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INTISARI

Biji pepaya (Carica papaya L.) memiliki aktivitas antibakteri karena
mengandung senyawa terpenoid, karpain dan flavonoid. Senyawa flavonoida
memiliki gugus —OH yang dapat merusak dinding sel bakteri. Serbuk kering biji
buah pepaya diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol 80%.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kombinasi konsentrasi HPMC dan
carbopol dalam gel hand sanitizer ekstrak etanol biji pepaya yang paling optimal
yang dapat berpengaruh dalam penghambatan bakteri Escherichia coli secara in
vitro. Analisis data yang digunakan pada penelitian ini yaitu one way ANOVA
kemudian dilanjut dengan uji Post Hoc Tests. Hasil penelitian mendapatkan hasil
rendemen sebesar 6,933%. Formula optimum yang didapatkan yaitu RUN 8
dengan konsentrasi HPMC:Carbopol (0,25gram:0,75gram). Hasil aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli didapatkan rata-rata dari dua sampel
sebesar 44,25 mm. Hasil statistik yang didapat dinyatakan tidak ada perbedaan
yang signifikan antara konsentrasi A dengan antibiotik ciprofloksasin sebagai

kontrol positif.

Kata Kunci : HPMC, Carbopol, biji pepaya (Carica papaya L.), Gel hand

sanitizer, Escherichia coli
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ABSTRACT

Papaya seeds (Carica papaya L.) have antibacterial activity because they
contain terpenoid, karpain and flavonoid compounds. Flavonoids have —OH
groups that can damage bacterial cell walls. The dry powder of papaya seeds was
extracted by maceration method using 80% ethanol. The purpose of this study was
to determine the optimal combination of HPMC and carbopol concentrations in
the hand sanitizer gel of papaya seed ethanol extract which can influence the in
vitro inhibition of Escherichia coli bacteria. The data analysis used in this study
was one way ANOVA and then continued with the Post Hoc Tests. The results of
the study obtained a yield of 6.933%. The optimum formula obtained is RUN 8
with a concentration of HPMC: Carbopol (0.25gram: 0.75gram). The results of
antibacterial activity against Escherichia coli bacteria obtained an average of
44.25 mm from the two samples. The statistical results obtained stated that there
was no significant difference between the concentration of A and ciprofloxacin as

a positive control.

Keywords: HPMC, Carbopol, papaya seeds (Carica papaya L.), Gel hand
sanitizer, Escherichia coli
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Diare adalah gejala umum penyakit pencernaan berupa buang air
besar dengan konsistensi lembek atau cair, bahkan dapat berupa air saja
dengan frekuensi lebih sering dari biasanya (tiga kali atau lebih) dalam
satu hari (Depkes RI, 2011). Salah satu penyebab utama penyakit diare
yaitu infeksi bakteri Escherichia coli. Bakteri ini termasuk jenis bakteri
gram negatif (Hodges dan Gill, 2010). Pada umumnya masyarakat tidak
sadar bahwa dalam beraktivitas, tangan seringkali terkontaminasi dengan
mikroba. Diare menduduki peringkat ke-13 dengan proporsi kematian
sebesar 3,5%, sementara dengan mencuci tangan dapat menurunkan angka
kejadian diare sebesar 47% (Pramita, 2013).

Menurut Bambang dan Nurtjahjo (2011) cara penularan diare pada
umumnya melalui cara fekal-oral yaitu melalui makanan atau minuman
yang tercemar oleh enteropatogenik, atau kontak langsung dengan tangan.
Tangan merupakan salah satu media yang sangat mudah menyebabkan
penyebaran diare pada manusia karena sering melakukan kontak dengan
lingkungan, wajah, terutama pada mulut sehingga sangat rentan terhadap
penyakit infeksi. Masyarakat harus mulai menyadari pentingnya menjaga
kesehatan, salah satunya dengan menjaga kebersihan tangan karena
melalui tangan sumber penyakit seperti bakteri dan virus bisa masuk ke

dalam tubuh melalui oral. Mencuci tangan menggunakan sabun dan air



mengalir yang bersih merupakan salah satu cara menjaga kebersihan
tangan. Namun hal tersebut masih kurang karena bakteri masih ada yang
tersisa pada telapak tangan kita.

