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ABSTRAK

Pujiastuti, Novita Indriana. 2022. Uji Aktivitas Antibakteri Pseudomonas aeruginosa
dan Stabilitas Fisik Gel Ekstrak Daun Kelor (Moringa Oleifera) Dengan
Metode Ultrasonik. Pembimbing I: Eny Yulianti, M.Si; Pembimbing Agama:
Susi Nurul Khalifah, M.Si

_____________________________________________________________________________________________________________|]
Kata Kunci: Daun kelor, ekstraksi ultrasonik, hidrogel, bakteri, kestabilan

Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri yang dapat menginfeksi
luka pada kulit, seperti luka bakar, luka sayatan maupun luka lecet. Daun kelor (Moringa
oleifera) merupakan tanaman yang banyak tumbuh di Indonesia. Beberapa penelitian
menyatakan daun ini mengandung senyawa yang dapat berfungsi sebagai antibakteri dan
antimikroba, namun di Indonesia belum dimanfaatkan secara maksimal oleh masyarakat
sehingga dibuat penelitian terbaru dalam bentuk sediaan gel. Tujuan dari peneltian ini
adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri gel ekstrak daun kelor terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan mengetahui pengaruh variasi konsentrasi ekstrak daun kelor
terhadap satbilitas fisik sediaan gel kelor.

Metode penelitian ini dilakukan uji fitokimia pada ekstrak daun kelor dengan
pelarut etanol dan menggunakan metode ekstraksi ultasonik. Menggunakan kombinasi
konsentrasi ekstrak kelor, yaitu 500, 750, 1000 dan 1250 ppm dibentuk dalam formulasi
gel dengan gelling agent CMC Na dan diuji stabilitas fisik berupa organoleptis, daya sebar,
daya lekat, pH, homogenitas, dan viskositas. Kemudian dilakukan uji antibakteri terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa. Data fitokimia ekstrak dan kualitas fisik sediaan
dianalisis secara deskriptif.

Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak daun kelor mengandung metabolit
sekunder berupa flavonoid, steroid, tannin dan saponin. Menghasilkan aktivitas antibakteri
tertinggi terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dalam bentuk ekstrak dengan
konsentrasi 1250 sebesar 2, 27 mm dan dalam bentuk gel sebesar 3, 03 mm. Pada hasil uji
pengaruh variasi konsentrasi ekstrak menghasilkan gel yang homogen dengan pH 5 dan
mempengaruhi stabilitas fisik meliputi viskositas, daya sebar, dan daya lekat dari sediaan.
Pada konsentrasi 1250 ppm memiliki viskositas terendah sehingga daya lekat rendah dan
daya sebar semakin besar. Namun pengaruh dari ekstrak terhadap gel masih sesuai dengan
SNI.
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ABSTRACT

Pujiastuti, Novita Indriana. 2022. Antibacterial Activity Test of Pseudomonas
aeruginosa and Physical Stability of Moringa Leaf Extract Gel (Moringa
Oleifera) Using the Ultrasonic Method. Advisor I: Eny Yulianti, M.Si;
Religious Advisor: Susi Nurul Khalifah, M.Si

Keywords: Moringa leaves, ultrasonic extraction, hydrogel, bacteria, stability

Pseudomonas aeruginosa is one of the bacteria that can infect wounds on the skin,
such as burns, cuts and abrasions. Moringa leaf (Moringa oleifera) is a plant that is widely
grown in Indonesia. Several studies have stated that this leaf contains compounds that can
function as antibacterial and antimicrobial, but in Indonesia it has not been used optimally
by the community so that new research is made in the form of gel preparations. The purpose
of this study was to determine the antibacterial activity of Moringa leaf extract gel against
Pseudomonas aeruginosa bacteria and determine the effect of variations in the
concentration of moringa leaf extract on the physical stability of moringa gel preparations.

In this research method, phytochemical tests were carried out on Moringa leaf
extract using ethanol as a solvent and using an ultrasonic extraction method. Using a
combination of moringa extract concentrations, namely 500, 750, 1000 and 1250 ppm, it
was formed in a gel formulation with the gelling agent CMC Na and tested for physical
stability and characterized by FTIR. Then an antibacterial test was carried out on
Pseudomonas aeruginosa bacteria. Data for phytochemical extracts and physical quality of
preparations were analyzed descriptively.

The results showed that moringa leaf extract contained secondary metabolites in
the form of flavonoids, steroids, tannins and saponins. Produced the highest antibacterial
activity against Pseudomonas aeruginosa bacteria in the form of an extract with a
concentration of 1250 of 2.27 mm and an extract gel of 3.03 mm. In the test results, the
effect of varying the concentration of the extract on the preparation affects the physical
stability including viscosity, spreadability, and adhesion of the preparation. At a
concentration of 1250 ppm it has the lowest viscosity so that the adhesive power is low and
the spreading power is greater. However, the effect of the extract on the gel is still in
accordance with SNI.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infeksi merupakan salah satu penyakit atau masalah dalam bidang kesehatan
yang terus berkembang seiring dengan berjalannya waktu. Infeksi ini dapat
disebabkan oleh bakteri, virus, dan jamur. Spesies bakteri yang mampu
menimbulkan penyakit atau yang bersifat patogenik lebih dari 50 spesies. Adapun
bakteri gram negatif yang dapat menyebabkan infeksi adalah bakteri Pseudomas
aeruginosa. Bakteri Pseudomonas aeruginosa ini sering menjadi infeksi kulit,
terjadi pada luka sayatan, luka bakar ataupun luka karena lecet. Luka yang teradapat
bakteri ini akan sulit sembuh dan menimbulkan efek tertentu, seperti infeksi bakteri
ini pada luka bakar menimbulkan nanah yang berwarna hijau kebiruan dan juga
luka yang ditimbulkan setelah pembedahan jika terinfeksi bakteri ini akan
menimbulkan lesi dan terbentuk bercak nekrotik yang akhirnya dapat berlanjut ke
penyakit sistemik (Ananto, dkk., 2015).

Pseudomas aeruginosa dapat diobati oleh beberapa antibiotik, namun
penggunaan antibiotik berlebih dapat menyebabkan efek samping, sehingga
dilakukan berbagai upaya untuk mencari alternatif lain dalam mengobati infeksi,
salah satunya yaitu dengan menggunakan obat tradisional. Senyawa alami yang
banyak digunakan sebagai antibakteri biasanya mengandung flavonoid, tannin,

steroid, polifenol, terpenoid, alkaloid, dan saponim .



Allah  SWT menciptakan tanaman kelor dengan berbagai manfaat
terkandung didalamnya, seperti dalam firman-Nya, Allah SWT menjelaskan dalam

Q.S Asy-syu’araa ayat 7:

g%

‘%V%}f;”ﬁw%’w‘;u@m Ji 15 45

Artinya:” Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuhan yang baik? (Q.S.
Asy-syu’araa’ 26:7)

Menurut Shihab (2002) dalam tafsir Al-misbah Q.S Asy-syu’araa’ ayat 7
mengundang manusia untuk merenungi dan mengamati ciptaan Allah di bumi. Dari
bumi Allah ciptakan berbagai macam tumbuhan yang baik demi kemaslahatan
manusia. Tumbuhan yang baik memiliki arti tumbuhan yang bermanfaat bagi
mahkluk hidup, dapat digunakan sebagai bahan makanan bagi manusia dan ternak
serta tanaman yang dapat digunakan sebagai pengobatan.

Salah satu bahan alam yang dapat digunakan sebagai antibakteri yaitu daun
kelor. Menurut Rizkayanti, dkk., (2017) daun kelor memiliki manfaat sebagai
antioksidan dimana dapat mempercepat penyembuhan berbagai macam penyakit,
dapat bermanfaat sebagai antibakteri dan antimikroba. Menurut penelitian Salim
dan Eliyarti (2019) daun kelor mengandung senyawa sekunder yang dapat
berfungsi sebagai antimikroba, seperti flavonoid, saponim, tannin dan polifenol.
Pada penelitian yang dilakukan oleh Yunita, dkk., (2020) daun kelor memiliki
aktivitas antibakteri dikarenakan daun kelor mengandung senyawa flavonoid,
alkaloid, saponin, tannin dan terpenoid. Menurut Yati, dkk., (2018) metabolit

sekunder tersebut juga dapat bertindak sebagai antioksidan. Suatu senyawa yang



digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan bakteri disebut antibakteri

(Cholifah, dkk., 2020).

