PSA)
menunjukkan nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak memililiki ukuran 320,3 mm
dengan Pl 0,488 dan nanoemulsi CS/Ekstrak memiliki ukuran 412 nm
dengan P10,333.

Nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak dan CS/Ekstrak memiliki stabilitas yang baik,
homogen pada pH 4.

Nanoemulsi ekstrak lengkuas merah memiliki aktivitas antibakteri
Klebsiella pneumoniae dengan penghambatan sedang.

Skrining fitokimia menunjukkan senyawa metabolit sekunder dalam
rimpang lengkuas merah yaitu alkaloid, tannin, dan steroid.

Uji kadar tannin dilakukan menggunakan spektrofotometer Uv-Vis dengan

kadar tannin sebesar 29,7262 ppm.

6.2 Saran

Disarankan kepada peneliti selanjutnya utuk mendeteksi jenis senyawa yang

ada dalam rimpang lengkuas merah, optimasi konsentrasi minimum ekstrak

lengkuas merah yang dang dapat menghambat pertumbuhan bakteri, pemilihan

pelarut pembuatan nanoemulsi yang aman dalam uji antibakteri. Uji stabilitas fisik

lebih lanjut menggunakan PSA. Sehingga, diketahui senyawa, konsentrasi rimpang

lengkuas merah yang berperan sebagai antibakteri, dan pelarut yang aman dalam
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pembuatan nanoemulsi serta uji antibakteri.uji aktivitas antibakteri nanoemulsi
ektrak lengkuas merah dilakukan selama 3 hari sehingga diketahui zona hambat
yang dihasilkan setiap penambahan hari. Stabilitas ukuran nanoemulsi selama
penyimpanan. Selain itu perlu dilakukan uji pelarutan nanoemulsi Kkitosan

menggunakan asam untuk mengetahui degradasi naoemulsi
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Dokumentasi penelitian

Positif steroid

Ekstrak kasar lengkuas Negatif saponin

Media uji antibakteri Suspensi bakteri Standar Mc. Farland
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Lampiran 2. Hasil determinasi tanaman

” UNIVERSITAS GADJAH MADA

N8y  FAKULTAS FARMASI
»  Sekip Utara, Yogyakarta 55281 Telp Fax. +62 274 543120
" hitp /Marmasi ugm ac id. E-mad tarmasi@ugm ac d

SURAT KETERANGAN
No: (2 K11 /UNUFFABFPT2019

Yth. Sdri. Nurul Ningtyas Indriani 8 November 2019
NIM. 16612030
Fukultas MIPA ULI

Yogyakarta

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi sampel yang Savdara Kirimkan ke Depantemen
Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi UGM, adalah :

No.Pendaftaran Jenin  Suku !

143 Alpinia purpurata (Vieill) K. Schum Zingibernceae ]
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LAMPIRAN 3. Perhitungan % rendemen maserasi variasi waktu

a. 3jam
Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
- berat sampel

X 100%

_ 22548
100 g

=2,254 %

Pengulangan 2

21244gx 100%

—— x 100%

R =

=2,244%
Pengulangan 3
2,218 g

R= Toog X 100%

10
=2,218%
b. 6jam
Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
B berat sampel

x 100%

_22%88 , 100%
100 g
=2,438 %
Pengulangan 2
R= 21420 22209y 100%
=2,420%
Pengulangan 3
R= 21400 Iy 100%
=2,400%
c. 12 jam

Pengulangan 1
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_ berat ekstrak kental

berat sampel

3,030g
"~ 100g

= 3,030 %

Pengulangan 2

rR=22219y 100%

X 100%

100 g
=3,021%
Pengulangan 3
R =229y 100%
100 g
=2,990%
18 jam

Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
- berat sampel

. 2,659g
"~ 100g

= 2,659 %
Pengulangan 2

X 100%

X 100%

2,613 g
100 g

=2,613%

Pengulangan 3

R =

,5
R =222%9, 100%
100 g

=2,594%

x 100%

X 100%
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e. 24 jam

f.

Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
- berat sampel

X 100%

_3211g
"~ 100g

=3,211%

Pengulangan 2

3,160
I% 100%
100 g

=3,160%
Pengulangan 3

R=22%°9, 100%
100 g

x100%

R =

= 3,146%

30 jam
Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
B berat sampel

R x 100%

_3715g
"~ 100g
=3,715%

Pengulangan 2

x 100%

3,710
R=2""9% 100%
100 g

=3,710%

Pengulangan 3

3,695
Iy 100%
100 g

= 3,695%

R =
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Lampiran 4. Perhitungan % rendemen variasi volume pelarut

a. 400 mi

Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental

x 100%
berat sampel
5
= 12209 5 100%
100 g
=1,526 %
Pengulangan 2
8
R= 114 29 % 100%
=1,484%
Pengulangan 3
1,408
R=—1 gx 100%
=1,408%
b. 500 ml
Pengulangan 1
_ berat ekstrak kental x 100%

berat sampel

_2132¢
"~ 100g

=2,132%

Pengulangan 2

x100%

R= 21107 21979, 100%

=2,107 %

Pengulangan 3

PR 100%

2077g
10

=2,077%

R =




C.

d.