Berawal dari hal tersebut maka dikembangkan penggunaan hand
sanitizer. Hand sanitizer adalah sediaan yang banyak digemari masyarakat
saat ini karena dinilai efektif dan efisien. Penggunaan hand sanitizer
bertujuan untuk membersihkan tangan saat keadaan tidak memungkinkan
untuk mencuci tangan. Produk ini mengandung bahan antiseptik seperti
alkohol atau isopropanol serta pelembab untuk meminimalizir terjadinya
iritasi pada kulit (Simmone, 2005). Terdapat beberapa kelebihan sediaan
yang berasal dari bahan alam, produk hand sanitizer dari bahan alam lebih
aman digunakan, tidak mengandung zat yang berbahaya, tidak merusak
pernafasan, danaman untuk anak-anak (Zerbe dkk., 2010). Jika
menggunakan alkohol atau triklosan yang merupakan bahan kimia secara
terus menerus dapat berbahaya dan mengakibatkan iritasi hingga
menimbulkan rasa terbakar pada kulit.

Banyak tanaman di Indonesia yang dapat dimanfaatkan sebagai
obat tradisional, salah satunya adalah pepaya (Carica papaya L.). Biji
pepaya dipercaya memiliki aktivitas antibakteri, sehingga secara
tradisional biji banyak digunakan sebagai obat diare. Menurut Masria dkk
(2018) hasil skrining fitokimia simplisia biji pepaya mengandung senyawa
golongan steroida/terpenoida, flavonoida, saponin, tanin dan alkaloida.

Skrining fitokimia pada ekstrak etanol menunjukkan bahwa ekstrak dari



biji pepaya mengandung flavonoid, glikosida, saponin, tanin dan alkaloid.
Aktivitas antibakteri ekstrak etanol biji pepaya menunjukkan bahwa
ekstrak etanol lebih efektif untuk menghambat perkembangan bakteri
Escherichia coli pada konsentrasi 500 mg/mL dengan daya hambat 14,6
mm.

Biji pepaya memiliki aktivitas antibakteri karena mengandung
senyawa terpenoid, karpain dan flavonoid yang dapat merusak integritas
membran sel bakteri sehingga menyebabkan bakteri mati (Martiasih dkk.,
2012). Biji pepaya memiliki aktivitas antibakteri karena kandungan di
dalamnya. Salah satunya yaitu terdapat kandungan flavonoid (Yahya,
2012). Senyawa golongan flavonoid dari beberapa bahan alam dilaporkan
memiliki aktivitas antibakteri. Mekanisme kerja flavonoid diduga
mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak membran sel (Jaime, 2007).
Ekstrak etanol biji pepaya memiliki aktivitas antibakteri dengan
menghambat pertumbuhan pada bakteri Escherichia coli sebesar 14,6 mm
pada konsentrasi 500mg/mL (Masria dkk., 2018).

Basis yang digunakan dalam pembuatan sediaan gel hand sanitizer
ini adalah Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) dan carbopol.
Pemilihan basis HPMC karena penampakan gel terlihat jernih dan
kompatibel dengan bahan-bahan yang lainnya serta merupakan bahan
pembentuk hidrogel yang baik (Rowe dkk., 2009). Carbopol dalam
konsentrasi yang kecil dapat berfungsi sebagai basis gel dengan kekentalan

yang cukup dan basis ini mudah terdispersi dalam air (Rowe dkk., 2006).



Sehingga menjadi penting dilakukannya optimasi terhadap kedua
faktor diatas agar mendapatkan parameter uji sifat fisik meliputi uji pH, uji
daya sebar, dan uji viskositas yang optimal. Salah satu metode optimasi
yang dapat digunakan untuk mendapatkan formula optimum adalah
Simplex Lattice Design. Formula yang optimal seringkali dapat diperoleh
dari penerapan Simplex Lattice Design. Penerapan ini digunakan untuk
menentukan optimasi formula pada berbagai perbedaan jumlah komposisi
bahan (dinyatakan dalam beberapa bagian) yang jumlah totalnya dibuat
tetap yaitu sama dengan satu bagian (Bolton, 1997).

Berdasarkan paparan diatas penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui  komposisi HPMC dan carbopol manakah yang paling
optimum dan apakah dari formula yang optimum tersebut dapat

menghambat aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli.

B. Rumusan Masalah
1. Apakah kombinasi konsentrasi HPMC dan carbopol berpengaruh
terhadap sifat fisik gel (uji pH, uji daya sebar dan uji viskositas)?
2. Manakah kombinasi konsentrasi HPMC dan carbopol yang paling
optimal terhadap sifat fisik gel?
3. Apakah kombinasi konsentrasi HPMC dan carbopol dalam sediaan gel
hand sanitizer ekstrak etanol biji pepaya yang paling optimal dapat

menghambat bakteri Escherichia coli?