Berdasarkan penelitian Yunita, dkk., (2020) daun kelor ekstrak etanol
dengan konsentrasi lebih dari 4% memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Pseudomas aeruginosa. Pada penelitian Widowati dan Efiyati (2014) ekstrak 50%
daun kelor efektif sebagai antibakteri Pseudomas aeruginosa. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Ananto, dkk., (2015) semakin tinggi dosis ekstrak
kelor semakin cepat menutup luka yang disebabkan oleh bakteri Pseudomas
aeruginosa. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Fauziyah (2021) ekstrak
daun kelor dengan kering jemur pada konsentrasi 1250 pg/ml dapat menghasilkan
zona hambat sebesar 5,9 mm dengan LCsp sebesar 183,115 ppm. Penelitian
Abalaka, dkk., (2012) melakukan penelitian dengan ekstrak daun kelor sebanyak
20 mg/ml menghasilkan zona hambat sebesar 20+0,04 mm. Berdasakan penelitian
yang telah dilakukan oleh Yunita, dkk., (2020) daun kelor dengan menggunakan
pelarut etanol dalam ekstrasi dapat menarik sebagian besar senyawa aktif yang
terkandung pada daun kelor tersebut. Menurut Vinoth, dkk., (2012) aktivitas
antibakteri daun kelor yang menggunakan ekstak etanol lebih baik dibanding
dengan menggunakan ekstak menggunakan air dan kloroform. Menurut penelitian
Wigunarti, dkk., (2019) ekstrak etanol 96% lebih baik dari pada ekstrak n-heksana
terhadap bakteri E.Coli. Pada penelitian Issa, dkk., (2021) ekstrak etanol pada daun
kelor menghasilkan lebih banyak efek penghambatan pada bakteri E. coli dan P.
aeruginosa. Penelitian Tutik, dkk., (2018) ekstrak etanol daun kelor memiliki

kandungan antioksidan terbesar dibanding dengan ekstrak n-hexan dan etil asetat.



Metode ekstraksi digunakan dengan bantuan gelombang ultrasonik,
gelombang ini memiliki frekuensi lebih besar dari 16-20 kHz. Metode ini
menggunakan perambatan energi melalui gelombang dengan cairan sebagai media
rambatnya yang akan menimbulkan efek kavitasi, sehingga dapat memecah dinding
sel bahan dan didapatkan ekstrak maksimal dengan waktu yang lebih singkat
(Winata dan Yunianta, 2015). Metode ini lebih efektif dan efisien apabila
dibandingkan dengan metode konvensional seperti maserasi, yang umumnya
memiliki kelemahan, seperti lamanya waktu ekstraksi yang dibutuhkan. Ekstraksi
dengan metode ini dapat menghasilkan rendemen yang lebih banyak serta waktu
yang dibutuhkan lebih singkat (Sholihah, dkk., 2017). Menurut Wahyuni dan
Widjanarko (2015) dan proses ekstraksi dengan menggunakan sonikasi lebih
efiseien dan efektif dibanding ekstraksi dengan mengunakan metode maserasi dan

soxhlet.

Salah satu cara untuk meningkatkan efektivitas penggunaan daun kelor
adalah dengan melakukan formulasi ekstrak daun kelor dalam bentuk gel. Ekstrak
etanol daun kelor dijadikan dalam bentuk gel, idealnya mudah dioleskan, mudah
dibersihkan, tidak mengiritasi dan dapat melembabkan karena kandungan air
banyak serta memiliki efek sejuk. Kemampuan melembabkan suatu sediaan gel
dapat memberikan efek melembutkan, menghilangkan garis dan kerutan. Ekstrak
etanol daun kelor dalam bentuk gel dalam penelitian Ananto, dkk., (2015) dapat
mengurangi lebar luka tikus yang disebakan oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa
sebesar 45%. Selain memiliki efek antimikroba, gel ekstrak etanol daun kelor
mengandung antioksidan hingga 178,236 ppm yang dapat memperbaiki sel-sel kulit

yang rusak akibat radikal bebas sehingga dapat membuat kulit lebih halus



(Hasanah, dkk., 2017). Berdasarkan beberapa pernyataan tersebut penelitian ini
dilakukan uji aktivitas gel ekstrak etanol daun kelor terhadap bakteri Pseudomonas

aeruginosa dan evaluasi sifat fisik sediaan gel.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana aktivitas ekstrak daun kelor dan sediaan gel (hidrogel) ekstrak
daun kelor terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa?
2. Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi ekstrak daun kelor terhadap

stabilitas sediaan gel?

1.3 Tujuan

1. Untuk mengetahui pengaruh antimikroba ekstrak dan sediaan ekstrak daun
kelor terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.
2. Untuk mengetahui pengaruh variasi konsentrasi ekstrak daun kelor terhadap

stabilitas sediaan gel.

1.4 Batasan Masalah

1. Daun kelor yang digunakan berasal dari Banyuwangi dengan CV
kelorwangi berkah melimpah.

2. Bakteri uji yang digunakan adalah Pseudomoas aeruginosa.

3. Variasi konsentrasi ekstrak yang dilakukan adalah 500 ppm, 750 ppm, 1000
ppm dan 1250 ppm.

4. Stabilitas fisik sediaan gel yang diamati diantaranya adalah organoleptis,

homogenitas, daya sebar, daya lekat, viskositas dan pH.



1.5 Manfaat

1. Dapat memberikan pengetahuan kepada mahasiswa dan masyarakat tentang
ekstrak daun kelor sebagai bahan antimikroba dalam bentuk hidrogel.
2. Penelitian ini diharapkan menghasilkan sebuat produk yang layak medis dan

layak jual dalam skala industri.
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2.1  Tanaman Kelor (Moringa oleifera)

Moringa oleifera atau lebih dikenal dengan tanaman kelor di Indonesia
merupakan salah satu tanaman yang sangat berguna karena memiliki manfaat pada
setiap bagian tanamannya, baik batang, daun, biji maupun akarnya dapat digunakan
sebagai bahan baku industri kosmetik, obat-obatan, perbaikan lingkungan serta
antimikroba (Aminah, dkk., 2015). Tidak hanya tanaman kelor yang memiliki
manfaat yang banyak, namun semua tanaman yang diciptakan di dunia memiliki

manfaat, seperti yang dijelaskan dalam firman-Nya dalam surat At-Thaha: 53,
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Artinya: (Tuhan) Yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu, dan
Yang menjadikan bagimu di bumi itu jalan- jalan, dan Yang menurunkan
air (hujan) dari langit. Maka kami tumbuhkan dengan (air hujan itu)
berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam (Qs. Thaha
20: 53).

Menurut Shihab (2002) dalam tafsir Al- Misbah aneka tumbuhan dengan
jenis, bentuk dan rasa yang beragam merupakan hal yang sangat menakjubkan dan
membuktikan keagungan Allah SWT. Tumbuhan diciptakan dengan tujuan
kemaslahatan umat manusia, seperti salah satu sumber pangan untuk memenuhi
kebutuhan manusia adapula yang dapat dimanfaatkan sebagai obat. Dalam tafsir

Al-Maraghi (1994) dijelaskan tanda-tanda kebesaran Allah SWT yang ditunjukan



kepada manusia, salah satunya yaitu dengan ditumbuhkannya berbagai macam
tumbuhan dan buah dari air hujan. Semua ini menunjukan betapa maha kuasa nya
Allah, maha pengatur dan tidak lemah. Ayat ini juga menjelaskan segala penciptaan
yang ditunjukan kepada manusia ditujukan agar manusia senantiasa berfikir dan
merenungkan tanda-tanda kebesaran Allah melalui ciptaan-Nya dan hikmah dibalik
setiap ciptaan-Nya.

Pohon kelor dapat tumbuh di dataran rendah maupun tinggi hingga
ketinggian £ 1000 mdpl. Pohon kelor dapat metolerir bebagai kondisi lingkungan,
sehingga mudah tumbuh, dapat tumbuh dengan baik dengan rentang rata-rata suhu
harian 25- 35 °C, meskipun dapat bertahan pada suhu 48 °C pada musim panas dan
dapat mentolerir embun beku pada musim dingin (Chukwuebuka, 2015). Di
beberapa bagian dunia pohon kelor (Moringa oleifera) dikenal sebagai pohon
kehidupan, pohon lobak, atau pohon stik drum (Arredondo, dkk., 2021). Sebagian
besar dari tanaman kelor dapat diolah, seperti akar kelor sebagai pengganti pakan
ternak dan kebutuhan medis, daun kelor dapat disayur atau diolah menjadi kapsul
sebagai obat serta bunga digunakan untuk keperluan medis dan bijinya bisa

dipanggang atau diolah sebagai cemilan.

