Indo. J. Chem. Sci. 12 (1) (2023)

Indonesian Journal of Chemical Science
M#f‘ http://journal.unnes.ac.id/sju/index.php/ijcs

&
q'k""“a\'ton

Synthesis and Characterization of Gel Chitosan-Nanosilver-Extract of Pare Fruit

==

(Momordica Charantia) as antibacteria against Staphylococcus aureus

Luklukul Fitriyah dan Sari Edi Cahyaningrum

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Surabaya
Gedung C5-C6 Kampus Ketintang, Surabaya, Jawa Timur, 60231, Indonesia.

Info Artikel Abstrak

Penyembuhan luka merupakan proses biologis kompleks untuk mengembalikan
struktur kulit seperti semula. Apabila luka tidak terawat dengan baik maka akan rentan
Disetujui : 25 Mei 2023 mengalami infeksi oleh bakteri Staphylococcus aureus. Salah satu upaya untuk

S, mencegah infeksi adalah menggunakan sediaan topikal yang mengandung senyawa
Dipublikasikan : Mei 2023 antibakteri kitosan-nanosilver-ekstrak buah pare yang merupakan bahan aktif sebagai

Diterima : 8 Mei 2023

Keywords: antimikroba. Tujuan penelitian ini untuk mensintesis dan mengkarakterisasi gel
chitosan kitosan-nanosilver-ekstrak buah pare sebagai antibakteri terhadap luka. Gel dibuat
nanosilver dalam 8 formulasi yaitu P, (tanpa ekstrak pare); P; (tanpa kitosan); P, (tanpa
pare extract nanosilver); P; sampal P; dengan variasi konsentrasi ekstrak pare sebesar (0,3; 0,5; 1;

antibacterial

1,5; 2) gram. Hasil sediaan gel di uji organoleptik dan dikarakterisasi fisika dan kimia
Staphylococcus aureus

serta uji antibakteri Staphylococcus aureus. Hasil penelitian menunjukkan P; memiliki
karakteristik yang sudah sesuai dengan standar serta paling kuat menghambat bakteri
Staphylococcus aureus (24,7 mm) dan uji organoleptiknya menunjukkan tekstur kental,
warna hijau gelap, dan aroma khas ekstrak. Hasil identifikasi gugus fungsional ekstrak
pare menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, C-H alifatik, vibrasi ulur C=0, vibrasi
tekuk O-H, dan vibrasi ulur C-O. Sedangkan identifikasi gugus fungsional kitosan-
nanosilver menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, vibrasi ulur C=0, dan C=C. Hasil
uji PSA nanosilver memiliki ukuran nanopartikel rata-rata 32,64 nm

Abstract

Wound healing is a complex biological process to restore the skin structure to its
original state. If the wound is not properly maintained, it will be susceptible to infection
by Staphylococcus aureus bacteria. One of the efforts to prevent infection is to use topical
preparation containing the antibacterial compound chitosan-nanosilver-pare fruit
extract which is an active ingredient as an antimicrobial. The purpose of this study was
to synthesize and characterize of gel chitosan-nanosilver-pare extract as an
antibacterial against wounds. The gel was made in 8 formulations namely P, (without
pare extract); P; (without chitosan); P, (without nanosilver); Psto P; with variations in
pare extract concentrations of (0,3; 0,5; 1; 1,5; 2) gam. The results of the gel
preparations were subjected to organoleptic tests and physical and chemical
characteristics as well as Staphylococcus aureus antibacterial tests. The results showed
that P; had characteristics that were in accordance with the standards and the strongest
inhibition of Staphylococcus aureus (24,7 mm) and the organoleptic test showed a thick
texture, dark green color, and a distinctive aroma of the extract. The identification of
functional groups from pare extract showed O-H stretching vibrations, aliphatic C-H,
C=0 stretching vibrations, O-H bending vibrations, and C-O stretching vibrations.
While the identification of functional groups from chitosan-nanosilver showed O-H
stretching vibrations, C=0O stretching vibrations, and C=C. The results of the
nanosilver PSA test had an average nanoparticle size of 32,64 nm.
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Pendahuluan

Penyembuhan luka adalah proses biologis kompleks untuk mengganti sel, struktur dan lapisan jaringan
yang rusak (Pakyari et al., 2013). Prinsip dari penyembuhan luka yaitu dengan menghentikan pendarahan,
mencegah infeksi karena kulit terbuka yang kemungkinan mudah ditumbuhi mikroorganisme dan sisa-sisa
epitel berpoliferasi dan menutup permukaan luka (Nikola e al., 2021). Waktu yang dibutuhkan untuk proses
penyembuhan luka yang relatif lama, menyebabkan kulit menjadi rentan mengalami infeksi oleh
mikroorganisme (Waluyo & Pasaribu, 2015).

Luka yang tidak terawat dengan baik akan menyebabkan terjadinya infeksi. Bakteri yang lazim
menginfeksi luka adalah Staphylococcus aureus (Kintoko & Novitasari, P.R., 2016). Staphylococcus aureus
merupakan bakteri gram positif yang termasuk flora normal pada kulit manusia, namun aktivitasnya dapat
menjadi salah satu penyebab infeksi yang paling sering pada kulit terluka. S. aureus dikenal sebagai
mikroorganisme gram positif patogen yang dapat melakukan invasi ke dalam berbagai organ atau jaringan
tubuh dengan menimbulkan inflamasi, nekrosis dan abses. S. aureus bersifat koagulase-positif dan dapat di
jumpai pada kulit, rongga mulut dan saluran pencernaan (Nasution, 2016). Kulit yang memiliki luka terbuka
akan dapat berpotensi terinfeksi Staphylococcus aureus, sehingga perlu perhatian khusus dalam tindakan
penyembuhan luka (Susanti & Cahyaningrum, 2022).