C. Tujuan penelitian

1. Mengetahui dan membandingkan pengaruh kombinasi konsentrasi
HPMC dan carbopol berpengaruh terhadap sifat fisik gel (uji pH, uji
daya sebar dan uji viskositas).

2. Mengetahui kombinasi konsentrasi HPMC dan carbopol yang paling
optimal terhadap sifat fisik gel.

3. Mengetahui kombinasi konsentrasi HPMC dan carbopol dalam sediaan
gel hand sanitizer ekstrak etanol biji pepaya yang paling optimal dapat
berpengaruh dalam penghambatan bakteri Escherichia coli secara in

vitro.

D. Manfaat penelitian
Memberikan informasi tentang pembuatan sediaan gel dengan
kombinasi HPMC dan carbopol serta memberikan informasi tentang

pengembangan hand sanitizer berbahan alam dari ekstrak etanol biji

pepaya.



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Desain penelitian
Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
desain eksperimental. Penelitian ini merupakan penelitian menggunakan
metode Simplex Lattice Design yang bersifat eksploratif karena mencari
area yang optimal dari HPMC dan carbopol yang digunakan sebagai
gelling agent pada gel hand sanitizer biji pepaya (Carica papaya L.).
Setelah didapatkan area yang optimal kemudian dilakukan pengujian

aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli.

B. Alat dan bahan

1. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji pepaya (Carica
papaya L.), basis HPMC (Brataco), basis carbopol (SigmaAldrich),
gliserin, triethanolamin (TEA), natrium metabisulfit (Merck.), Media
TSIA, media sim, media citrat, media MR, media VP, media PAD,
media glukosa, media mannitol, media sakarosa, media fruktosa, media
laktosa, bakteri Escherichia coli, media Brain Heart Infusion
(company), media Mueller Hinton Agar (company), media MacConkey,
standar 0,5 Mc Farland, antibiotik ciprofloksasin dan aquadest.

2. Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah beaker glass 250 mL
dan 500 mL (Iwaki®), gelas ukur 10 mL dan 100 mL (lwaki®), pipet

volume, batang pengaduk (lwaki®), mortir dan stamfer, pipet tetes,

24
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rotary evaporator (Yamato), timbangan analitik (Ohaus PA 2102), pH
meter (Hanna HI 98107), oven, blender, ayakan 40 mesh, toples kaca
gelap, pH stick universal, alat uji viskositas, jangka sorong, penutup
kaca, pemberat 50 gram; 100 gram; dan 150 gram, autoklaf, cawan

petri, inkubator.

C. Variabel Penelitian

1. Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi gelling agent,
yaitu HPMC dan carbopol yang digunakan dalam formulasi gel hand
sanitizer.

2. Variabel terikat
Variabel terikat pada penelitian ini meliputi sifat fisik dari sediaan gel
yaitu uji pH, uji daya sebar, uji viskositas formulasi gel hand sanitizer
dan diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.

3. Variabel terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah kecepatan dan lamanya
pengadukan saat proses pembuatan hand sanitizer, kondisi dan wadah
penyimpanan, dan juga pemilihan bahan yang digunakan dalam

pembuatan gel hand sanitizer.
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D. Definisi Operasional

1.

Gel hand sanitizer ekstrak biji pepaya adalah sediaan semipadat atau
semisolid yang diformulasikan dari ekstrak biji pepaya dengan gelling
agent HPMC dan carbopol yang dibuat sesuai formula dan prosedur
dalam penelitian ini.

Gel adalah sistem semipadat atau semisolid yang terdiri dari suspensi
yang dibuat dari partikel anorganik kecil maupun molekul organik
yang besar yang terpenetrasi oleh suatu cairan.

Gelling agent adalah faktor yang akan dioptimasi dan digunakan
untuk membentuk polimer gel hand sanitizer yaitu HPMC dan
carbopol

HPMC atau hidroksipropil metilselulosa adalah eter propilen glikol
dari metilselulosa, dapat mengembang di dalam air dan menjadi
koloid kental tidak berwarna atau bening sampai buram, dan tidak
berbau.