2.1.1 Kalsifikasi dan Morfologi Tanaman Kelor (Moringa oleifera)

=

Gambar 2. 1 aun Kelor (Moringa oleifera)



Kelor (Moringa oleifera) adalah salah satu spesies dari tiga belas genus

Moringacae yang paling terkenal. Klasifikasi dari tanaman kelor (Krisnadi, 2015),

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua/dikotil)
Sub Kelas : Dilleniidae

Ordo : Capparales

Famili : Moringaceae

Genus : Moringa

Spesies : Moringa oleifera Lam

Pohon kelor tumbuh cenderung lurus memanjang dengan tinggi 7- 12 m,
memiliki jenis batang berkayu berwarna putih kotor dengan kulit yang tipis dan
permukaan yang kasar, memiliki akar tunggang berwarna putih (Krisnadi, 2015).
Bunga pada kelor ada yang berwarna putih, putih kekuningan atau merah dengan
tudung pelepah bunganya berwarna hijau dan beraroma semerbak. Daun kelor
ukurannya kecil-kecil berbentuk bulat telur dengan tepi daun rata dan tersusun
majemuk dalam satu tangkai. Memiliki buah berwarna hijau ketika masih muda dan
berwarna coklat ketika tua berbentuk panjang sekitar 20-60 cm (Aminah, dkk.,

2015).

2.1.2 Kandungan Senyawa Daun Kelor

Setiap bagian dari tanaman kelor sangat bermanfaat dan mengandung
banyak nutrisi. Salah satu bagian dari tanaman kelor yang banyak dimanfaatkan
yaitu daun kelor. Daun kelor mengandung kaya akan vitamin dan mineral,
diantaranya kalsium, zat besi, protein, vitamin A, vitamin B vitamin C serta asam

amino (Aminah, dkk., 2015). Penelitian lain menyatakan kandungan vitamin C
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pada daun kelor 7x lebih banyak daripada jeruk, mengandung kalsium 4x lebih
banyak daripada susu, vitamin A lebih banyak 3x dibanding pada wortel, 3x
potassium pada pisang dan 2x protein pada yogurt (Chukwuebuka, 2015). Daun
kelor (Moringa oleifera) mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder,
seperti tannin, steroid, triterpenoid, flavonoid, saponim, antarquinon dan alkaloid,

senyawa metabolit sekunder ini berfungsi sebagai antioksidan (Yati, dkk., 2018).

2.1.3 Manfaat Daun Kelor

Daun kelor bermanfaat sebagai farmakologis, yaitu antimikroba,
antijamur, antihipertensi, antihiperglikemik, antitumor, antikanker, anti-inplamasi
(Toma  dan Deyno, 2014). Daun kelor mendukung kesehatan sistem
kardiovaskular, menormalkan gula darah, menetralkan radikal bebas penyebab
kanker, meningkatkan penglihatan, meningkatkan kekuatan tulang dan mendukung
kekebalan tubuh (Chukwuebuka, 2015). Ekstrak daun kelor juga dapat digunakan
sebagai anti diare (Misra, dkk., 2014). Kandungan senyawa metabolit sekunder
dalam daun kelor dapat bertindak sebagai antioksidan, sehingga banyak

dimanfaatkan sebagai obat herbal tradisional (Yati, dkk., 2018).

2.2 ldentifikasi Metabolit Sekunder Daun Kelor
2.2.1 Flavonoid

Flavonoid termasuk kelompok senyawa fenol yang terbesar yang
ditemukan di alam dan sering ditemukan dalam bentuk glikosidanya. Senyawa
flavonoid ini digunakan sebagai pigmen bunga karena berupa zat warna merah,

ungu, biru dan kuning dalam tanaman, zat warna ini berguna untuk menaik
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perhatian serangga sehingga membantu dalam proses penyerbukan. Flavonoid
dalam tumbuhan juga dapat berfungsi sebagai zat pengatur tumbuh, pengatur proses
fotosintesis, zat antimikroba, antivirus dan antiinsektsisda. Flavonoid membentuk

susunan Ce-Cs-Ce yang terdiri dari 15 atom karbon (Nomer, dkk., 2019).

3I
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Gambar 2. 2 Struktur flavonoid (Julianto, 2019)

Sebagai senyawa antibakteri, flavonoid memiliki 3 mekanisme kerja yaitu
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membrane sel dan
menghambat metabolisme energi. Pada mekanisme menghambat sintesis asam
nukleat, cincin A dan B senyawa flavonoid berperan dalam proses interkelasi atau
ikatan hidrogen dengan menumpuk basa asam nukleat sehingga pembentukan DNA
dan RNA terhambat. Pada mekanisme dengan menghambat fungsi membrane sel
flavonoid akan membentuk senyawa kompleks dari protein ekstraseluler dan
terlarut sehingga membrane sel rusak dan senyawa intraseluler akan keluar. Pada
mekanisme dengan menghambat metabolisme dilakukan dengan menghambat
penggunaan oksigen, mencegah pembentukan energi pada membrane sitoplasma
dan menghambat motilitas bakteri (Nomer, dkk., 2019). Senyawa flavonoid dapat
berinteraksi dengan DNA bakteri, dimana hasil dari interaksi tersebut dapat
menyebabkan keruskan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom

dengan membentuk kompleks dengan dinding sel bakteri (Haryati, dkk., 2015).
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Untuk mengetahui ada tidaknya senyawa flavonoid dapat dilakukan
dengan menggunakan uji Wilstater Cyanidin dengan menggunakan serbuk Mg dan
HCL pekat. Jika sampel mengandung senyawa flavonoid maka akan terjadi
perubahan warna menjadi kuning jingga hingga warna merah (Susilowati dan Sari,

2020).

2.2.2 Tanin

Tanin sebagai antibakteri dapat menginaktivasi enzim dan inaktivasi
fungsi materi genetik. Mekanisme tanin sebagai antibakteri yaitu dengan cara
berikatan dengan protein sehingga merusak membrane sel bakteri dan menghambat
enzim reserve transcriptase dan DNA topoisomerase (menggulung) sehingga sel
bakteri tidak terbentuk. Polipeptida dinding sel juga menjadi target dari senyawa
tanin, dapat menyebabkan pembentukan dinding sel menjadi kurang sempurna
sehingga sel bakteri lisis karena tekanan osmotik maupun fisik yang akhirnya akan
mati (Pratiwi dan Gunawan, 2018). Senyawa tanin dapat diidentifikasi dengan
menambahkan larutan FeClz 1%, jika sampel mengandung tanin larutan akan

terbentuk warna coklat kehijauan atau biru kehitaman (Ergina, dkk., 2014).

2.2.3 Terpenoid
O
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Gambar 2. 3 Struktur terpenoid (Julianto, 2019)
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Senyawa terpenoid merupakan hidrokarbon yang berasal dari tumbuhan
dan oksigen terhidrogenasi beserta turunannya (Yadav, dkk., 2014). Senyawa ini
dapat melindungi tumbuhan dari herbivora dan predator karena umumnya senyawa
terpenoid memberikan bau yang kuat (Julianto, 2019). Senyawa ini sebagai
antibakteri bekerja dengan cara bereaksi dengan porin (protein transmembrane)
dimana membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga merusak porin, mengurangi
permeabilitas dinding bakteri sehingga menyebabkan bakteri kekurangan nutrisi
dan pertumbuhan bakteri terhambat hingga mati (Haryati, dkk., 2015). Senyawa
terpenoid dapat diidentifikasi dengan menggunakan reagen Liebermann-Buchard,
dimana jika hasil uji positif ditunjukan dengan adanya pembentukan cincin coklat

yang mengindikasikan adanya pitosterol (Julianto, 2019).

2.2.4 Alkaloid

Alkaloid merupakan salah satu senyawa sekunder dalam tumbuhan yang
terbesar, dapat ditemukan di daun, tunas, akar, biji, buah dan batang. Senyawa ini
mengandung satu atau lebih atom nitrogen sehingga senyawa ini bersifat basa.
Alkaloid banyak digunakan dalam bidang pengobatan karena mempunyai aktivitas

fisiologis (Harbone, 1987).

Gambar 2. 4 Struktur alkaloid (julianto, 2019)
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Senyawa alkaloid sebagai antibakteri memiliki mekanisme merusak
pembentukan peptidoglikan menyebabkan lapisan dinding sel bakteri tidak
terbentuk dengan sempurna dan menyebabkan kematian. Senyawa alkaloid dapat
menyebabkan kematian sel karena perubahan genetik pada DNA yang akan

membuat sel lisis (Kartikasari dan Purwestri, 2021).

Pengujian senyawa alkaloid dapat dilakukan dengan menggunakan dua jenis
reagen/ pereaksi, yaitu pereaksi mayer dan dragendroff. Hasil adanya senyawa
alkaloid dengan menggunakan pereaksi mayer ditandai dengan dihasilkannya
endapan putih, sedangkan dengan dragendroff dihasilkan endapan jingga (Ergina,

dkk., 2014),

2.2.5 Saponin

Gambar 2. 5 Struktur saponin (julianto, 2019)

Senyawa saponin adalah jenis glikosida kompleks yang banyak ditemukan
pada tumbuhan, terdiri dari senyawa hasil kondensasi gula dengan hidroksil
organik, jika dihidrolisis akan menghasilkan gula (glikon) dan non-gula (aglikon).
Saponin memiliki karakteristik berupa buih, karena struktur saponim tersebut yang
menyebabkan seperti sabun (Bintoro, dkk., 2017). Mekanisme dari senyawa

saponin ini sebagai antibakteri yaitu dengan menurunkan tegangan permukaan yang
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akan mengakibatkan permebilitas naik atau kebocoran sel sehingga senyawa
intraseluler keluar. Saponin akan berdifusi melalui mebran luar dan dinding sel
kemudian mengikat mebran sitoplasma sehingga mengurangi kestabilan dan

menyebabkan sitoplasma bocor kemudian sel akan mati (Ngajow, dkk., 2013).