Salah satu upaya untuk penyembuhan luka dan mencegah terjadinya infeksi adalah dengan obat
sediaan gel. Gel ialah sistem semipadat yang dibuat dari partikel anorganik atau molekul organik, dan
terpenetrasi oleh suatu cairan (Astuti & Utami A.R, 2021). Bentuk sediaan gel dipilih karena memiliki
kemampuan pelepasan obat yang baik, mudah dibersihkan dengan air, memberikan efek dingin di kulit, serta
kemampuan penyebaran yang baik di kulit (Salenda et al., 2018). Sediaan gel terdiri dari bahan aktif,
humektan, gelling agent, dan pelarut. Bahan aktif dalam penelitian ini adalah ekstrak buah pare.

Salah satu buah yang bisa digunakan untuk penyembuhan luka sayat adalah buah pare (Momordica
charantia). Pemilihan buah Pare dalam penelitian ini adalah untuk meningkatkan fungsi buah pare. Buah
pare yang pahit ternyata memiliki manfaat lebih bagi kesehatan. Kandungan buah pare seperti saponin,
flavonoid, terpenoid dan alkaloid berfungsi sebagai antibakteri dan berperan dalam proses penyembuhan
luka (Adnyana et al., 2017). Saponin memicu pembentukan kolagen, yaitu protein struktur yang berperan
dalam proses penyembuhan luka (Galomat ef al., 2021). Kemampuan senyawa flavonoid, terpenoid dan
alkaloid bereaksi dengan senyawa-senyawa asam amino dinding sel bakteri dan DNA bakteri, DNA bakteri
akan rusak, sel-sel bakteri tidak mampu melakukan metabolisme sehingga mengalami lisis, dan bakteri akan
inaktif dan mati (Kining ez al., 2016). Rachmawati & Nursyamsi, (2015) menunjukkan bahwa buah pare
(Momordica charantia) memiliki efek antibakteri S. aureus secara difusi. Diameter zona hambat paling besar
pada konsentrasi 100% dengan rata-rata nilai hambat sebesar 27 mm.

Selain buah pare, kitosan juga memiliki peranan dalam mempercepat proses penyembuhan luka.
Kitosan merupakan jenis polisakarida yang dapat disintesis melalui deasetilasi kitin dari krustasea yang
mempunyai sifat polikation dan reaktivitas kimia yang tinggi. Hal ini karena struktur kimianya terdapat
gugus amina dan hidroksil yang termasuk polimer multifungsi (Nikmah & Cahyaningrum, 2014). S. aureus
termasuk bakteri gram positif yang mengandung peptidoglikan dan lipid yang tinggi, jadi sifat polikation
kitosan mampu berikatan dengan lipid dinding sel hingga merusak pertahanan sel bakteri (Susanti &
Cahyaningrum, 2022). Penelitian yang dilakukan oleh Magani et a/., (2020) menunjukkan bahwa kitosan
memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus pada konsentrasi 0,5% dengan diameter zona hambat hari
sebesar 20,46 mm (Magani et al., 2020).

Selain buah pare dan kitosan, nanosilver juga berperan dalam proses penyembuhan luka. Perak dibuat
dalam bentuk nanopartikel karena dengan rasio luas permukaan yang lebih besar nanosilver memiliki
efisiensi antibakteri yang lebih besar (Prayoga, 2021). Nanosilver juga memiliki fungsi untuk meminimalkan
pembentukan bekas luka setelah penyembuhan. Penelitian oleh Hendrawan, (2018), menunjukkan sediaan
gel nanosilver memiliki daya hambat bakteri Staphylococcus aureus terbesar yaitu 6,483 mm. Penelitian
Wahyudi et al., (2011), melakukan sintesis nanosilver dengan cara mereduksi precursor perak nitrat dengan
natrium borohidrida menghasilkan ukuran rata-rata partikel perak 71,8 nm dan memiliki daya hambat
terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus 30% lebih kuat dibanding terhadap bakteri E. coli (Wahyudi et al.,
2011). Penelitian yang dilakukan oleh Prayoga (2021), menunjukkan nanosilver-kitosan memiliki aktifitas
antibakteri dengan zona hambat terbaik terhadap Staphylococcus aureus (13,8 mm) dan Escherichia coli (12,5
mm). Penelitian ini juga berhasil meneliti bahwa nanosilver-kitosan dapat menyembuhkan luka pada tikus.

Berdasarkan beberapa landasan tersebut, maka dilakukan penelitian tentang karakteristik serta
kemampuan antibakteri gel berbahan dasar kitosan-nanosilver dan ekstrak buah pare dengan variasi
konsentrasi ekstrak buah pare sebesar 0,3; 0,5; 1; 1,5; 2 gram terhadap bakteri Staphylococcus aureus untuk
diaplikasikan dalam mengatasi infeksi kulit yang terluka.
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Metode
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu pipet, pisau, blender, oven, Erlenmeyer, gelas kimia,
gelas ukur, neraca analitik, kertas saring, corong pisah, rotatory evaporator Merk Buchi Rotavapor R-300, magnetic
stirrer, plat kaca, pH meter, pemberat 150 gram, spektrofotometer IR Perkin Elmer Spectrum Two, jarum ose,
pinset, hot plate, autoklaf, inkubator, cawan petri (petridish), cotton bud dan jangka sorong. Bahan yang
digunakan pada penelitian ini yaitu buah Pare dari kabupaten Pati, etanol (96%, Merck), AgNO; (30 mM,
Merck), kitosan diproduksi oleh PT. Kitosindo, natrium borohidrida (NaBH4, Merck), asam asetat glasial
Merck KGaA Supelco, propilen glikol diproduksi oleh Kimart, Xantan gum, aquadest, Staphylococcus aureus,
media NA, media MHA, NaCl, Kertas cakram.

