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ABSTRACT 

The preparation of hand sanitizer gel ethanol extract of srikaya leaf (Annona 

squamosa) has antibacterial activity of Escherichia coli and Staphylococcus aureus 

because it contains flavonoids. The stability of the physical preparation of hand 

sanitizer gel is influenced by the combination of the proportion of CMC Na and 

carbopol as a gelling agent.This research was conducted to find the most optimum 

composition of CMC Na and carbopol, and to obtain results that were not 

significantly different from samples with positive controls. Antibacterial activity if 

it has the ability to inhibit bacteria will form a clear zone around the well. 

This research was conducted using a laboratory experimental method by 

extracting srikaya leaves by maceration which was then continued with the 

manufacture of gel hand sanitizer with variations in the proportion of CMC Na and 

carbopol optimization was carried out. One of the optimization methods that can be 

used to obtain the optimum formula is the Simplex Lattice Design. Antibacterial 

activity tests were carried out on hand sanitizer gel preparations by looking at the 

inhibitory power based on the size of the clear zone. Test using independent t-test. 

Based on the test results obtained the best composition is CMC Na 3% and 

carbopol 2% desirability value 0.536. The data were analyzed statistically using the 

SPSS 25 program, the significance value was > 0.05. using the dosage formula to 

obtain the optimum formula based on the test parameters pH, dispersion, adhesion, 

and viscosity, the test parameters were carried out byone sample t test. Testing of 

antibacterial activity against Escherichia coliand Staphylococcus aureus had a 

mean of 15.7 mm and 19.6, respectively. Inhibition data obtained significantly 

different results between the sample and the positive control. 

Keywords: Gel hand sanitizer, Annona squamosa, CMC Na, Carbopol, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Perpindahan bakteri dari dan melalui tangan kita hingga masuk ke saluran 

pencernaan dapat menyebabkan gangguan saluran pencernaan salah satunya ialah 

diare (Kemenkes RI, 2011).  Escherichia coli dan Staphylococcus aureus adalah  

penyebab penyakit diare yang bersifat patogen. Kejadian Luar Biasa ( KLB) diare 

yang terjadi pada tahun 2018 mengalami peningkatan dibanding pada tahun 2011 

CFR (Case fatality rate) sebesar 0,40% sedangkan pada tahun 2018 CFR (Case 

fatality rate)  sebesar 4,76% (Kemenkes RI, 2019), Escherichia coli adalah 

bakteri gram negatif yang biasanya terdapat dalam saluran pencernaan sehingga 

dapat mengakibatkan infeksi pada sistem saluran pencernaan, sedangkan 

Staphylococcus aureus merupakan gram positif yang dapat menyebabkan infeksi 

kulit pada luka, bisul, dan menyebabkan infeksi lain yaitu keracunan pada 

makanan (Jawetz, et al., 2010). Menurut Sugiyono et al., (2014) hasil 

pemeriksaan tangan pejamah makanan yang teridentifikasi bakteri Escherichia 

coli sebanyak 50% dan Staphylococcus aureus 25%. Keadaan tersebut 

menunjukkan bahwa higiene perorangan masih kurang. Menurut penelitian 

Desiyanto et al., (2013) perlakuan penggunaan antiseptik pada tangan efektif 

dalam penurunan jumlah angka kuman yang memiliki cara kerja menghambat 

pertumbuhan bakteri (bakteriostatik) atau menyebabkan kematian bakteri 

(bakterisidal) (Iswara, 2015), dalam pembuatan sediaan antiseptik yang sering 

digunakan adalah triclosan, jika penggunaan triclosan dengan konsentrasi tinggi 

1 
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dapat menyebabkan resistensi bakteri (Davision, 2010), untuk mengatasi masalah 

tersebut sehingga dapat dilakukan pemanfaatan bahan alam sebagai obat 

tradisional terbukti bermanfaat bagi kesehatan, mudah didapat dan memiliki efek 

samping jauh lebih rendah dibandingkan dengan obat-obat kimia (Endarini, 2016). 

Bahan herbal yang berguna sebagai antibakteri salah satunya adalah daun Srikaya 

(Amnona squamosa). Daun  srikaya (Amnona squamosa) mengandung senyawa 

metabolit sekunder yang bersifat sebagai antimikroba yakni flavonoid (Kalidindi 

et al., 2015). Kandungan flavonoid bekerja sebagai antibakteri dengan 

mengintervensi membran sitoplasma, menghambat sintesis asam nukleat, 

metabolisme energi, sintesis dinding sel, dan sintesis membran sel. Ekstrak etanol 

daun srikaya pada konsentrasi 50%, memiliki daya hambat terhadap bakteri 

Escherichia coli sebesar 10,10 mm dan bakteri Staphylococcus aureus sebesar 

17,88 mm (Tansil et al., 2016).  

Berdasarkan kondisi saat tidak disediakannya air dan sabun salah satu 

produk praktis yang dapat dijadikan alternatif untuk membersihkan tangan dalam 

beraktivitas yaitu produk gel Hand sanitizer. Hal tersebut mendorong 

pengembangan produk gel hand sanitizer dengan menggunakan ekstrak etanol 

daun srikaya yang memiliki aktivitas antibakteri sebagai zat aktifnya. Hand 

sanitizer adalah pembersih tangan yang memiliki kemampuan antibakteri dalam 

menghambat hingga membunuh bakteri pada tangan, mengandung alkohol 60%. 