2.3 Ekstraksi Sonikasi

Sonikasi merupakan penerapan penggunaan energi suara untuk
menggerakan partikel dalam sampel untuk berbagai keperluan, seperti ekstraksi
beberapa senyawa dalam tanaman. Pada prosesnya menggunakan gelombang
ultrasonik atau dikenal dengan istilah ultrasonikasi. Karakteristik dari gelombang
ini yaitu memiliki frekuensi lebih dari 20 KHz sehingga tidak dapat didengar oleh
telinga manusia, dapat merambat melalui medium padat, cair dan gas. Ketika
gelombang tersebut ditembakkan kedalam medium cair dapat menyebabkan
kavitasi akustik (Candani, dkk., 2018).

Prinsip dari ekstraksi ultrasonik yaitu peningkatan transfer massa,
dikarenakan penetrasi pelarut ke dalam jaringan lewat efek kapiler meningkat.
Adanya gelombang ultrasonik menyebabkan terbentuknya gelembung kavitasi
pada dinding sel tanaman, gelembung ini akan mudah dipecah oleh sonikasi, efek
dari pecahnya gelembung ini akan meningkatkan pori-pori dinding sel. Hal tersebut
yang mengakibatkan mudahnya pelepasan komponen esensial dalam tumbuhan ke
dalam pelarut. Dengan kata lain, gelombang ultrasonik dapat menyebabkan sel
membengkak sehingga pori-porinya membesar sehingga transfer massa meningkat

dan waktu ekstraksi lebih cepat (Suhaenah dan Nuryanti, 2017). Kelebihan dari
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metode ini yaitu memungkinkan hasil ekstraksi yang tinggi dengan waktu ekstraksi

singkat dan menggunakan pelarut yang lebih sedikit (Buddin, dkk., 2018).

2.4 Antibakteri

Bakteri merupakan salah satu organisme yang sederhana karena hanya
umumnya terdiri dari satu sel (uniselular) dan tidak mempunyai membrane inti
(prokariot). Bakteri dikelompokan menjadi bakteri Gram positif dan negatif
berdasarkan sifatnya terhadap pengecatan Gram untuk melihat respon dinding sel
terhadap cat. Bakteri Gram positif mampu mempertahankan cat utama sedangkan
bakteri Gram negatif tidak mampu mempertahankan cat utama (Hidayat, dkk.,
2018). Suatu zat atau senyawa yang dapat menekan reproduksi atau pertumbuhan

bahkan membunuh bakteri disebut antibakteri (Hidayat, dkk., 2018).

2.4.1 Mekanisme Kerja Antibakteri

Mekanisme kerja antibakteri ini yaitu dengan menghambat pertumbuhan
bakteri oleh senyawa antibakteri dimana senyawa ini dapat merusak dinding sel
bakteri sehingga menghambat pembentukannya atau mengubahnya, perubahan
pereabilitas membran sitoplasma ini yang menyebabkan keluarnya suatu bahan
makanan dalam sel. Senyawa ini juga mengganggu sintesis protein, dapat berupa
mengubah bentuk molekul protein dan asam nukleat, sehingga menghambat kerja
enzim dan proses sintesis asam nukleat dan protein. Bakteri ada yang bersifat
saprofit dan ada pula yang menghasilkan penyakit (Pelczar dan Chan, 2006).

Menurut Rollando (2019) berdasarkan mekanisme kerjanya antibakteri

terbagi menjadi dua, yaitu bakterostatika (menghambat pertumbuhan bakteri) dan
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bakterisida (membunuh bakteri). Ada beberapa target yang dituju pada mekanisme
antibakteri, diantaranya:

1. Perusakan dinding sel

Pada saat pembentukan atau setelah proses pembentukan dinding sel, struktur sel
dirusak. Contohnya antibiotik penisilin yang menghambat pembentukan

mukopeptida untuk sintesis dinding sel mikroba.

2. Pengubahan permeabilitas sel

Membrane sitoplasma berfungsi untuk mempertahankan bagian-bagian tertentu
dalam sel, mengatur aktivitas difusi dan membentuk integritas komponen seluler

sehingga jika dirusak atau diubah akan menghambat pertumbuhan sel.

3. Penghambatan kerja enzim

Aktivitas selular tidak dapat berjalan dengan normal jika kerja enzim dihambat,
seperti sulfonamide yang bersaing dengan PABA sehingga menghalangi sintesis

asam amino esensial dalam sintesis purin dan pirimidin.

4. Penghambatan sintesis asam nukleat dan protein

DNA dan RNA memiliki peran yang penting dalam pembentukan sel bakteri

yang tentunya jika dihambat akan menyebabkan kerusakan sel.

5. Pengubahan molekul protein dan asam nukleat

Sel dapat hidup karena terpeliharanya molekul-molekul protein dan asam
nukleat, senyawa antibakteri dapat mendenaturasi protein dan asam nukleat yang

dapat menyebabkan sel rusak secara permanen.
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2.4.2 Uji Aktivitas Antibakteri

Ada beberapa metode yang digunakan untuk mempelajari aktivitas
antibakteri, yaitu metode dilusi, metode difusi agar, dan metode difusi dilusi.
Metode yang paling sering digunakan dalam analisis aktivitas antibakteri adalah
metode difusi. Metode difusi ini pun memiliki tiga cara, yaitu metode cakram,
metode sumuran, dan metode silinder. Metode difusi ini memiliki prinsip kerja,
yaitu senyawa antibakteri terdifusi ke dalam media padat mikroba uji yang telah
diinokulasikan. Hasil pengamatannya berupa ada tidaknya zona bening yang
terbentuk di sekeliling kertas cakram, dimana zona bening ini menunjukan zona
hambat pertumbuhan bakteri (Lilih, dkk., 2020).

Metode difusi cakram dilakukan dengan menggunakan media untuk
menyerap bahan antimikroba atau kertas cakram yang dijenuhkan ke dalam bahan
uji, kemudian kertas cakram tersebut diletakkan pada permukaan media agar yang
telah diinokulasi mikroba uji, lalu diinkubasi pada suhu 35°C selama 18-24 jam.
Zona bening yang terbentuk menunjukan ada atau tidaknya pertumbuhan mikroba,
jumlah mikroba uji yang ditambahkan pada kertas cakram sebanding dengan
diameter zona bening. Kelebihan dari metode ini yaitu pengujian lebih cepat pada
penyiapan cakram (Lilih, dkk., 2020). Selain itu kelebihan metode ini tidak
memerlukan peralatan khusus sehingga mudah untuk dilakukan dan relatif murah
(Prayoga, 2013). Zona bening yang terbentuk menunjukan kekuatan zat antibakteri
ekstrak yang digunakan, besar zona hambat di daerah kertas cakram dikategorikan

sebagai berikut (Oroh, dkk., 2015).
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Tabel 2. 1 Kategori zona hambat

Diameter Zona Hambat (mm) Kategori
<5 Lemah
5-10 Sedang
10-20 Kuat
>20 Sangat Kuat

Sumber: (Oroh, dkk., 2015)

Kontrol positif yang digunakan yakni siprofloksasin, dimana kepekaan
antibiotik ini terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa diintepretasinya sensitif
(Yunita, dkk., 2020). Siprofloksasin merupakan agen antiinfeksi dari kelas
fluoroquinolone. Mekanisme dari siprofloksasin sebagai antibakteri dimana
golongan quinolone akan memblok sintesis DNA dengan menghambat 2
topoisomerase yaitu topoisomerase Il dan IV. Penghambatan topoisomerase Il
(DNA gyrase) mencegah relaksasi dan pemilinan kumparan positif DNA yang
digunakan untuk transkipsi dan replika normal dan penghambatan topoisomerase
IV berhubungan dengan pemisahan dari replikasi kromosom DNA pada

pembelahan sel (Katzung, 2012).