Ekstraksi Buah Pare

Buah pare dibersihkan dengan air mengalir. Selanjutnya buah dipisahkan dari bijinya lalu dipotong
tipis-tipis. Buah pare yang telah dipotong dikeringkan sampai kering. Kemudian dihaluskan hingga menjadi
simplisia serbuk buah pare. Berat simplisia serbuk buah pare sebanyak 260 g, kemudian dimasukkan ke dalam
toples lalu dituangkan larutan etanol 96% dengan perbandingan simplisia serbuk terhadap pelarut 1 : 3 (260
gram pare : 780 mL etanol) diaduk kemudian didiamkan selama 48 jam. Kemudian disaring menggunakan
kertas saring sehingga didapatkan filtrat. Ampas hasil penyaringan kemudian dilakukan remaserasi kembali
dengan 260 mL etanol 96% selama 24 jam (Lestari, 2019). Selanjutnya filtrat dikumpulkan dan diuapkan
dengan alat rotary evaporator sehingga dihasilkan ekstrak kental buah pare (Latifah ez al., 2021). Rendemen

ekstrak kemudian dihitung menggunakan rumus:
Bobot ekstrak

Rendemen = x 100%

Bobot simplisia
Uji Fitokimia

Uji Flavonoid dilakukan dengan cara ekstrak buah pare secukupnya ditambah etanol secukupnya dan
beberapa tetes FeCl; sampai terjadi perubahan warna. Kandungan flavonoid ditunjukkan dengan perubahan
warna menjadi merah, kuning, atau jingga. Apabila setelah 20 tetes FeCls tidak terjadi perubahan warna
maka ekstrak dinyatakan negatif flavonoid. (Kumalasari & Andiarna, 2020)

Uji Alkaloid dilakukan dengan cara secukupnya ekstrak sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi
ditetesi dengan HCI 2 N secukupnya dan dipanaskan kemudian didinginkan lalu dibagi dalam 3 tabung
reaksi, masing-masing 1 mL. Tiap tabung ditambahkan dengan masing-masing pereaksi. Pada penambahan
pereaksi Mayer, positif mengandung alkaloid jika membentuk endapan putih atau kuning. Pada penambahan
pereaksi Wagner, positif mengandung alkaloid jika terbentuk endapan coklat. Pada penambahan pereaksi
Dragendrof, mengandung alkaloid jika terbentuk endapan jingga. (Muthmainnah, 2019)

Uji Saponin, Saponin merupakan senyawa aktif yang dapat membentuk buih apabila dikocok
menggunakan air. Identifikasi saponin dilihat berdasarkan adanya buih yang stabil pada ekstrak sampel.
Menurut Mien et al., (2015), ekstrak sampel 0,5 gram dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan
air panas secukupnya lalu dikocok * 1 menit. Saponin positif apabila terdapat busa yang stabil tidak kurang
dari 10 menit. (Suleman et al., 2022)

Uji Tanin, dilakukan dengan cara menambahkan larutan FeCl; 5% pada ekstrak. Ekstrak yang
mengandung polifenol akan membentuk senyawa kompleks dengan ikatan koordinasi yang ditandai dengan
perubahan warna menjadi biru kehitaman atau hijau kecoklatan (Cahyaningsih et al., 2021).

Uji Steroid dan terpenoid, dilakukan menggunakan metode Liebermann-Bouchard, pereaksi
Liebermann-Bouchard (asam asetat anhidrat - H,SO4) menunjukkan hasil positif dengan adanya perubahan
warna menjadi biru atau ungu untuk steroid dan merah atau jingga untuk terpenoid. Hal ini didasari oleh
kemampuan senyawa terpenoid dan steroid membentuk warna oleh H,SO, dalam pelarut asam asetat
anhidrid. (Habibi et al., 2018)

Pembuatan Larutan Kitosan 0,3 %

Sebanyak 2 mL asam asetat glacial dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL lalu dihomogenkan,
sehingga akan dihasilkan larutan asam asetat 2%. Kitosan sebanyak 0,3 gram dilarutkan dalam 100 mL asam
asetat 2% dan dihomogenkan dengan magnetic stirer. (Pakpahan, 2014)

Sintesis Nanosilver

Sintesis NpAg dilakukan dengan metode reduksi kimia dengan cara mereaksikan AgNO; 30 mM
dengan 1 mL larutan natrium tetrahidroborat (NaBH,4) yang baru disiapkan dengan aquades (0,42 gram
NaBH, dilarutkan dalam 10 mL aquades). Pembuatan nanopartikel perak dilakukan dalam penangas es.
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Proses penambahan larutan NaBH, dilakukan dengan cara penambahan tetes demi tetes sambil terus diaduk
menggunakan magnetic stirer. Pembentukan nanopartikel perak dapat diamati secara visual dengan warna
larutan kuning hingga kemerahan. (Cahyaningrum et al., 2021)

Formulasi Gel
Pada penelitian ini dibuat sediaan gel dengan berat total masing-masing formulasi sebesar 20 gram
dengan formulasi sesuai berikut:
Tabel 1 Formulasi Gel Kitosan-Nanopartikel perak-Ekstrak buah Pare

Jumlah (g) .