Carbopol adalah resin akrilik larut air yang mempunyai sifat
membentuk kekentalan sempurna meskipun konsentrasi yang
digunakan dalam jumlah yang kecil dengan penetralan menggunakan
basa yang cukup, larut dalam air dan alkohol, bersifat triksotropik,
membentuk sediaan yang transparan dan bekerja efektif pada rentang

pH yang luas.
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E. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman
Tahap pertama penelitian ini adalah menetapkan kebenaran
sampel biji pepaya (Carica papaya L.) yang berkaitan dengan ciri — ciri
mikroskopis dan makroskopis, serta mencocokkan ciri — ciri morfologis
yang ada pada tanaman biji pepaya (Carica papaya L.) terhadap
kepustakaan yang dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas MIPA
Universitas Muhammadiyah Surakarta, Solo.
2. Pengambilan dan pemilihan bahan
Biji pepaya (Carica papaya L.) di peroleh dari Pasar Gede,
Solo, Jawa Tengah. Bagian biji yang digunakan untuk mendapatkan
ekstrak adalah biji yang matang atau tidak terlalu muda. Biji
digunakan dalam keadaan segar tanpa mengering untuk menghasilkan
ekstrak yang lebih maksimal.
3. Penyiapan Sampel
Dua kg biji pepaya yang sudah matang (Carica papaya L.)
dibersihkan dengan air mengalir, lalu ditiriskan, dikeringkan dalam
oven pada suhu 40°C, lalu dihaluskan menggunakan blender dan
diayak menggunakan ayakan 40 mesh hingga diperoleh serbuk
simplisia. Biji pepaya yang digunakan berjenis California (Masria
dkk., 2018).
4. Pembuatan Ekstrak Biji Pepaya
Sebanyak 300 g serbuk simplisia biji pepaya dimasukkan ke

dalam wadah gelas berwarna gelap lalu dimaserasi dengan 7,5 bagian
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pelarut etanol 80% vyaitu sebanyak 2.250 mL, maserasi dilakukan
selama 7 hari (maserasi 5 hari dan remaserasi 2 hari) dan harus sambil
sering diaduk. Wadah gelas yang digunakan berwarna gelap terlindung
dari cahaya matahari. Serbuk simplisia yang dimaserasi disaring dan
diperas dengan kertas saring lalu ampasnya diremaserasi dengan 2,5
bagian pelarut etanol 80% sebanyak 750 mL dan didiamkan selama 2
hari, setelah 2 hari hasil remaserasi disaring dan diperas dengan kertas
saring. Kemudian hasil maserasi dan remaserasi dicampur, didiamkan
selama 2 hari dan dienap tuangkan. Hasil diatas diuapkan dengan
bantuan alat penguap rotary evaporator pada temperatur tidak lebih
dari 60°C. Hasil di waterbath pada temperatur tidak lebih dari 60°C
sampai diperoleh ekstrak kental biji pepaya (Masria dkk., 2018).
Identifikasi senyawa flavonoid

Ekstrak etanol biji pepaya dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi butiran logam Mg dan larutan HCL 2N, campuran ini
dipanaskan selama 5-10 menit, setelah dingin dan disaring, dalam
filtrat ditambahkan amil alkohol, dikocok kuat, warna merah atau
jingga pada lapisan amil alkohol menunjukkan adanya flavonoid
(Wisky, 2018).
. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Biji Pepaya

Larutan uji ekstrak biji pepaya dibuat 2 seri konsentrasi.
Konsentrasi A dibuat dengan mencampurkan 1 g ekstrak biji pepaya

dengan 10 mL akuades lalu dihomogenkan, sedangkan konsentrasi B
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dibuat dengan mencampurkan 2 g ekstrak biji pepaya dengan 10 mL
akuades lalu dihomogenkan sehingga didapatkan konsentrasi
10.000ug/100uL dan 20.000ug/100puL.

. Pembuatan Gel Hand Sanitizer

Dalam penelitian ini diambil formulasi standar sediaan gel

menurut Suryani dan Teuku (2018) dapat dilihat pada Tabel. 1

Tabel 1. Komposisi Standar Gel

Bahan Standar
HPMC 3,50-4,50%
Carbopol 0,5-1,50%

Basis gel (HPMC atau Carbopol) dikembangkan dengan
akuades panas (bagian pertama). Natrium metabisulfit dilarutkan
dalam sebagian gliserin. Ditambahkan ekstrak etanol biji pepaya
sebanyak 10.000ug/100uL (konsentrasi A) dan 20.000ug/100uL
(konsentrasi B), trietanolamin ditambahkan, kemudian dimasukkan
sisa gliserin dan diaduk hingga homogen (bagian kedua). Bagian kedua
tersebut dimasukkan kedalam basis yang telah dikembangkan (bagian
pertama), kemudian sisa akuades dimasukkan, diaduk hingga

membentuk massa gel yang homogen (Sari & Isadiartuti, 2006).
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Tabel 2. Formula gel hand sanitizer diperoleh dari metode SLD