2.5 Bakteri Pseudomonas aeruginosa
2.5.1 Klasifikasi

Di alam bakteri Pseudomonas aeruginosa tersebar luas, mudah ditemukan
di lingkungan lembab di rumah sakit, bakteri ini multiresisten dimana tidak bisa
diterapi dengan satu macam antibiotik, bersifat saprofit pada manusia yang sehat
dan dapat menimbulkan penyakit saat pertahanan tubuh menurun. Bakteri ini sering
menjadi penyebab infeksi luka, seperti luka sayatan, luka bakar hingga luka paska

pembedahan yang awalnya hanya terlihat lesi bisa berlanjut ke penyakit sistemik.
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Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu obligat aerob, dimana
bakteri ini membutuhkan oksigen untuk tumbuh. Bakteri ini tumbuh dengan baik
pada suhu 37-42 °C dan mudah berkembang pada banyak jenis media pembiakan
(Widowati dan Eliyati, 2014). Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan salah

satu bakteri Gram negatif yang masuk dalam genus Pseudomonas (Todar, 2020).

Kingdom : Bacteria

Filum . Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Pseudomonadales
Familia  : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas

Spesies  : aeruginosa

2.5.2 Morfologi dan sifat

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri oportunistik dimana
bakteri ini tidak menyebabkan penyakit, tetapi dapat menyebabkan penyakit pada
pasien yang memiliki kekebalan tubuh yang buruk. Bakteri ini dapat menginfeksi
bagian anggota tubuh yang tidak memiliki pertahanan normal, seperti kulit yang
terluka (Qureshi, 2017).

Bakteri Pseudomonas aeruginosa ini memiliki bentuk batang dengan
ukuran 0,6 x 2 um, bakteri ini terkadang terlihat membentuk rantai yang pendek,
bakteri tunggal dan berpasangan. Bakteri ini termasuk golongan Gram negatif,
dapat mengoksidasi glukosa/karbohidrat lain namun tidak mampu memfermentasi,
tidak berspora dan mempunyai flagel tunggal pada kutub. Bakteri ini akan tumbuh
dengan baik dengan adanya unsur N dan C serta dengan suhu optimum
pertumbuhannya, yakni 37- 42 °C (Widowati dan Efiyati, 2014). Pseudomonas

aeruginosa dapat dengan mudah tumbuh diberbagai macam tipe media, terkadang
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memiliki bau manis seperti jagung atau anggur. Bakteri ini memiliki koloni bulat,
berwarna kehijauan dan halus (Brooks, dkk., 2013). Pseudomonas aeruginosa
memiliki aktivitas biokimia dan enzimatik yang berbeda-beda tergantung tipe
koloni yang dihasilkannya. Bakteri ini berbentuk koloni kecil dan kasar pada isolat
yang berasal dari tanah, memiliki bentuk koloni halus, rata, menonjol dan bisa
menghasilkan mukoid oleh alginat pada isolat yang berasal dari sampel klinik

(Todar, 2020).

2.6 Gel

Gel merupakan suatu sediaan yang terdiri dari 2 fase, yakni fase padat dan
fase cair (liogel) atau fase padat dan fase gas (serogel). Bahan utama atau basis
sediaan gel dibagi menjadi 2, yaitu lipogel dan hidrogel. Basis gel yang
mengandung air sekitar 80%-90% disebut hidrogel, karena mengandung air yang
banyak, menyebabkan daya sebar gel baik, mudah dibilas air, tidak menyebabkan
pori-pori tersumbat dan tidak mengganggu fungsi fisologis kulit. Basis gel yang
mengandung lemak disebut lipogel, sifatnya mudah tengik meskipun telah diberi
stabilator kimia atau bahan pengawet sehingga basis ini sudah tidak digunakan
kembali (Ansel, 1989).

Sediaan dalam bentuk gel lebih terkenal karena penggunaannya yang lebih
praktis dan mudah meresap (Asngad, dkk., 2018). Sediaan gel karena sifatnya yang
mendinginkan, mudah merata di kulit dan tidak menimbulkan bekas sehingga
banyak digunakan sebagai sistem penghantaran obat (Kusuma, dkk., 2018).
Pembuatan sediaan gel dibutuhkan gelling agent, gelling agent ini digunakan untuk

menjaga konstituen cairan serta padatan dalam suatu bentuk gel yang halus. Gelling
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agent ada bermacam-macam, ada yang turunan dari sleulosa seperti carboxyl methyl
celulosa (CMC), hidroxy propil methyl celulosa (HMPC) dan ada juga yang berasal
dari polimer sintetik seperti Carbopol (Fujiastuti dan Sugihartini, 2015).

Gelling agent Carbopol dan Na-CMC sering digunakan dalam formula gel
karena viskositasnya yang baik. Penggunakan Na CMC sebagai gelling agent dapat
menghasilkan gel yang bersifat netral dengan viskositas yang stabil (Kusuma, dkk.,
2018). Natrium karboksimetil selulosa atau Na CMC merupakan senyawa turunan
selulosa, mempunyai gugus karboksimetil (-CH2 -COOH) yang terikat pada
beberapa kelompok hidroksil dari monomer glukopiranosa yang membentuk rantai
utama selulosa. Na CMC larut dalam air, bersifat penetral atau penstabil karena
mudah terdispersi baik dengan air, dapat meminimalisir perubahan pH. Na CMC
juga memimiliki fungsi sebagai absorbing agent, suspending agent, coating agent,
bahan pengisi pada table dan gelling agent (Rowe, dkk., 2006). Sifat Na CMC
minim daya lengket, daya sebar optimal dan digunakan sebagai stabilizer pH karena

mudah terdispersi dengan air (Rodhiya, 2016).

2.7 FTIR

FTIR atau Fourier Transform Infra Red merupakan spektroskopi dengan
menggunakan infra merah, dimana sampel ditembakkan dengan menggunakan
Sinar inframerah yang dilalukan menembus sampel (Wibisono, 2017). Daerah
inframerah pada gelombang elektromagnetik dimulai dari panjang gelombang
14000 cm hingga 10 cm !, berdasarkan Panjang gelombang tersebut daerah

inframerah dibagi menjadi tiga, yaitu IR dekat dengan panjang gelombang 14000-
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400 cm?, IR sedang dengan panjang gelombang 4000-400 cm™, dan IR jauh dengan
panjang gelombang 400-10 cm™ (Sari, dkk., 2018).

Interaksi antara energi dan materi merupakan prinsip kerja FTIR, di mana
inframerah melewati celah sampel yang berfungsi sebagai pengontrol energi yang
disampaikan ke sampel, setelah melewati celah sampel beberapa inframerah diserap
oleh sampel dan yang lainnnya ditransmisikan melalui permukaan sampel sehingga
lolos ke detektor, sinyal yang terdeteksi akan dikirim ke komputer dan direkam

dalam bentuk puncak-puncak (Sari, dkk., 2018).

2.8  Evaluasi Sediaan Gel
Evaluasi sediaan gel dilakukan dengan beberapa parameter fisika, yaitu,
pengujian organoleptis, homogenitas, daya sebar, daya lekat, viskositas, derajat

asam basa (pH) dan pengujian stabilitas fisik (Slamet, dkk., 2020).

1. Pengujian organoleptis
Pengujian ini terhadap sediaan gel dengan mengamati warna, bau dan
homogenitas. Basis gel yang semula bening dengan adanya penambahan
ekstrak daun kelor akan berubah menjadi warna hijau kekuningan hingga
kehitaman dengan bau khas ekstrak.

2.  Homogenitas
Pengujian ini terhadap gel dengan mengamati perubahan pada sediaan gel.
Sediaan yang baik harus homogen dimana homogen yang dimaksud ialah
bebas dari partikel yang menggumpal.

3. Daya sebar
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Salah satu indikator bahwa sediaan gel mudah dioleskan yaitu dengan
pengujian daya sebar, pengukuran daya sebar dilakukan dengan mengukur
diameter penyebarannya. Dayar sebar Gel yang baik berkisar 5-7 cm.

Daya lekat

Uji daya lekat ini digunakan sebagai indikator kemapuan gel melekat pada
kulit. Lamanya daya lekat yang baik adalah lebih dari 1 detik.

Viskositas

Viskositas merupakan sifat fisik cairan yang menyatakan kekentalan. Stnadar
viskositas gel yang baik berkisar 2000-4000 cps.

Derajat keasaman dan kebasaan (pH)

Sediaan gel yang baik memiliki pH 4-6 sesuai dengan pH kulit.

Cycling test

Metode Cycling test merupakan metode untuk melihat kestabilat fisik gel
setelah adanya perubahan suhu (panas dan dingin) berupa pengamatan

organoleptik, homogenitas dan pH pada waktu tertentu.



BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei - Oktober 2022 di Laboratorium
Kimia Fisika Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

(UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah serangkaian alat
sonikasi, gelas beker, pipet ukur, pipet tetes, gelas ukur, erlenmeyer 250 mL, labu
ukur, bola hisap, botol semprot, spatula, gelas arloji, batang pengaduk, korek api,
bunsen spiritus, kawat ose, cawan petri, penangas air, mikro pipet, blue tip, hot
plate, tabung reaksi, rak tabung reaksi, magnetic stirrer, autoclave, shaker

incubator, lemari asap, oven, lemari es, laminar air flow dan vortex.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah serbuk kelor dari
CV kelorwangi berkah melimpah, media Nutrient Agar (NA), media Nutrient Broth
(NB), inokulum murni Pseudomas aeruginosa, kertas cakram, agquades, spirtus,
kapas, obat Siprofloksasin, alkohol 70%, reagen dragendroff, reagen mayer, serbuk
Mg, reagen Liebermann-Burchad, HCI pekat, kloroform, alumunium foil, plastik

wrap, kertas label, CMC-Na, propilenglikol, gliserin, dan Natrium benzoat.

25



26

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui uji eksperimental di laboratorium secara
kualitatif dan kuantitatif. Penelitian secara kualitatif pada penelitian ini ada dua
tahap, yakni tahap saat masih dalam bentuk ekstrak pada uji fitokimia dan setelah
menjadi produk gel pada uji organoleptis, homogenitas dan pH. Untuk tahap awal
dimulai dengan mengekstrasi serbuk daun kelor dengan menggunakan metode
sonikasi dengan frekuensi 42 kHz selama 20 menit, filtrat di saring dengan
menggunakan kertas whatman dan dipekatkan dengan rotary evaporator.
Selanjutnya, ekstrak daun kelor diidentifikasi senyawa aktifnya, uji yang dilakukan
meliputi: uji flavonoid, uji alkaloid, uji triterpenoid dan steroid, uji tanin, serta uji
saponim. Setelah uji kualitatif yang pertama dilakukan, dilanjutkan dengan
pembuatan hidrogel dan dilakukan uji kualitatif dan kuantitaif berupa uji
organoleptis, homogenitas, uji daya sebar, uji daya pekat, viskositas, pH, uji
stabilitas fisik dan karakterisasi FTIR. Kemudian dilanjutkan uji aktivitas
antibakteri. Uji akivitas antibakteri merupakan uji kuantitatif, diuji dalam bentuk
ekstrak dan sediaan gel aktivitas antibakteri Pseudomonas aeruginosa
menggunakan difusi cakram kertas dengan variasi konsentrasi ekstrak daun kelor
500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm dan 1250 ppm. Diameter zona hambat hasil uji
aktivitas antibakteri diukur dengan jangka sorong atau mistar dan kemudian

dianalisis dengan ANOVA.

3.4 Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian ini antara lain sebgai berikut:

1. Preparasi sampel daun kelor (Moringa oleifera).
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2. Ekstraksi daun kelor (Moringa oleifera) dengan menggunakan metode sonikasi.
3. Identifikasi golongan senyawa aktif dalam daun kelor (Moringa oleifera)
4. Pembuatan hidrogel
5. Analisis aktivitas antibakteri
a. Strelisasi alat
b. Pembuatan larutan kontrol
c. Pembuatan media bakteri
d. Peremajaan bakteri
e. Pembuatan suspensi bakteri uji (inokulum)
f. Uji aktivitas daun kelor (Moringa Oleifera) terhadap bakteri Pseudomas
aeruginosa
6. Uji fisik hidrogel
7. Karakterisasi hidrogel menggunakan spektrofotometer FTIR

8. Analisis Data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Pada peneltian ini sampel yang digunakan adalah serbuk daun kelor yang
berasal dari CV Kelorwangi Berkah Melimpah, kemudian diayak dengan ayakan

90 mesh hingga halus dan homogen.

3.5.2 Ekstraksi Daun Kelor dengan Metode Sonikasi (Jamilah, 2021)
Sebanyak 25 gram sampel dimasukan ke dalam Erlenmeyer dan

ditambahkan pelarut etanol 200 ml kemudian ditutup dengan aluminium foil dan
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disonikasi dengan frekuensi 42 KHz selama 20 menit. Setelah itu filtrat sampel
disaring menggunakan kertas whatman No. 1 dan dipekatkan menggunakan rotary
evaporator vacum hingga dihasilkan ekstrak pekat lalu dihitung rendemennya.

Berat akhir sampel
% Rendemen = x100%
Berat awal sampel

3.5.3 Identifikasi Golongan Senyawa Aktif Daun Kelor (Permatasari, 2021)

Identifikasi golongan senyawa aktif ini dilakukan secara kualitatif,
identifikasi ini digunakan untuk mengetahui jenis senyawa metabolit sekunder
dalam bahan alam. Uji yang dilakukan antara lain:
3.5.3.1 Uji Flavonoid

Ekstrak daun kelor dimasukan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan
dengan pelarutnya sebanyak 1-2 ml, kemudian ditambahkan serbuk Mg dan HCL
pekat sebanyak 4-5 tetes. Adanya flavonoid ditunjukan oleh adanya warna merah
atau jingga.
3.5.3.2 Alkaloid

Ekstrak daun kelor dimasukan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 0,5
mL HCI 2%, larutan tersebut dibagi menjadi dua tabung yang berbeda. Tabung I
ditambahkan reagen Dragendroff sebanyak 0,5 ml, pada tabung Il ditambahkan
reagen Meyer sebnayak 0,5 ml. adanya endapan jingga apada tabung satu dan
endapan kekuning-kuningan pada tabung Il menunjukan adanya alkaloid.
3.5.3.3 Uji Triterpenoid dan Streroid

Ekstrak daun kelor dimasukan kedalam tabung reaksi, dilarutkan dengan 0,5

ml kloroform kemudian ditambah asam asetat anhidrat sebanyak 0,5 ml. campuran
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tersebut ditambah dengan H>SO4 pekat melalui dinding tabung sebanyak 1-2 ml.
Adanya senyawa triterpenoid apabila terdapat cincin kecoklatan atau violet pada
perbatasan dua pelaut dan adanya senyawa steroid ditunjukan terbentuknya warna
hijau kebiruan.
3.5.3.4 Uji Tanin

Ekstrak daun kelor dalam tabung reaksi dilarutkan dengan menambahkan 1-
2 tetes larutan FeClz 1%. Adanya tannin dalam sampel ditunjukan perubahan warna
menjadi hitam.
3.5.3.5 Uji Saponin

Ekstrak daun kelor ditambahkan air dengan perbandingan 1:1 dalam tabung
reaksi, dikocok selama 1 menit kemudian ditambahkan 2-3 tetes HCI 1N. Adanya
saponim ditunjukan oleh terbentuknya busa yang dapat bertahan selama 10 menit

dengan ketinggian 1-3 cm.

3.5.4 Pembuatan Hidrogel (Sayuti, 2015)
Pembuatan hidrogel dibuat dengan bahan dan komposisi pada Tabel 3.1
sebagai berikut,

Tabel 3. 1 Bahan dan komposisi pembuatan hidrogel

Nama Konsentrasi (ug/ml) Fungsi
Bahan Bahan

0 500 750 1000 1250
Ekstrak - 50mg 75mg 100mg 125mg  Zat aktif
daun
CMC-Na 3% 3% 3% 3% 3% Gelling

agent

Propilenglik 15% 15% 15% 15% 15% Humektan
ol
Gliserin 10% 10% 10% 10% 10% Humektan

Natrium 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% Pengawet
benzoat
Aquadest 100ml 100ml 100ml 100 ml 100 ml Pembawa
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Sediaan gel dibuat dengan melarutkan ekstrak daun kelor pada sebagian
aquadest pada suhu 50 °C. Kemudian campurkan CMC-Na dengan sisa aquadest
dan dipanaskan pada suhu 70 °C diatas magnetic stirrer dengan kecepatan 400 rpm,
lalu ditambahkan natrium benzoat hingga larut. Campurkan propilen glikol dan
gliserin dan tambahkan ke campuran CMC Na, tambahkan pula ekstrak cair daun

kelor dan diaduk secara kontinu hingga terbentuk gel.

3.5.5 Analisis Aktivitas Antibanteri
3.5.5.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat dilakukan dengan autokaf pada suhu 121°C selama 15 menit,
untuk strilisasi jarum ose dan pinset dengan cara dibakar diatas api secara langsung
dengan spirtus.
3.5.5.2 Pembuatan Larutan Kontrol

Untuk kontrol negatif digunakan aquades sedangkan kontrol positif
digunakan obat Siprofolaxasin dengan konsentrasi 250 pg/ml.