Bahan P, P, P, P, P. P. P, P Fungsi
Ekstrak etanol Pare - 2 2 0,3 0,5 1 1,5 2  Bahan aktif
Nanoperak 3 3 - 3 3 3 3 3 Bahan aktif
Kitosan 3 - 3 3 3 3 3 3 Bahan aktif
Xantan gum 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 gelling agent
. . Humektan
Propilen-glikol 3 3 3 3 3 3 3 3 (Pelembab)

Natrium benzoat 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 Pengawet
Aquades add20 add20 add20 add20 add20 add20 add 20 aggl Pelarut

Keterangan: Aquades ditambahkan sampai berat gel 20 gram

Karakterisasi Fisika dan Kimia Sediaan Gel

Uji organoleptik, meliputi pengamatan terhadap warna, aroma, dan tekstur. Dalam penelitian ini
dibutuhkan panelis terlatih. Uji homogenitas, dilakukan dengan mengoleskan gel pada plat kaca kemudian
diamati sudah tidak ada butiran halus dan warna gel sudah merata atau belum. Arista (2013) dalam (Emelda
et al., 2020). Uji daya sebar, dilakukan dengan cara 0,5 gram gel diletakkan di tengah kaca bulat berskala,
di atasnya diletakkan kaca bulat transparan lain dan pemberat 150 gram, didiamkan 1 menit, dicatat
diameter penyebarannya. Daya sebar gel yang baik antara 5 sampai 7 cm? (Kintoko & Novitasari, P.R.,
2016). Uji pH, Pengukuran pH pada sediaan gel menggunakan pH meter. Uji pH bertujuan mengetahui
nilai pH sediaan dapat diterima oleh kulit. Uji FTIR, Gugus fungsional dari nanopartikel perak, kitosan,
dan ekstrak buah pare masing-masing dianalisis menggunakan spektrofotometer Fourier Transform Infra
Red (FTIR). Partikel Size Analyzer (PSA), Uji ukuran partikel dilakukan dengan menggunakan spektra
Particle Size Analyzer (PSA). Sampel diambil dan dimasukkan dalam tabung dengan tinggi maksimum 15
mm (Lestari & Cahyaningrum, 2022). Hasil pengujian sampel nanoperak akan muncul pada komputer.

Uji Daya Hambat Bakteri

Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri harus melalui tahap sterilisasi. Tahap tersebut
dilaksanakan menggunakan prosedur yang disesuaikan terhadap masing-masing alatnya. Alat-alat gelas
disterilkan dalam oven, jarum ose dan pinset dibakar dengan pembakar diatas api langsung (Fiana ef al.,
2020).

Pembuatan Media NA (Nutrent Agar)

Media NA dibuat dengan menimbang nutrien agar (NA) base sebesar 2,8 gram, selanjutnya
dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 100 mL aquades. Larutan dilakukan sterilisasi pada autoklaf.
Selanjutnya didiamkan, dikeluarkan, dituang dalam plate dan dimasukkan ke lemari pendingin. (Lestari &
Cahyaningrum, 2022)

Pembuatan Media Agar Mueller Hinton

Ditimbang 3,8 gram serbuk media lalu dilarutkan dalam 100 ml aquadest. Disterilkan dengan autoklaf.
Media dikeluarkan dari autoklaf kemudian dituangkan pada cawan petri dan didiamkan pada suhu kamar
hingga memadat. Disimpan dalam lemari es (Utomo ez al., 2018)
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Pembuatan Larutan NaCl
NaCl ditimbang sebanyak 0,9 gram, lalu ditambahkan aquades 100 mL dan dipanaskan hingga larut.
Lalu disterilkan dalam autoklaf. (Kurniawati ez al., 2017)

Peremajaan Kultur Murni Bakteri
Stok bakteri uji Staphylococcus aureus diambil sebanyak satu ose, kemudian dioleskan pada media agar
Nutrien Agar (NA), kemudian diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. (Kurniawati et al., 2017)

Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Kultur murni bakteri uji yang telah diremajakan, kemudian diambil masing-masing sebanyak 1 ose
dan diinokulasikan pada larutan NaCl fisiologis steril 0,9% sebanyak 5 mL, kemudian kepadatan bakteri
dihitung menggunakan metode McFarland. (Kurniawati ez al., 2017)

Uji McFarland

Suspensi bakteri uji diseragamkan kekeruhannya menggunakan standar McFarland 0,5 (kepadatan
bakteri 1,5 x 108 Colony Forming Unit per ml (CFU/ml)) (Kurniawati et al., 2017). Larutan Mc. Farland 0,5
dibuat dengan mengencerkan larutan 0,05 ml BaCl,.2H,O 1% dan 9,95 ml H,SO, 1%. Lalu dikocok sampai
terbentuk larutan yang keruh (Paramita & Wahyudi, 2011).

Uji terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Metode difusi cakram bertujuan untuk menguji aktivitas antibakteri. Tahap pertama memanaskan
kembali media Mueller Hinton (MHA) yang sebelumnya sudah disterilkan di dalam autoklaf. Kertas cakram
dicelupkan ke dalam sampel gel formulasi Py, P>, Ps;, Ps, Ps, Ps, P7, kontrol positif, dan kontrol negatif.
Selanjutnya kertas cakram diletakkan ke dalam petridish yang berisi media MHA dan bakteri S. aureus yang
sudah mulai memadat lalu diinkubasi. Zona bening diukur disetiap cakramnya dengan menggunakan jangka
sorong. Dilakukannya pengukuran terhadap zona hambat yang selanjutnya dirata-ratakan hasilnya (Lestari
& Cahyaningrum, 2022)

Daerah bening yaitu petunjuk kepekaan bakteri terhadap bahan antibakteri sebagai bahan uji yang
dinyatakan dengan diameter zona hambat. Kategori kekuatan daya antibakteri dapat dilihat pada tabel 6 :

Tabel 2 Kategori Diameter Zona Hambat (Fiana et al., 2020)

Zona hambat lemah <5 mm
Zona hambat sedang 5-10 mm
Zona hambat kuat 10-20 mm
Zona hambat sangat kuat >20 mm