Bahan Kadar Formula gel hand sanitizer biji pepaya
Runl Run2 Run3 Run4 Run5 Run6 Run7 Run8
Ekstrak biji pepaya 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000
(ug/100uL) (Kons
A)
Ekstrak biji pepaya 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000 20.000
(Mg/100pL)
(Kons B)
HPMC 4 3,75 4,5 4 3,5 4,5 3,5 4,25
Carbopol 1 1,25 0,5 1 1,5 0,5 1,5 0,75
Triethanolamin 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Gliserin 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Na Metabisulfit 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Aqguades ad 100 100 100 100 100 100 100 100

8. Evaluasi Fisik Sediaan Hand Sanitizer
a. Uji Organoleptis
Uji organoleptis meliputi bentuk, warna, dan bau dari gel yang
dilakukan secara visual.
b. Uji Homogenitas
Homogenitas gel diamati secara visual dengan mengoleskan 0,5
gram gel pada permukaan kaca petri kemudiaan gel ditekan dengan
kaca petri yang lain. Diamati apakah terdapat butiran kasar atau
bagian yang tidak tercampur dengan baik. Jika tidak ditemukan

berarti homogen.
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c. UjipH
pH stick dicelupkan dalam sediaan hand sanitizer kemudian
dibandingkan dengan pH teoritis yang ada dalam kotak pH stick
universal (Tiffany, 2017). Peraturan pH pada sediaan gel hand
sanitizer menurut SNI No. 06 2588 yaitu berkisar antara pH 4,5
sampai 6,5.
d. Uji Daya Sebar
Gel sebanyak 0,5 gram diletakkan di tengah kaca, ditutup
dengan kaca lain yang telah ditimbang dan dibiarkan selama 1
menit, lalu diukur diameter sebar gel. Selanjutnya diberi
penambahan beban setiap 1 menit sebesar 50 gram, 100 gram dan
150 lalu diukur diameter sebar gel (Suryani dan Teuku, 2018).
Peraturan daya sebar pada sediaan gel hand sanitizer menurut SNI
No. 06 2588 sebesar 50 sampai 70mm.
e. Uji Viskositas
Uji viskositas dengan menggunakan Viscometer Rion VT 04F
dengan rotor nomor 2. Viscometer di kaitkan dengan statif yang
sudah tersedia. Didalam viskotester ada mata ikan untuk melihat
kesejajaran agar tidak terlalu ke atas atau ke bawah. Sediaan gel
dimasukkan dalam cup atau wadah kemudian klik tombol on
setelah itu baca angka pertama yang ditunjukkan oleh jarum

viscometer.



9.

10.

11.

32

Penentuan formula optimum
Optimasi untuk pemilihan formula optimum dilakukan dengan
menggunakan software Design Expert versi trial 11 dengan uji fisik
meliputi uji pH, daya sebar dan uji viskositas. Semua formula gel
yang diperoleh diformulasi berdasarkan urutan run 1 sampai 8 lalu
diuji sifat fisik gelnya, diolah menggunakan software Design Expert
versi trial 11 dengan metode Simplex Lattice Design menggunakan 2
faktor. Faktor yang diteliti yaitu HPMC sebagai faktor A dan carbopol
sebagai faktor B. Formula gel ekstrak etanol biji pepaya pada Tabel 2
(Suryani dan Teuku, 2018).
Verifikasi formula optimum
Verifikasi dilakukan untuk membandingkan antara prediksi
dari software dengan hasil pengujian terhadap formulasi yang
dilakukan. Verifikasi dilakukan dengan membuat formula sebanyak 3
kali replikasi dan dilakukan pengujian terhadap sifat fisik sediaan gel
yang meliputi uji pH, uji daya sebar dan uji viskositas (Saryanti dkk,.
2019)
Pengujian Aktivitas Antibakteri Terhadap Bakteri Escherichia coli
a. Sterilisasi alat
Alat dan bahan untuk penelitian harus dibersihkan terlebih
dahulu sebelum digunakan kemudian dibungkus dengan Kertas.