3.5.5.3 Pembuatan Media
3.5.5.3.1 Media Nutrient Agar (NA)

Nutrient Agar (NA) sebanyak 8,4 gram dilarutkan didalam Erlenmeyer
dengan 300 ml aquades dan ditutup dengan aluminium foil. Kemudian
dihomogenkan diatas penangas air dengan stirrer hingga mendidih. Media
dituangkan ke dalam tabung reaksi yang sudah disteril lalu ditutup dengan kapas
dan aluminium foil. Media NA dalam tabung reaksi disterilkan pada suhu 121°C
selama 15 menit pada autoklaf, setelah itu tabung reaksi diletakan dalam posisi

miring hingga memadat. Media agar miring ini dibuat untuk inokulasi bakteri.
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3.5.5.3.2 Media Nutrient Broth (NB)

NB sebanyak 1,3 gram dilarutkan di dalam Erlenmeyer dengan 100 ml
aquades dan ditutup dengan aluminium foil. Selanjutnya dihomogenkan diatas
penangas air dengan stirrer hingga mendidih. Kemudian media dituangkan kealam
botol UC (kaca) steril, kemudian ditutup dengan kapas dan plastik wrap. Media NB

dalam botol UC (kaca) disterilkan pada suhu 121 °C selama 15 menit pada autoklaf.

3.5.5.4 Peremajaan Bakteri

Peremajaan bakteri dilakukan pada media agar miring dengan cara
mensterilkan jarum ose diatas nyala api kemudian diambil bakteri Pseudomonas
aeruginosa sebanyak 1 ose dari isolat murni, kemudian digoreskan pada media NA
dan ditutup dengan kapas dan plastik wrap dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu

37°C.

3.5.5.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji (Inokulum)
Bakteri yang telah diremajakan pada media agar miring diambil dengan
jarum ose stresil masing-masing sebanyak 1 ose dan dibiakkan kedalam 8 mL

media NB steril. Setelah itu, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

3.5.5.6 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak dan Gel Ekstrak Daun Kelor
Biakan aktif (inokulum bakteri) sebanyak 100ul ditaruh dalam cawan petri

steril, kemudian media NA dituangkan kedalam cawan petri yang berisi biakan aktif

dan digerakan membentuk angka 8, ditunggu hingga memadat. Kemudian rendam

kertas cakram dalam larutan kontrol perlarut, kontrol gel, kontrol positif
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Siproflolaksasin, ektrak daun kelor dan gel ekstrak daun kelor pada konsentrasi 500
ppm, 750 ppm, 1000 ppm dan 1250 ppm, selama 60 menit. Kertas cakram yang
telah direndam ekstrak, gel, dan kontrol kemudian diambil, ditempatkan pada
permukaan media yang telah memadat secara aseptik dengan jarak yang sesuai dan
tidak saling berdekatan. Jarak yang digunakan sekitar 3cm dengan jarak tepi media
2 cm. selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C yang kemudian akan
diukur daya hambat ekstrak daun kelor terhadap bakteri Pseudomas aeruginosa.
Uji bakteri dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan pada masing-masing

konsentrasi.

Tabel 3. 2 Perlakuan aktivitas antibakteri

Perlakuan Konsentrasi
Ekstrak 500 ppm
750 ppm
1000 ppm
1250 ppm
Gel ekstrak 500 ppm
750 ppm
1000 ppm
1250 ppm
Kontrol gel 50 ml
Kontrol pelarut 100 ml
Kontrol positif 250 ppm

Pengamatan bakteri dilakukan dengan melihat zona bening yang terjadi
karena kepekaan bakteri terhadap antibiotik atau ekstrak daun kelor yang
dinyatakan dengan lebar diameter zona hambat. Diameter zona hambat dapat diukur
menggunakan penggaris dengan satuan milimeter (mm).

zona hambat = diameter zona bening — diameter kertas cakram
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3.5.6 Evaluasi Kestabilan Fisik Gel (Slamet et al., 2020)
3.5.6.1 Pengamatan Organoleptik

Pengamatan organoleptik sediaan gel yang telah dibuat meliputi
perubahan warna, bentuk atau tekstur dan bau dari masing-masing formula.

Pengamatan ini dilakukan sebanyak 6 kali dalam rentang waktu sebulan.

3.5.6.2 Uji Homogenitas

Gel yang baik harus menunjukan susunan yang homogen dari partikel
yang ditujukan oleh tidak adanya gumpalan. Uji ini dilakukan dengan
menggunakan dua buah kaca objek, dimana sampel diletakan secara merata pada

salah satu kaca objek.

3.5.6.3 Uji Daya sebar

Uji daya sebar ini dilakukan dengan meletakkan gel sebanyak 0,5 gram
dalam kaca bulat dan diletakkan kaca lainnya di atasnya selama 1 menit.
Ditambahkan beban seberat 150 gram dan dibiarkan selama 1 menit kemudian

diukur diameter konstan.

3.5.6.4 Uji Daya Lekat

Pengujian ini dilakukan dengan meletakkan gel sebanyak 0,5 gram
dibagian tengah gelas objek dan ditutupi dengan gelas objek yang lain, kemudian
diberi beban seberat 1 kg selama 5 menit. Gelas tersebut dipasangkan pada alat uji
yang sudah diberi beban sebelumnya seberat 80 gram. Hitung lama waktu yang
diperlukan hingga 2 gelas objek terlepas.
3.5.6.5 Uji Viskositas

Uji ini dilakukan dengan menggunakan viscometer Rion, yaitu dengan cara

mencelupkan spindle pada viscometer dalam 100 gram sediaan pada beakerglass
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dengan kecepatan yang sesuai. Viskositas dari sediaan gel dapat dilihat dari skala
dalam alat setelah kestabilan tercapai.
3.5.6.6 Pengukuran pH

Pengukuran pH dilakukan dengan menggunakan kertas pH universal.
Kertas pH ini dicelupkan pada sampel gel yang telah diencerkan, akan terjadi
perubahan warna pada kertas pH, warna tersebut kemudian dicocokan dengan
standar pH universal. Sediaan gel pada umumnya memiliki rentang pH antara 4-6.
3.5.6.7 Uji Stabilitas Fisik

Uji ini dilakukan dengan cara Cycling test. Sediaan gel ekstrak daun kelor
yang telah dibuat disimpan selama 24 jam pada teperatur 40°C dan 4°C + 2°C,
perlakuan ini merupakan satu kali siklus. Dilakukan percobaan sebanyak 6 siklus
dengan rentang 2 hari. Dibandingkan kondisi fisik dan pH sediaan sebelum dan

sesudah uji.

3.5.7 Karakterisasi Hidrogel dengan Spektrofotometer FTIR

Karakterisasi dengan menggunakan FTIR dilakukan pada daun kelor
dalam bentuk ekstrak dan gel. Karakterisasi FTIR hidrogel dengan cara
mengoleskan gel dan ekstrak pada permukaan pellet KBr yang sudah dibuat pada
semua konsentrasi (0 ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm, dan 1250 ppm).
Dilakukan pengukuran spektrum pada rentang bilangan gelombang 4000 cm™ — 400

cm* dengan jumlah bilangan scan 20.
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3.5.8 Analisis Data
Data aktivitas antibakteri dianalisisis dengan menggunakan uji ANOVA
untuk menguji adanya pengaruh variasi konsentrasi ekstrak kelor dalam bentuk

hidrogel terhadap zona hambat yang dihasilkan.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstak daun kelor menghasilkan aktivitas
antibakteri tertinggi terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa pada konsentrasi
1250 ppm sebesar 2, 27 mm dalam bnetuk ekstrak dan sebesar 3,03 mm dalam
bentuk gel ekstrak

2. Pada Hasil uji pengaruh variasi konsentrasi ekstrak pada sediaan gel
mempengaruhi stabilitas fisik dari sediaan berupa viskositas, daya sebar dan daya
lekat. Pada konsentrasi tertinggi 1250 ppm memiliki viskositas terkecil sehingga
daya lekat kecil dan daya sebar yang besar, namun meskipun mempengaruhi
stabilitas fisik sediaan yang dihasilkan sesuai dengan SNI, sehingga aman

digunakan.

5.2 Saran

1. Perlu adanya penambahan konsentrasi yang lebih besar.
2. Ekstrak yang digunakan tidak boleh disimpan terlalu lama.
3. Perlu dilakukan dengan alat yang lebih canggih pada pengujian daya lekat.