Hasil dan Pembahasan

Hasil Ekstraksi dan uji Fitokimia

Ekstraksi buah pare dilakukan dengan metode maserasi karena dapat menghindari rusaknya senyawa-
senyawa yang bersifat termolabil. Maserasi dilakukan dengan merendam 260 gram buah pare menggunakan
pelarut etanol 96% selama 48 jam kemudian diperoleh filtrat dan ampas. Ampas kemudian diremaserasi
kembali menggunakan etanol 96% selama 24 jam. Alasan digunakannya etanol sebagai pelarut dalam proses
maserasi ini karena etanol merupakan pelarut organik yang mudah diperoleh, murah, efisien, ramah
lingkungan, dan memiliki tingkat ekstraksi yang tinggi. Selain itu etanol juga bersifat tidak toksik
dibandingkan dengan aseton dan metanol (Chen et al., 2020; Fan ez al., 2020; Jiménez-Moreno et al., 2019).
Perendaman sampel tumbuhan akan memicu pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan
antara di dalam dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder yang ada di dalam sitoplasma akan terlarut
dalam pelarut. Pemilihan waktu maserasi yang tepat akan menghasilkan senyawa yang optimal karena jika
terlalu singkat maka tidak semua senyawa dapat terlarut dalam pelarut yang digunakan dalam hal ini yaitu
etanol. Tetapi waktu maserasi yang terlalu lama juga menyebabkan jumlah pelarut dalam zat terlarut telah
jenuh dan terjadi rusaknya senyawa fitokimia yang terekstrak. Semakin lama waktu ekstraksi maka semakin
tinggi rendemen yang dihasilkan hingga mencapai titik optimum, setelah mencapai titik optimum hasil
rendemen mengalami penurunan (Amelinda et al., 2018). Filtrat yang diperoleh dari maserasi dan remaserasi
digabung dan dikentalkan menggunakan rotary evaporator. Diperoleh ekstrak kental buah pare yang berwarna
kuning kecoklatan sebanyak 27,053 gram dengan rendemen sebesar 10,405 %.
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Uji fitokimia pada ekstrak kental buah pare dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa dari
ekstrak buah pare. Senyawa-senyawa tersebut diidentifikasi dengan pereaksi-pereaksi yang dapat
memperlihatkan ciri khas dari setiap golongan dari metabolit sekunder (Thomas et al., 2019). Berdasarkan
hasil uji fitokimia ekstrak buah pare positif terhadap senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan terpenoid.
Sedangkan negatif terhadap senyawa steroid dan tanin. Hasil uji fitokimia ekstrak buah pare disajikan dalam
tabel 3.

Tabel 3 Hasil uji fitokimia ekstrak etanol buah pare

Senyawa Hasil Uji Keterangan
Alkaloid Endapan coklat Positif
Flavonoid Jingga Positif
Saponin Berbusa Positif
Terpenoid Jingga Positif
Steroid Kuning Negatif
Tanin Jingga Negatif

Senyawa alkaloid dengan pereaksi wagner menghasilkan endapan coklat sehingga diartikan positif
adanya senyawa alkaloid. Kandungan flavonoid dilakukan dengan menggunakan FeCl; dan menghasilkan
warna jingga. Parameter adanya senyawa flavonoid ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi merah,
kuning, atau jingga. Karena perubahan warna yang terjadi adalah jingga maka positif mengandung senyawa
flavonoid. Senyawa Saponin diidentifikasi positif karena terdapat buih yang stabil pada ekstrak buah pare.
Saponin positif apabila terdapat busa yang stabil tidak kurang dari 10 menit (Suleman et a/., 2022).

Uji Steroid dan terpenoid, dilakukan menggunakan metode Liebermann-Bouchard, pereaksi
Liebermann-Bouchard (asam asetat anhidrat - H,SO,), dalam penelitian ini menunjukkan hasil negatif
dengan adanya perubahan warna menjadi kuning untuk steroid dan positif untuk terpenoid dengan
perubahan warna menjadi jingga. Hal ini didasari oleh kemampuan senyawa terpenoid dan steroid
membentuk warna oleh H,SO, dalam pelarut asam asetat anhidrid (Habibi ez a/., 2018). Uji Tanin, dilakukan
dengan cara menambahkan larutan FeCl; 5% pada ekstrak. Ekstrak yang mengandung polifenol akan
membentuk senyawa kompleks dengan ikatan koordinasi yang ditandai dengan perubahan warna menjadi
biru kehitaman atau hijau kecoklatan (Cahyaningsih et a/., 2021). Namun dalam penelitian ini terjadi
perubahan warna jingga sehingga dapat dikatakan bahwa ekstrak pare negatif mengandung senyawa tanin.

Hasil Uji Organoleptik
Uji organoleptik dilakukan untuk menilai mutu dari sediaan gel yang dihasilkan sehingga dapat
diketahui gel tersebut sudah sesuai atau belum dengan standar mutu pada umumnya dan dapat lebih baik
dari obat topikal lainnya yang beredar di pasaran. Hasil uji organoleptik semua formulasi gel disajikan pada
tabel 4.
Tabel 4 Data hasil Uji Organoleptik

Pengamatan
Formula Tekstur Warna Aroma
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
PO v \ v
P1 v v y
P2 v v v
P3 v \ v
P4 v \ v
P5 \ \/ V
P6 v y v
P7 \ V V
Keterangan :
Tekstur =1 (kurang kental), 2 (kental sedang), 3 (kental), 4 (sangat kental)
Warna =1 (kuning cerah), 2 (kuning gelap), 3 (hijau gelap), 4 (hijau sangat gelap)
Aroma (Khas Pare) =1 (lemah), 2 (sedang), 3 (kuat), 4 (sangat kuat)
H = Homogen

Hasil uji organoleptik yang telah dilakukan oleh panelis yang berpengalaman di bidangnya dalam hal
ini dilakukan oleh dokter, diperoleh hasil bahwa sediaan gel formulasi P, (tanpa ekstrak pare) memiliki tekstur
kental sedang, warna kuning cerah dan tidak ada aroma ekstrak pare; P; (tanpa kitosan) memiliki tekstur
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kental sedang, warna kuning cerah dan aroma ekstrak pare yang sedang; P, (tanpa nanosilver) memiliki
tekstur kental sedang, warna kuning cerah dan aroma ekstrak pare yang sedang; P; (Penambahan ekstrak
buah pare 0,3 gram) memiliki tekstur kental sedang, warna kuning cerah dan aroma ekstrak pare yang sedang;
dan P, (Penambahan ekstrak buah pare 0,5 gram) memiliki tekstur kental sedang, warna kuning gelap dan
aroma ekstrak pare yang kuat; Ps (Penambahan ekstrak buah pare 1 gram) memiliki tekstur kental, warna
hijau gelap dan aroma kuat; Ps (Penambahan ekstrak buah pare 1,5 gram) memiliki tekstur kental, warna
hijau gelap dan aroma ekstrak sangat kuat; P; (Penambahan ekstrak buah pare 2 gram) memiliki tekstur sangat
kental, warna hijau sangat gelap dan aroma khas ekstrak yang sangat kuat.