Lalu dimasukkan ke dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1
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atm selama 15 menit. Setelah itu dimasukkan ke dalam oven pada
suhu 100°C selama 1 jam untuk mengeringkan alat (Dewi, 2010).

b.Pembuatan gel hand sanitizer ekstrak etanol biji pepaya yang
optimum

Formula yang optimum digunakan untuk uji aktivitas

antibakteri. Basis gel (HPMC atau Carbopol) dikembangkan
dengan akuades panas (bagian pertama). Natrium metabisulfit
dilarutkan dalam sebagian gliserin. Ditambahkan ekstrak etanol biji
pepaya sebanyak  10.000pg/100uL  (konsentrasi A) dan
20.000ug0/100puL  (konsentrasi B), trietanolamin ditambahkan,
kemudian dimasukkan sisa gliserin dan diaduk hingga homogen
(bagian kedua). Bagian kedua tersebut dimasukkan kedalam basis
yang telah dikembangkan (bagian pertama), kemudian sisa akuades
dimasukkan, diaduk hingga membentuk massa gel yang homogen
(Sari & Isadiartuti, 2006).

c. Pembuatan Media Brain Heart Infusion (BHI) dan Mueller Hinton

Agar (MHA)

Media yang digunakan telah tersedia dalam kemasan,
sehingga dalam pembuatannya hanya dengan cara melarutkan
dalam akuades sesuai dengan intruksi yang terdapat pada masing-
masing kemasan. Banyaknya media yang ditimbang untuk tiap
liternya adalah sebagai berikut media MHA sebanyak 34 gram

dan BHI 37 gram ditimbang untuk setiap satu liter pelarut. Media
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MHA yang dibuat sebanyak 30mL yaitu dengan melarutkan 5,1
gram dalam 150mL pelarut untuk 6 cawan petri. Media yang telah
dilarutkan kemudian dipanaskan didalam panci yang berisi air
dipanaskan hingga media larut semua dalam pelarut setelah itu
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
d. Karakterisasi bakteri
Bakteri Escherichia coli diambil dari stok bakteri pada
Nutrient Agar miring yang didapatkan dari Laboratorium
Mikrobiologi Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional Surakarta.
Bakteri dari Nutrient Agar miring dipindahkan ke media BHI cair
setelah itu dimasukkan ke dalam inkubator selama 24 jam pada
suhu 37°C. Keesokan harinya dari media BHI cair dipindahkan ke
media MacConkey setelah itu dimasukkan ke dalam inkubator
selama 24 jam pada suhu 37°C. Bakteri yang sudah tumbuh
diambil 1 koloni saja untuk diuji biokimia dan gula gula. Uji
biokimia meliputi :
1) KIA/TSIA
Amati adanya pembentukan :
a) Acid/asam : positif ditandai dengan media berwarna kuning.
Hal ini disebabkan media KIA mengandung karbohidrat
yang akan difermentasikan oleh bakteri membentuk suasana

asam. Warna kuning pada media disebabkan media
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mengandung indikator phenol red yang dalam suasana asam
akan berwarna kuning.

b) Alkali/basa : positif ditandai dengan media tetap berwarna
merah karena Kkarbohidrat pada media tidak terurai.
Pembacaan adanya pembentukan asam dan basa dengan
cara mengamati bagian yang miring terlebih dahulu
kemudian bagian yang tegak.

c) Gas : positif ditandai adanya bagian yang kosong pada
media atau media terangkat ke atas.

d) HaS : positif ditandai terbentuknya warna hitam pada media.
Proses desimilasi asam amino yang mengandung belerang
(Crytine dam methionin) oleh bakteria akan melepaskan
H>S. Untuk mengetahui adanya/terbentuknya H»S.

SIM

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media.

Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Amati adanya

pembentukan :

a) H.S : positif ditandai terbentuknya warna hitam pada
media.

b) Motil : positif jika terdapat pertumbuhan yang menyebar
disekitar tusukan atau pada permukaan media/media

menjadi keruh.
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¢) Indol : positif ditandai terbentuknya warna merah setelah
ditambahkan 5 tetes reagen erlich/kovac. Indol merupakan
zat berbau busuk yang dihasilkan dari pemecahan asam
amino tryptophan yang terkandung dalam media oleh
bakteri.

3) Urea
Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media.

Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

a) Uji urease ferment positif ditandai dengan berubahnya
warna media menjadi merah. Ini terjadi karena bakteri
memfermentasikan Kkristal urea dalam media menjadi
amoniak yang membuat suasana media menjadi basa.
Adanya indikator phenol red dalam media menyebabkan

media menjadi berwarna merah.

b) Reaksi :
CO(NH2)2 + H20 > 2 NH2 +CO
NH3 + phenol red > merah

4) Citrat
Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar,
kemudian goreskan secara zig zag pada kemiringan media.
Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

a) Citrat positif ditandai terbentuknya warna biru pada media.
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b) Prosesnya : apabila bakteri yang di tanam menggunakan
garam citrate sebagai sumber karbon, maka citrat akan
diurai dan menghasilkan ion OH-. lon ini bersifat basa
sehingga dengan adanya indikator BTB media akan berubah
menjadi berwarna biru.