600 ml
Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
- berat sampel

X 100%

3230g
"~ 100g

= 3,205%

Pengulangan 2

3,198
I% 100%
100 g

=3,198%
Pengulangan 3

R =22829, 100%
100 g

x 100%

R =

=3,189%

700 ml

Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
B berat sampel

R x 100%

_2,340g
"~ 100g
=2,340 %

Pengulangan 2

X 100%

x 100%

2,263 g
100 g

=2,263%

R =

Pengulangan 3

2,255
Iy 100%
100 g

=2,255%

R =
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e. 800 ml

f.

Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
- berat sampel

X 100%

2340g
"~ 100g

=2,340%

Pengulangan 2

2,308
I% 100%
100 g

=2,308%
Pengulangan 3

2,277
I% 100%
100 g

x 100%

R =

R =

=2,27TT%

900 ml

Pengulangan 1

_ berat ekstrak kental
B berat sampel

R x 100%

_1577g
"~ 100g
=1577%

Pengulangan 2

1,536
Iy 100%
100 g

=1,536%

x 100%

R =

Pengulangan 3
1,508

I% 100%
100 g

=1,508%

R
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Lampiran 5. Analisis statistika normalitas, homogenitas dan ANOVA maserasi

variasi waktu

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Waktu Statistic df Sig. Statistic df Sig.
rendemen 3 jam .280 3 .938 3 .520]

6 jam 181 3 .999 3 .942

12 jam .303 3 .908 3 413

18 jam 273 3 .946 3 .550]

24 jam .307 3 .903 3 .394

30 jam .292 3 .923 3 463
a. Lilliefors Significance Correction

Descriptives
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper Maximu
N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum m

3 jam 3| 2.23867 .018583| .010729 2.19250 2.28483 2.218 2.254
6 jam 3| 2.41933 .019009| .010975 2.37211 2.46655 2.400 2.438
12 jam 3] 3.01367 .020984| .012115 2.96154 3.06579 2.990 3.030
18 jam 3| 2.62200 .033422| .019296 2.53898 2.70502 2.594 2.659
24 jam 3| 3.17233 .034210( .019751 3.08735 3.25732 3.146 3.211
30 jam 3| 3.70667 .010408| .006009 3.68081 3.73252 3.695 3.715
Total 18] 2.86211 .510576( .120344 2.60821 3.11601 2.218 3.715




Test of Homogeneity of Variances

Rendemen
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.413 12 .288

ANOVA

Rendemen
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 4.425 5 .885 1.499E3 .000
Within Groups .007 12 .001
Total 4.432 17
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Lampiran 6. Analisis statistika bormalitas, homogenitas dan ANOVA maserasi

variasi volume pelarut

Tests of Normality

volume Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

pelarut Statistic df Sig. Statistic df Sig.
rendemen 400 ml 242 3 973 3 .685

500 ml 191 3 .997 3 .900]

600 ml .290 3 .926 3 A75

700 ml .355 3 .820 3 .163

800 ml 176 3 1.000 3 .982

900 ml 216 3 .988 3 .793
a. Lilliefors Significance Correction

Descriptives
rendemen
95% Confidence Interval
Std. Std. for Mean
N Mean Deviation Error |Lower Bound|Upper Bound|Minimum |Maximum

400 ml 3| 1.47267 .059811| .034532 1.32409 1.62124 1.408 1.526
500 ml 3| 2.10533 .027538| .015899 2.03693 2.17374 2.077 2.132
600 ml 3| 3.20500 .022338| .012897 3.14951 3.26049 3.187 3.230
700 ml 3| 2.28600 .046936| .027099 2.16940 2.40260 2.255 2.340
800 ml 3| 2.30833 .031501| .018187 2.23008 2.38659 2.277 2.340
900 ml 3| 1.54033 .034704| .020036 1.45413 1.62654 1.508 1.577
Total 18] 2.15294 .593370] .139859 1.85787 2.44802 1.408 3.230




Test of Homogeneity of Variances

rendemen
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.004 12 456

ANOVA

rendemen
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 5.967 5 1.193 775.414 .000
Within Groups .018 12 .002
Total 5.985 17
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Lampiran 7. Hasil Karakterisasi PSA