Hasil pengamatan gel dari semua formulasi sudah sesuai dengan standar mutu gel pada umumnya.
Formulasi yang memiliki tekstur paling kental, warna paling gelap dan aroma khas paling menyengat adalah
formulasi P; dengan penambahan ekstrak buah pare sebesar 2 gram dibanding dengan gel Py, Py, P2, P3, Py,
Ps, dan Ps. Sehingga kesimpulannya adalah semakin bertambahnya ekstrak buah pare dalam formulasi gel
maka semakin kental, berwarna semakin gelap dan memiliki aroma khas.

Hasil Karakterisasi

Uji karakterisasi semua sediaan gel dilakukan secara fisika dan kimia yang meliputi uji homogenitas,
uji daya sebar, dan uji pH. Hasil uji homogenitas diperoleh bahwa semua sediaan gel tetap homogen dari
minggu pertama sampai minggu keempat. Dimana hal ini membuktikan bahwa sediaan gel tidak mengalami
perubahan kehomogenan. Pengujian daya sebar bertujuan untuk mengetahui seberapa baik gel kitosan-
nanosilver-ekstrak pare menyebar pada permukaan kulit, ini dapat mempengaruhi absorbsi obat dan
kemampuan pelepasan zat aktif pada kulit yang terluka. Uji daya sebar dari semua sediaan gel mulai minggu
pertama hingga keempat sudah sesuai dengan parameter daya sebar yang baik. Daya sebar gel yang baik
antara 5 sampai 7 cm? (Kintoko & Novitasari, P.R., 2016). Sediaan gel formulasi Py memiliki rata-rata daya
sebar + 6,0 cm? ; gel formulasi P; memiliki rata-rata daya sebar * 5,8 cm?; gel formulasi P, memiliki rata-rata
daya sebar * 5,8 cm?; gel formulasi P; memiliki rata-rata daya sebar * 6,3 cm? ; gel formulasi P, memiliki
rata-rata daya sebar + 6,0 cm?; gel formulasi Ps memiliki rata-rata daya sebar + 5,6 cm?; gel formulasi Ps
memiliki rata-rata daya sebar * 5,2 cm?; dan gel formulasi P; memiliki rata-rata daya sebar + 5,0 cm?. Uji pH
bertujuan untuk mengetahui nilai pH sediaan apakah dapat diterima oleh kulit. Hasil uji pH gel formulasi P,
memiliki pH 4,5 ; gel formulasi P; memiliki pH 4,6; gel formulasi P, memiliki pH 4,6; gel formulasi P3
memiliki pH 4,6 ; gel formulasi P4 memiliki pH 4,6; gel formulasi Ps memiliki pH 4,7; gel formulasi Ps
memiliki pH 4,8; dan gel formulasi P; memiliki pH 4,9. Hal ini menunjukkan bahwa semua sediaan gel telah
memenuhi kriteria pH kulit. Nilai pH yang terlalu asam akan membuat kulit iritasi sedangkan jika terlalu
basa akan membuah kulit bersisik. Nilai pH menurut standar (SNI No. 06-2588-1992) yaitu 4,5 — 6,5
(Kharisma & Safitri, 2020).

Identifikasi Gugus Fungsional

Gugus fungsional pada ekstrak buah pare dan nanosilver yang dihasilkan diidentifikasi menggunakan
Fourier Transformed Infrared (FTIR). Prinsip kerja FTIR ialah dengan melihat absorbansi sinar inframerah.
Analisis ini berdasarkan panjang gelombang disetiap puncak (Lestari & Cahyaningrum, 2022). Hal ini akan
menunjukkan gugus fungsi tertentu pada ekstrak buah pare dan nanosilver. Setiap gugus fungsi memiliki
puncak spesifik untuk gugus fungsi tertentu.

Hasil identifikasi gugus fungsional ekstrak pare menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, C-H alifatik,
vibrasi ulur C=0, vibrasi tekuk O-H, dan vibrasi ulur C-O. Vibrasi ulur O-H pada hasil diidentifikasi FTIR
dari ekstrak buah pare ditunjukkan pada bilangan gelombang 3355,00 cm™. Serapan yang menjelaskan
spektrum OH ada pada bilangan gelombang 3200-3500 cm™. Dugaan ini diperkuat dengan adanya serapan
pada bilangan gelombang 1376,24 cm™ dengan intensitas sedang dan tajam yang dihasilkan oleh tekukan O-
H pada bidang yang biasanya muncul pada daerah bilangan gelombang 1330-1420 cm™ (Fessenden &
Fessenden, 1997; Hardjono, 1991). Selain itu juga ada serapan pada bilangan gelombang 2923,57 cm™ yang
menjelaskan adanya gugus C-H alifatik yaitu uluran C-H dari gugus —CH,— dan —CHj3- yang biasanya terlihat
pada daerah bilangan gelombang 2850-3000 cm™. Serapan pada bilangan gelombang 1709,82 cm™ yang
diduga adanya uluran C=O yang biasanya muncul pada daerah panjang gelombang 1640-1820 cm™
(Fessenden & Fessenden, 1997). Serapan bilangan gelombang 1019,59 cm™ diidentifikasi sebagai uluran C-O
dimana biasanya muncul pada daerah bilangan gelombang 1000-1300 cm™ (Hardjono, 1991; Hartono &
Anny, 1986). Hasil analisis gugus fungsi ekstrak buah pare tersebut dijelaskan pada Gambar 1. Hasil
identifikasi gugus fungsional kitosan-nanosilver menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, vibrasi ulur C=0,
dan C=C yang diperlihatkan pada Gambar 2.
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Gambar 1. Hasil Karakterisasi FTIR Ekstrak Buah Pare