5) MR/VP

Inokulasikan ke dalam media. Inkubasi pada suhu 37°C selama

24 jam. Amati adanya pembentukan :

Acetoin (VP) : positif ditandai dengan terbentuknya warna

merah setelah pada media ditambahkan 10 tetes reagen barried

dan 4 tetes reagen KOH 40% serta ditunggu selama 10 menit.

Adanya glukosa pada media akan diubah menjadi asam piruvat

yang diuraikan lagi menjadi acetoin. Acetoin akan bereaksi

dengan inti guanidine dari reagen barried membentuk warna
merah.

a) Asam MR : positif ditandai dengan warna merah setelah
menambahkan 5 tetes reagen methyl red ke dalam media.
Jika bakteri memecah glukosa asam dengan adanya
indikator methyl red akan menyebabkan media menjadi
merah.

6) PAD
Inokulasikan ke dalam media. Inkubasi pada suhu 37°C selama

24 jam. Amati adanya pembentukan :
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a) Phenyl pyruvat/deaminase phenyl alanin (PAD) : positif
ditandai dengan warna hijau pada media setelah pada media
ditambahkan HCI 0,1 N sampai media berwarna kuning dan
ditambahkan 5 tetes reagen FeClz 10%. Phenyl alanin pada
media akan di deaminasi oleh bakteri menjadi phenyl yang
akan bereaksi dengan FeCls membentuk warna hijau.

7) Fermentasi Karbohidrat (Sukrosa, Glukosa, Laktosa, Maltosa,

Manitol)

Inokulasikan ke dalam media. Inkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam.

a) Gula gula : positif ditandai dengan media berwarna kuning.
Karbohidrat/gula yang terdapat dalam media akan
difermentasikan oleh bakteri menjadi asam dan gas. Adanya
indikator phenol red akan menyebabkan media menjadi
kuning.

b) Gas : positif ditandai dengan kosongnya tabung durham

e. Pembuatan persediaan (stok) bakteri
Escherichia coli diambil dari stok bakteri yang didapatkan
dari Laboratorium Mikrobiologi Sekolah Tinggi llmu Kesehatan
Nasional Surakarta, kemudian digoreskan pada media NA miring.
Bakteri diinkubasi pada suhu 18-37°C selama 24 jam. Jika
digunakan untuk hari berikutnya bakteri ini disimpan pada suhu

4°C sebagai stok bakteri (Dina, 2012).
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f. Pembuatan suspensi bakteri
Escherichia coli diambil masing-masing 2-3 koloni dari
biakan induk dalam media NA miring, disuspensikan dalam 5 mL
Nacl 0,9%. Suspensi bakteri disamakan konsentrasinya dengan
standar 0,5 Mc Farland (108 CFU/mL) hingga didapat kekeruhan
yang sama dengan standar, selanjutnya suspensi bakteri
dituangkan sebanyak 1 mL pada cawan petri dan tuangkan media
MHA pada keadaan hangat secara pour plate kemudian tunggu
media sampai memadat.
g. Pembuatan sumuran
Pembuatan sumuran dilakukan pada media MHA yang telah
diinokulasikan bakteri Escherichia coli. Pembuatan lubang pada
media MHA menggunakan cork borer berdiameter 8mm dengan
jarak antara masing-masing lubang +, 28mm.
h. Pengisian sumuran dengan gel hand sanitizer ekstrak biji pepaya
Uji aktivitas antibakteri terhadap gel ekstrak etanol biji
pepaya menggunakan bakteri Escherichia coli dengan cara difusi
agar. Media dibuat dalam 3 cawan petri yang setiap cawan petri
berisi 4 sumuran yang berisi kontrol positif (antibotik
ciprofloksasin), kontrol negatif (aquades), sampel gel hand
sanitizer  ekstrak etanol biji pepaya konsentrasi A
(10.000ug/100uL) dan konsentrasi B (20.000pg/100pL). Masing

masing diambil 100uL menggunakan mikro pipet dan diteteskan
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pada setiap sumuran kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama

24 jam dan diukur zona hambat dengan jangka sorong (Bryce

dkk., 2018). Hasilnya dibaca :

a. Zona radikal yaitu suatu daerah di sekitar disk dimana sama

sekali tidak ditemukan adanya pertumbuhan bakteri. Potensi
antibakteri diukur dengan mengukur diameter dari zona
radikal.