4. Perlu dilakukan GC-MS untuk mengetahui metabolit sekunder.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian
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Hidrogel
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Uji Fisik Hidrogel

Analisis Data
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Lampiran 2. Diagram Alir Penelitian

L2.1 Preparasi Sampel

Serbuk Daun Kelor

Diayak menggunakan ayakan 90 mesh

Hasil

L2.2 Ekstraksi Daun Kelor dengan Sonikasi

Serbuk Daun Kelor

Ditimbang 25 gram serbuk daun kelor

Dimasukan ke dalam Erlenmeyer

Ditambahkan 250 ml pelarut etanol

Ditutup dengan alumunium foil

Disonikasi dengan frekuensi 42KHz selama 20 menit
Disaring dengan menggunakan kertas whattman no. 1
Dipekatkan menggunakan rotary evaporator

Hasil

L2.3 Identifikasi Golongan Senyawa Aktif dalam Daun Kelor

L.2.3.1 Uji Flavonoid
Ekstrak Daun Kelor

Dimasukan ke dalam tabung reaksi

Dilarutkan dengan metanol panas 50% 1-2 ml

Ditambahkan serbuk Mg dan -5 tetes HCI pekat

Warna merah atau jingga yang terbentuk menunjukan adanya flavonoid

Hasil
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L.2.3.2 Uji Alkaloid
Ekstrak Daun Kelor

- Dimasukan ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 0,5 ml HCI 2% dan dibagi larutan dalam dua tabung
Ditambahkan tabung I dengan 0,5 mL reagen Dragendroff
Ditambahkan tabung Il 0,5 mL reagem Meyer

Jika tabung | terbentuk endapan jingga dan tabung Il terbentuk endapan
kuning menunjukan adanya alkaloid

Hasil

L.2.3.3 Uji Triterpenoid dan Steroid
Ekstrak Daun Kelor

Dimasukan ke dalam tabung reaksi

Dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform

Ditambhakan 0,5 mL asam asetat anhidrat

Ditambahkan 1-2 mL H2SO4 pekat melalu dinding tabung

Cinicn colkat atau violet pada perbatasna dua pelarut menunjukan
adanya terpenoid dan warna hijau kebiruan menunjukan adanya steroid

Hasil

L.2.3.4 Uji Tanin
Ekstrak Daun Kelor

- Dimasukan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1-2 tetes larutan FeCls 1 %

- Perubahan warna menjadi hitam menunjukan sampel mengandung
tanin

Hasil
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L.2.3.5 Uji Saponin

L2.4

Ekstrak Daun Kelor

- Dimasukan ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan air (1:1) sambil dikocok selama 1 menit

Ditambahkan 2-3 tetes HCN 1N jika menimbulkan busa

Busa yang terbentuk jika bertahan 10 menit dengan ketinggian 1-3 cm
menunjukan positif saponin

Hasil

Pembuatan Hidrogel Kelor

Ekstrak Daun Kelor

- Dibagi ekstrak menjadi 4 bagian sesuai dengan konsentrasi (500 ppm,
750 ppm, 1000 ppm dan 1250 ppm)
- Dilarutkan pada sebagaian aquades pada suhu 50 °C

- Dicampurkan CMC-Na dengan sisa aquades dan dipanaskan pada suhu
70 °C diatas magnetik stirer dengan kecepatan 400 rpm

- Ditambahkan Natrium benzoat hingga larut

- Dicampurkan propilen glikol dan gliserin, ditambahkan ke campuran
CMC- Na

- Ditambahkan ekstrak cair daun kelor

- Diaduk hingga terbentuk gel

- Dengan komposisi masing-masing bahan tercantum dalam table di

bawah

Nama Bahan Konsentrasi (ppm) Fungsi Bahan
500 750 1000 1250

Ekstrak daun | 50 mg 75 mg 100 mg 125 mg | Zat aktif
CMC-Na 3% 3% 3% 3% Gelling agent
Propilenglikol | 15% 15% 15% 15% Humektan
Gliserin 10% 10% 10% 10% Humektan
Natrium 0,25% 0,25% 0,25% 0,25% Pengawet
benzoat
Agquadest 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml | Pembawa

Hasil




L2.5 Analisis Aktivitas Antibakteri
L.2.5.1 Sterilisasi Alat

Alat Gelas

-Dicuci hingga bersih
-Dimasukan ke dalam autoklaf

-Disterilkan pada suhu 121°C selama 15-20 menit

Hasil

L.2.5.2 Pembuatan Larutan Kontrol

Siproflolaksasin

-Digerus 1 tablet Siproflolaksasin (kontrol positif)
-Dibuat kontrol positif dengan konsentrasi 250 pl
-kontrol negatif digunakan alkohol 70%

Hasil

L.2.5.3 Pembuatan Media

Nutrient Agar

- Dilarutkan 8,4 gram dalam 300 mL aquades dalam erlenmeyer dan
ditutup dengan alumunium foil

- Dihomogenkan dengan stirer diatas penangas air sampai mendidih

- Dituangkan media ke dalam tabung reaksi steril dan ditutup dengan
kapas dan alumunium foil

- Disterilkan pada suhu 121 °C selama 15 menit dalam autoklaf

- Tabung reaksi diletakkan dlam posisi miring dan dibiarkan sampai
media memadat

Hasil
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Nutrient Broth

- Dilarutkan 1,3 gram dalam 100 mL aquades dalam Erlenmeyer dan
ditutup dengan alumunium foil

- Dihomogenkan dengan stirer di atas penangas air hingga mendidih

-Dituangkan media ke dalam botol uc (kaca) steril dan ditutup dengan
kapas dan plastik wrap yang dilakukan secara aseptik

-Disterilkan pada suhu 121 °C selama 15 menit dalam autoklaf

Hasil

.4 Peremajaan Bakteri

Inokulum Murni Pseudomonas aeruginosa

- Disterilkan jarum ose diatas nyala api
- Diambil bakteri Pseudomonas aeruginosa 1 ose dari inokulum

- Digoreskan secara aseptik pada media NA miring dan ditutup kembali
dengan kapas dan plastik

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

Hasil

.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji (Inokulum)

Bakteri Uji

Disterilkan jarum ose diatas nyala api
Diambil bakteri sebanyak 1 ose
Dibiakkan kedalam 8 mL media NB steril
Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

Hasil
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L.2.5.6 Uji Aktivitas Antibakteri Gel Ekstrak Daun Kelor

Ekstrak Daun Kelor dan Gel Ekstrak Daun Kelor

Diambil inokulum bakteri (biakan bakteri aktif) sebanyak 100 pl ke
dalam cawan petri steril

Dituangkan media NA steril ke dalam cawan petri yang berisi biakan
bakteri dan digerakan membentuk angka 8

Ditunggu hingga memadat

Direndam kertas cakram ke dalam kontrol negatif dan positif serta
ekstrak dan gel pada konsentrasi 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm dan 1250
ppm

Kertas cakram yang telah direndam kemudian diambil dan ditempatkan
secara aseptik pada permukaan media yang telah memadat dengan jarak
yang sesuai dan tidak saling berdekatan sekitar 3 cm dan jarak tepi
media 2 cm

Diinkubasi selama 24 jam selama 37 °C

Hasil

L.2.5.7 Pengamatan dan Pengukuran

Zona Hambat

Pengamatan dilakukan 1x 24 jam masa inkubasi dalam suhu 37°C
Diukur diameter zona hambat dalam satuan milimeter (mm)
menggunakan mistar

Rumus perhitungan aktivitas antibakteri: diameter keseluruhan- diameter
kertas cakram

Hasil

L2.6 Ev

aluasi Kestabilan Fisik Gel

L.2.6.1 Pengamatan Organoleptik

Gel Ekstrak Daun Kelor

Diamati warna, bentuk, tekstur dan bau

Diamati 6x dalam sebulan

Hasil
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2 Uji Homogenitas

Gel Ekstrak Daun Kelor

- Diletakan pada salah satu kaca objek secara merata

- Ditumpuk dengan kaca objek yang lain

Hasil

3 Uji Daya Sebar

Gel Ekstrak Daun Kelor

- Diletakkan 0,5 gram dalam kaca bulat atau kaca objek
- Ditumpuk dengan kaca yang lain selama 1 menit
- Diberi beban 150 gram selama 1 menit

- Diukur diameter konstan

Hasil

3 Uji Daya Lekat

Gel Ekstrak Daun Kelor

- Diletakkan 0,5 gram gel dibagian tengah gelas objek, ditutup dengan
gelas
objek yang lain
- Diberi beban 1 kg selama 5 menit
- Dipasangkan pada alat uji dengan berat 80 gram
Dihituna lama waktu yang diperluka hingga 2 gels objek terlepas

Hasil

3 Uji Viskositas

Gel Ekstrak Daun Kelor

- Dicelupkan spindle pada viscometer brokfiled pada 100 gram sediaan
dalam beaker glass dengan kecepatan yang sesuai

- Dilihat viskositas dari skala alat setelah kestabilan tercapai

Hasil
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L.2.6.4 Pengukuran pH
Gel Ekstrak Daun Kelor

- Dicelupkan kertas pH universal pada sampel gel yang telah diencerkan

- Dicocokan perubahan warna pH universal

Hasil

L.2.6.5 Uji Stabilitas Fisik
Gel Ekstrak Daun Kelor

- Disimpan selama 24 jam pada temperature 4°C + 2°C (satu siklus)
- Dilakukan 6x siklus

- Dibandingkan kondisi fisik dan pH sediaan sebelum dan sesudah uji

Hasil

L.2.6.6 Karakterisasi dengan spektrofotometer FTIR

Gel Elstralke Daun Kelor

-Dioleskan pada plat KBr
-dilakukan pada rentang 4000 cm™- 400 cm™ dengan jumlah bilangan scan
20

Hasil




53