. LABORATORIUM PENGUINAN OBAT, MAKANAN DAN KOSMETIK
UNIVERSITAS ISLAM INDONESIA
- S — Tew @274 BORT Wan [RII4 BGAIY
SERTIFIKAT PENGUJIAN,. oo romanann
TEST CERTIFIED ‘ammas 3o 2
TEST RESULT
_No | Nama Kode | Label | Parameter | Satuan | Hasi Metode Uji
R A=
i |Cw TPP LM |OTOCIPSAN20 | LIRT | ! E 4120 | menggunakan
: l ]
Keterangan *
Yogyakarta. Februan 2020
Manajer Tekns
NIP 086130404
Cotatar ' Manl pergueen 1 Nacyd Devans st
Notes Thte W3 sl 2mv Orvy vERD R TN O ST

a
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Lampiran 8. Hasil karakterisasi PSA CS/Ekstrak

HOR'BA HORIBA SZ-100 for Windows [Z Type)] Ver2 00
b2 ientiti
010.C.PSA.I1.2020.nsz
Measurement Results
Date : Friday, February 21, 2020 1:48:15 PM
Measurement Type : Particle Size
Sample Name : Chiclm
Scattering : 90
Temperature of the Holder : 248°C
Dispersion Medium : 0.898 mPas
Transmission Intensity before Meas. : 28984
Distribution Form : Standard
Distribution Form(Dispersity) : Monodisperse
Representation of Result : Scattering Light Intensity
Count Rate 1355 kCPS
Calculation Results
mu- |SPAmaRatio . Mesn | 80  Mode
| 1.00 185nm | 124nm 4275 nm
} | - — . — . — T
] -~ - " - - — "
Yotal | 1.00 Wilom | 1Mbem 4TS om
Cumulant Operations
Z-Average 412.0 nm
[ 0333
10 /- 2
1 A g
-~ 14 J <
~ ’}5 "’ 4 -” &
it 10 i/ \\ -80 :
i & (/) e §
g 6 1, \ 0 4
[ 4 i/ \ - -
2 /i \ ~10
04 ey "y oy CRRRD ALy @
o1 1 10 100 1000 10000
Diamneter (nm)
e i 2 [ D | b JLOW M. } 3 3 4
it ‘:323:": 1 :I. W [iee 1 meh
S5 BIEES ES SeN B B BE R G
a4 e s “aa T i ; i
3 b rm i . i
HIw 1"”:*1!_;*’_‘7‘?_““?] == ‘}‘ I 8' 1 l. §= {- ‘:==
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Lampiran 9. Hasil karakterisasi nanoemulasi CS/TPP/EKkstrak

Boeimntific

SZ-100
009.C.PSA.11.2020.nsz

Measurement Results
Date
Measurement Type
Sample Name
Scattering Angle
Temperature of the Holder
Dispersion Medium Viscosity
Transmission Intensity before Meas.
Distribution Form

)

Distribution
Representation of Result
Count Rate
Calculation Results

| PoakNo, SPAmafatio  Mean 80
1 1.00 | 8208 nm |
2 ! - - Am
3 - —~ m
| Total 1.00 | 8209 nm
Cumulant Operations
Z-Average
Pl

10-

16
=
12°

10
._

Frequency

ﬁa.-«-dﬁqq‘

S

]

Pelulalatd

HORIBA SZ-100 for Windows [ Type] Ver2.00

: Friday, February 21, 2020 1:41:07 PM
: Particle Size

: Chi:TPP:LM

: 90

: 249 °C

: 0.897 mPas

: 32904

: Standard

: Monodisperse

: Scattering Light Intensity
: 769 kCPS

Vooe
430 4 nem
v
— nm
430 4 nm

—
"e— s
'3'e'e'Y'E
Undersize ()




LAMPIRAN 10. Uji stabilitas nanoemulsi

a. Suhu ruang

suhu ruang
Waktu - .

Pengamatan Kitosan/ekstrak/NaTPP Kitosan/ekstrak

pH | Bau Keadaan Ph | Bau Keadaan
Minggu 0 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
Minggu 1 4 | Asam | Homogen 4| Asam | Homogen
Minggu 2 4 | Asam | Homogen 4| Asam | Homogen
Minggu 3 4 | Asam | Homogen 4| Asam | Homogen
Minggu 4 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
b. 6°C

K 6°C

Per\{g:n:;tan Kitosan/ekstrak/NaTPP Kitosan/ekstrak

pH | bau Keadaan pH | Bau Keadaan
Minggu O 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
Minggu 1 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
Minggu 2 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
Minggu 3 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
Minggu 4 4 | Asam | Homogen 4 | Asam | Homogen
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LAMPIRAN 11. Perhitungan pembuatan media uji dan pengamatan zona hambat
1. Perhitungan media MHA