Gambar 2. Hasil Karakterisasi FTIR Kitosan-Nanosilver

Gugus fungsi OH pada Gambar 2 ditunjukkan pada bilangan gelombang 3334,37 cm™. Biasanya
serapan yang menjelaskan spentrum OH ada pada bilangan gelombang 3200-3500 cm™ (Fessenden &
Fessenden, 1997). Serapan pada bilangan gelombang 1636,31 cm™ yang diduga adanya uluran C=0 yang
biasanya muncul pada daerah panjang gelombang 1640-1820 cm™ (Fessenden & Fessenden, 1997). Serapan
pada bilangan gelombang 2157,47 cm™ menunjukkan adanya C=C yang biasanya muncul pada bilangan
gelombang 2100-2500 (Mecozzi et al., 2011).

Berdasarkan karakterisasi FTIR sampel ekstrak buah pare menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, C-
H alifatik, vibrasi ulur C=0, vibrasi tekuk O-H, dan vibrasi ulur C-O. Sedangkan identifikasi gugus fungsional
kitosan-nanosilver menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, vibrasi ulur C=0, dan C=C.

Hasil Uji Partikel Size Analyzer (PSA)

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui ukuran dari partikel yang terbentuk pada nanosilver. Pada
pengujian ukuran partikel dapat dilakukan dengan instrument Partikel Size Analyzer (PSA) dengan teknik
hamburan cahaya pada suatu partikel sampel. Pada proses kerjanya, cahaya akan dihamburkan oleh partikel
didalam sampel. Cahaya yang dihamburkan akan berbanding terbalik dengan ukuran partikel tersebut.
Prinsip kerjanya yaitu dengan pengambilan sinar laser oleh partikel terdispersi dan melewati berkas sinar
laser. Hasil hamburan yang terdiri atas distribusi dan intensitas hamburan akan melalui analisis secara
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komputerisasi sebagai hasil distribusi ukuran partikel (Lestari & Cahyaningrum, 2022; Panacek et al., 2006).
Hasil pengujian ukuran partikel dari nanosilver ditunjukkan pada tabel 5.

Tabel 5. Data hasil Uji Ukuran Partikel dari Nanosilver
Pengulangan Ukuran Partikel (nm)

1 30,47
2 33,01
3 37,03
4 31,16
5 31,54

Berdasarkan Tabel 5 diketahui bahwa ukuran partikel pada nanosilver tergolong dengan nanopartikel
karena memiliki rata-rata ukuran partikel sebesar 32,64 nm. Hal ini sudah memenuhi kisaran ukuran
nanopartikel yaitu antara 1-100 nm.

Uji Daya Hambat Bakteri Staphylococcus aureus

Uji antibakteri pada semua formulasi sediaan gel terhadap bakteri Staphylococcus aureus menggunakan
metode difusi cakram. Pengujian dilakukan menggunakan media NA dan MHA. Pengukuran daya hambat
bakteri dilakukan setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dan disetiap cakramnya akan muncul
zona bening. Zona bening ini merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap bahan antibakteri sebagai
bahan uji yang dinyatakan dengan diameter zona hambat (Lestari & Cahyaningrum, 2022). Pengukuran
diameter zona hambat dilakukan menggunakan jangka sorong. Bakteri yang digunakan adalah Staphylococcus
aureus karena biasanya hidup pada kulit manusia, namun juga dapat menyebabkan infeksi kulit yang terluka.

Uji antibakteri ini dilakukan pada gel kitosan-nanosilver-ekstrak pare dengan formulasi Py (tanpa
ekstrak pare) sebagai kontrol negatif dan obat gel betadine sebagai kontrol positif; P; (tanpa kitosan); P, (tanpa
nanosilver); P; (Penambahan ekstrak buah pare 0,3 gram); dan P, (Penambahan ekstrak buah pare 0,5 gram);
Ps5 (Penambahan ekstrak buah pare 1 gram); Ps (Penambahan ekstrak buah pare 1,5 gram); P; (Penambahan
ekstrak buah pare 2 gram). Daya hambat setiap formulasi sediaan gel kitosan-nanosilver-ekstrak buah pare
ditunjukkan pada Gambar 3.

Gambar 3. Aktivitas Antibakteri terhadap S. aureus dengan Formulasi (a) Gel Tanpa Kitosan; Tanpa
NpAg; (b) Penambahan Ekstrak Pare Konsentrasi P5 (0,3 g); P4+ (0,5 g); Ps (1 g); dan (c) Penambahan
Ekstrak Pare Konsentrasi Ps (1,5 g); P7 (2 g)
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Aktivitas antibakteri dikategorikan sangat kuat jika memiliki diameter zona hambat sebesar 20 mm
atau lebih, kategori kuat jika diameter zona hambat 10-20 mm, zona hambat sedangn jika memiliki diameter
5-10 mm, dan zona hambat lemah jika diameternya kurang dari 5 mm (Fiana ez al., 2020). Hasil uji antibakteri
sediaan gel kitosan-nanosilver-ekstrak buah pare disajikan dalam tabel 6.