Zona irradikal yaitu suatu daerah di sekitar disk dimana
pertumbuhan bakteri dihambat oleh antibakteri tetapi tidak

dimatikan (Zenda, 2010).

i. Pembuatan Kontrol

1)

2)

Kontrol Negatif
Kontrol negatif yang digunakan yaitu aquades. Alasan
menggunakan aquades karena aquades tidak memberikan
zona hambat dari bakteri karena bersifat netral.
Kontrol Positif
Kontrol positif yang digunakan adalah antibiotik
ciprofloksasin. Larutan kontrol positif dibuat dari sediaan
obat tablet Ciprofloksasin 500 mg, dengan cara satu tablet
Ciprofloksasin digerus. Setelah itu ditimbang 65 mg dan
dilarutkan dalam 50 mL aquades, selanjutnya dibuat dengan
cara diambil 1 mL larutan dan ditambahkan aquades hingga

10 mL untuk memperoleh larutan ciprofloksasin
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10ug/100uL. Larutan ini digunakan sebagai kontrol positif
pada pengujian. Berdasarkan penelitian Debi dan Winarti
(2017) diperoleh hasil bahwa dari 10 sampel bakteri
Escherichia coli yang sensitif terhadap antibiotik

ciprofloksasin sebanyak 60%.

F. Analisis data

Data diperoleh dari uji sifat fisik gel yang meliputi uji pH, uji daya
sebar dan uji viskositas. Analisis data dilakukan dengan menggunakan
aplikasi progam Design Expert trial 11 (Bernardus, 2016). Didapatkan
hasil formula yang optimum jika nilai desirability berkisar 0-1, dimana
semakin tinggi nilai desirability (mendekati 1) berarti formula optimum
yang dihasilkan semakin mencapai respon yang dikehendaki. Verifikasi
formula optimal gel untuk membandingkan hasil prediksi metode optimasi
dengan hasil pengujian yang dilakukan diuji dengan one sample t-test
(Saryanti dkk., 2019).

Data hasil penelitian efek gel hand sanitizer ekstrak etanol biji
pepaya pada bakteri Escherichia coli dianalisis menggunakan program
SPSS statistik 22 untuk melihat ada atau tidaknya efektifitas yang
bermakna dari masing-masing sumuran yang mengandung kontrol positif,
kontrol negatif, dua konsentrasi sediaan gel hand sanitizer ekstrak etanol
biji pepaya dalam menghambat pertumbuhan Escherichia coli. Data pada

penelitian ini berupa variable numerik lebih dari 2 kelompok tidak
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berpasangan sehingga menggunakan analisis data One Way ANOVA jika
berdistribusi normal, namun jika data tidak berdistribusi normal maka
menggunakan uji nonparametrik yaitu uji Kruskall Wallis (Eko Prayoga,

2013).

G. Alur Penelitian

Ekstraksi gel ekstrak biji pepaya (Carica papaya L.)

Pembuatan gel hand sanitizer dengan ekstrak
etanol biji pepaya

Uji sifat fisik gel (Uji pH, uji daya sebar, dan uji
viskositas

Verifikasi Formula Optimum

Pembuatan gel hand sanitizer dengan ekstrak
etanol biji pepaya

A 4
Pembuatan media untuk uji antibakteri

Uji antibakteri terhadap Escherichia coli

Analisis data

Gambar 6. Alur Penelitian



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan pada hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik

beberapa kesimpulan sebagai berikut :

1. Konsentrasi HPMC dan carbopol berpengaruh terhadap uji pH, uji daya
sebar, dan uji viskositas.

2. Sediaan gel hand sanitizer yang paling optimum adalah RUN 8 dengan
nilai desirability 0,504.

3. Ekstrak etanol biji pepaya yang dibuat sebagai gel hand sanitizer dengan
kombinasi konsentrasi HPMC dan carbopol yang paling optimal (RUN 8)
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli serta yang
memberikan zona hambat paling besar yaitu konsentrasi 10.000ug/pL.
Zona hambat yang diperoleh sebesar 44,25 mm.

B. Saran
1. Perlu ditambahkan fragrance agar baunya lebih menarik.
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk membuat produk hand

sanitizer berbahan alami dari penelitian ini.
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