500 gram _ X

13,1 liter 0,2 liter

100 g/L =13,1L.x
100

X _100g/L
13,1L

X =764¢

2. Pengamatan zona hambat nanoemulsi CS/TPP/Ekstrak.

Diameter Zona Hambat |

pengulangan Chi- ampicillin  eritromisin Krosgh penyalut
TPP- (kontrol +)  (kontrol +) % (kontrol -)
ekstrak (kontrol -)
1 9.1 10.4 33.8 9.1 9.5
2 9.1 10.9 34.4 9.8 9.3
3 9.1 10.1 25.9 9.1 9.8
Rata-rata 9.1 10.5 31.4 9.3 9.5

Sample analysed with SCAN 500®, version 8.0.5.0

Sample analysed with SCAN 5008, version 8.0.5.0 Sample analysed with SCAN 5008, version 8.0.5.0
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1. Pengamatan zona hambat nanoemulsi CS/Ekstrak

Diameter zona hambat

pengulangan

chitosan-ekstrak ampicillin  eritromisin Kitosan
1 9.5 11.4 28.2 10.0
2 9.5 11.4 32.6 9.5
3 9.5 11.6 26.4 9.5

rata -rata 9.5 11.5 29.1 9.7




LAMPIRAN 12. Uji Kruskal-Waillis CS/TPP/Ekstrak

1. Uji normalitas CS/TPP/Ekstrak

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlakuan Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
zona hambat ampicillin .232 3 . .980 3 726
eritromisin .363 3 . .803 3 121
kitosan 1% .385 3 . .750 3 .000
penyalut .219 3 . .987 3 .780

a. Lilliefors Significance Correction

b. zona hambat is constant when perlakuan = cs/tpp/ekstrak. It has been

omitted.

2. Uji Kruskal-Waillis

Ranks

perlakuan N Mean Rank

zona hambat  cs/tpp/ekstrak 3 3.00
ampicillin 3 11.00
eritromisin 3 14.00
kitosan 1% 3 4.83
penyalut 3 7.17
Total 15

Test Statistics?P?

Chi-Square 12.580

Df 4

Asymp. Sig. .014

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:

perlakuan
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LAMPIRAN 13. Uji Kruskal-Waillis CS/Ekstrak
1. Uji normalitas

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
zona hambat ampicillin .385 3 . .750 3 .000]
eritromisin 274 3 . .945 3 .546
kitosan 1% .385 3 . .750 3 -000}

a. Lilliefors Significance Correction

b. zona hambat is constant when perlakuan = cs/ekstrak. It has been omitted.

2. Uji Kruskal-Waillis

Ranks
perlakuan N Mean Rank
zona hambat  cs/ekstrak 3 3.00
ampicillin 3 8.00
eritromisin 3 11.00
kitosan 1% 3 4.00
Total 12

Test StatisticsaP

zona hambat

Chi-Square 10.211
Df 3
Asymp. Sig. .017

a. Kruskal Walllis Test

b. Grouping Variable:

perlakuan
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LAMPIRAN 14. Uji kadar tannin
2. Larutan standar asam tanat
a. Konsentrasi 100 ppm
V1.M1 =V2.M2

V1. 1000 ppm =50 ml. 100 ppm
vV 50 ml. 100 ppm
1 _

1000 ppm
V1 =5ml

b. Konsentrasi 80 ppm
Vi.M1 =V2.M;
V1. 100 ppm =10 ml. 80 ppm

_10ml. 80 ppm

Vi1
100 ppm

V1 =8 ml

c. Konsentrasi 60 ppm
Vi.M1 =V2.M;
V1. 100 ppm =10 ml. 60 ppm

10 ml. 60 ppm
V1 R
100 ppm

V1 =6 ml

d. Konsentrasi 40 ppm
V1.M1 = Vo.M
V1. 100 ppm =10 ml. 40 ppm

10 ml. 40 ppm
V1 = e
100 ppm

V1 =4 ml

e. Konsentrasi 20 ppm

V1.M1 =V2.M2

V1. 100 ppm =10 ml. 20 ppm

Vi :10 ml. 20 ppm
100 ml

V1 =2ml



3. Perhitungan kadar tannin

konsentrasi
(ppm) Abs (nm)
20 0.049
40 0.114
60 0.168
80 0.227
100 0.275

Persamaan regresi yang didapatkan adalah y = 0.0028x - 0.0029

a.

Pengulangan 1

y = 0.0028x - 0.0029
0,074 =0.0028x - 0.0029

0,0769 = 0,0028x
X = 27,4643

Pengulangan 2

y =0.0028x - 0.0029
0,087 =0.0028x - 0.0029

0,0899 = 0,0028x
X = 32,1071
Pengulangan 3

y =0.0028x - 0.0029
0,080 =0.0028x - 0.0029

0,0829 = 0,0028x
X =29,60
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