Tabel 6. Hasil Zona Hambat Gel terhadap bakteri Staphylococcus aureus
Zona Hambat (mm) Rata-Rata

Sampel Uji Pengulangan Zona Hambat Kategori
I 1T 111 (mm)
K (Kitosan + NpAg) 0 0 0 0 -
K" (gel betadine di pasaran) 22,1 20,3 21,3 21,2 Sangat kuat
P (NpAg + Ekstrak pare) 6,4 6 5,3 5,9 Sedang
P, (Kitosan + Ekstrak pare) 5,2 5,2 5,3 5,2 Sedang
P; (Kitosan + NpAg + Ekstrak pare 0,3g) 6,7 6,5 5,7 6,3 Sedang
P, (Kitosan + NpAg + Ekstrak pare 0,5g) 8,5 8,1 7,4 8,0 Sedang
P5 (Kitosan + NpAg + Ekstrak pare 1 g) 95 11,7 10,3 10,5 Kuat
Ps (Kitosan + NpAg + Ekstrak pare 1,5g) 12,2 19,5 14,4 15,4 Kuat
P; (Kitosan + NpAg + Ekstrak pare2g) 25,5 232 254 247 Sangat kuat

Hasil dari pengujian antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus memperlihatkan bahwa aktivitas
antibakteri terbesar ditunjukkan oleh sediaan gel formulasi P; dengan daya hambat sebesar 24,7 mm, sehingga
dapat dikategorikan bahwa formulasi P; memiliki daya hambat yang sangat kuat. Kemudian formulasi P;
hingga P; dengan komposisi penambahan ekstrak buah pare yang semakin meningkat maka daya hambat
bakteri juga semakin besar (Tabel 6). Hal ini karena ekstrak buah pare mengandung zat aktif yang berperan
sebagai antibakteri yaitu flavonoid, saponin, alkaloid, dan terpenoid (Aini et al., 2022; Tuna et al., 2015).
Kemampuan senyawa-senyawa tersebut bereaksi dengan senyawa-senyawa asam amino yang menyusun
dinding sel bakteri dan DNA bakteri sehingga akan terjadi lisis pada inti sel bakteri dan akhirnya bakteri akan
inaktif (Kining et al., 2016; Rachmawati & Nursyamsi, 2015).

Staphylococcus aureus termasuk bakteri gram positif yang mengandung peptidoklikan dan lipid yang
tinggi dibandingkan bakteri gram negatif. Sifat polikation kitosan yang memiliki gugus fungsional amina
dengan pasangan elektron bebas pada struktur kimianya mampu berikatan dengan anion pada lipid dinding
sel bakteri gram positif, menyebabkan terjadinya interaksi dengan kitosan yang mematikan bakteri (Susanti
& Cahyaningrum, 2022). Namun dalam penelitian ini gel formulasi P, memiliki daya hambat bakteri kategori
sedang yaitu dengan rata-rata 5,2 mm.

NanoSilver dapat melakukan penetrasi pada permukaan bakteri dan menyebabkan perubahan
struktur bentuk dinding sel maupun membran sel. Silver juga merupakan asam lemah, yang cenderungan
bereaksi dengan sulfur dan fosfor dalam DNA yang merupakan basa lemah. Nanopartikel akan bereaksi
dengan basa lemah tersebut dan menghambat replikasi DNA bakteri sehingga menimbulkan kematian sel
bakteri. Selain itu, karena ukuran partikelnya yang kecil membuat penetrasi ke dalam membran sel
menjadi lebih mudah, dengan demikian berefek terhadap proses intraseluler yang menyebabkan reaksi dan
aktivitas antibakteri yang lebih besar (Haryono, 2010; Lestari & Cahyaningrum, 2022). Sediaan gel formulasi
P, dan P, memiliki daya hambat bakteri kategori sedang. Sehingga membuktikan bahwa kombisani ketiga
bahan yaitu kitosan, NpAg, dan ekstrak buah pare sangat berperan penting pada aktivitas antibakteri
dibandingkan jika hanya menggunakan dua kombinasi bahan saja. Hal ini disebabkan adanya zat aktif dari
masing-masing kitosan, nanosilver, dan ekstrak buah pare yang dapat bersifat sebagai antibakteri yang lebih
kuat. Oleh karena ini sediaan gel kitosan-nanosilver-ekstrak buah pare dengan berbagai variasi, mampu
memberikan hasil yang efektif pada uji antibakteri Staphylococcus aureus.

Simpulan

Sediaan gel kitosan-nanosilver dan ekstrak buah pare telah berhasil dibuat, kemudian dikarakterisasi
dengan uji organoleptik berdasarkan tekstur, warna, dan aroma. Karakterisasi secara fisika dan kimia
menjelaskan bahwa sediaan gel yang dihasilkan telah memenuhi standart mutu gel yang digunakan sebagai
obat luka pada kulit manusia yaitu homogen, memiliki daya sebar 5-7 cm? dan memiliki pH 4,5-6,5.
Sedangkan identifikasi gugus fungsional dari ekstrak buah pare menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, C-
H alifatik, vibrasi ulur C=0, vibrasi tekuk O-H, dan vibrasi ulur C-O. Sedangkan identifikasi gugus
fungsional kitosan-nanosilver menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, vibrasi ulur C=0, dan C=C. Hasil uji
PSA nanosilver memiliki ukuran nanopartikel rata-rata 32,64 nm. Hasil aktivitas antibakteri menunjukkan
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bahwa formulasi gel kitosan-nanosilver dan ekstrak pare efektif menghambat bakteri Staphylococcus aureus
karena adanya zat aktif dari masing-masing kitosan, nanosilver dan ekstrak buah pare yang bersifat lebih
kuat sebagai antibakteri. Diameter zona hambat tertinggi ditunjukkan formulasi kitosan-nanosilver-ekstrak
pare 24,7 mm pada konsentrasi penambahan ekstrak 2 gram.
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