Gel mulai populer digunakan karena penggunaanya mudah dan praktis tanpa 

membutuhkan air dan sabun. Gel hand sanitizer menjadi alternatif yang nyaman 

bagi masyarakat (Hapsari, 2015). Sediaan gel hand sanitizer dibuat dengan basis 
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CMC Na dan carbopol keuntungan penggunaan CMC Na sebagai basis 

diantaranya memberikan viskositas yang stabil. Carbopol sebagai gelling agent 

mempunyai keuntungan, yaitu dapat dicampur dengan banyak zat aktif, 

acceptable, serta memiliki penampilan organoleptis yang menarik, penggunaan 

carbopol sebagai basis pada sediaan  gel dapat menghasilkan gel yang jernih. Hal 

tersebut menjadi penting dilakukannya optimasi terhadap kedua faktor tersebut 

agar mendapatkan parameter uji fisik meliputi uji pH, uji daya sebar, dan uji 

viskositas yang optimal. Salah satu metode optimasi yang dapat digunakan untuk 

mendapat formula optimum adalah Simplex Lattice Design. Kegunaan metode 

Simplex Lattice Design diantaranya penentuan formula, mengoptimalkan variabel 

formulasi dan mengetahui jumlah Run (Lannie, 2013). Bahan utama pembentuk 

gel adalah basis gel. Penggunaan CMC Na sebagai basis karena gel akan bersifat 

lembut, elastis, dan memiliki stabilitas yang tinggi. Carbopol adalah basis gel 

yang bila diformulasikan akan membentuk gel dengan penampakan yang jernih 

(Hasyim et al., 2011). Berdasarkan uraian tersebut, maka perlu dilakukan 

penelitian untuk menemukan komposisi CMC Na dan carbopol yang paling 

optimum. Selain itu diharapkan penelitian ini dapat memberi informasi aktivitas 

antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. 

 

 

 

 

 



4 
 

 
 

 

B. Perumusan masalah 

Rumusan masalah penelitian ini adalah : 

1. Berapakah proporsi optimum kombinasi CMC Na dan carbopol dalam 

pembuatan gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Annona squamosa) 

dengan metode Simplex Lattice Design? 

2. Apakah formula gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Annona 

squamosa) yang paling optimum mampu menghambat pertumbuhan bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus ? 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Untuk menemukan proporsi CMC Na dan carbopol yang paling optimum 

pada pembuatan gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Annona 

squamosa) dengan metode Simplex Lattice Design. 

2. Untuk menemukan sediaan gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya 

(Annona squamosa) dengan komposisi CMC Na dan carbopol yang paling 

optimum mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan 

Staphylococcus aureus. 

D. Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi tentang formula sediaan gel hand sanitizer berbahan 

alam dari ekstrak etanol daun srikaya (Annona squamosa) dengan kombinasi 

CMC Na dan carbopol yang optimal. 
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2. Memberikan informasi tentang pengembangan gel hand sanitizer berbahan 

alam dari ekstrak etanol daun srikaya (Annona squamosa) yang mempunyai 

potensi dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan 

Staphylococcus aureus
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Desain Penelitian 

Desain penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan variasi 

menggunakan metode Simplex Lattice Design (SLD) yang bersifat eksploratif 

karena mencari area optimal dari CMC Na dan carbopol sebagai gelling agent 

dalam formula gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Annona squamosa) 

setelah didapatkan area optimal dilakukan pengujian aktivitasnya terhadap bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.  

 

B. Alat dan Bahan 

1. Alat Penelitian 

Alat yang digunakan selama penelitian adalah Alat gelas (Iwaki®) 

toples kaca, pipet volume, pipet tetes, timbangan digital (acis®), cawan 

porselin, mortar, stamper, ayakan, pH meter (Hanna H1 98107®), batang 

pengaduk (Iwaki®), Rotary evaporator (IKA RV 10®), viskometer (Rion®), 

inkubator (Jouan tipe IG 150®), jarum oshe, pembakar spiritus. 

2. Bahan Penelitian 

Serbuk daun srikaya (Annona squamosa) etanol 96%, carbopol, CMC 

Na, TEA, gliserin, nipagin, oleum citrus, aquadest, bakteri Staphylococcus 

aureus, bakteri Escherichia coli, NaCl, media NA (Nutrient agar), standar 

25 



26 

 

Mac Farland, gel hand sanitizer merk “X”, media KIA / TSIA (Kigler Inron 

Agar / Triple Sugar Iron Agar ), media SIM ( Sulfide Indol Motility) , media 

citrate media MR ( Metil Red), media VP (Vroges Proskauer), media PAD ( 

Phenil Alanin Diaminase), media glukosa, media manitol, media sakarosa, 

media fruktosa, media laktosa, media MHA (Muller Hilton Agar), Media MSA 

(Manitol Salt Agar), NaCl 0,9%, H202  3%, plasma citrat. 

 

C. Variabel Penelitian  

1. Variabel bebas 

   Variabel bebas pada penelitian ini yaitu komposisi CMC Na dan carbopol 

yang digunakan dalam formulasi gel hand sanitizer ekstrak etanol daun 

srikaya (Annona squamosa). 

2. Variabel terikat 

  Variabel terikat dalam  penelitian ini meliputi formula optimum dari sediaan 

gel  yaitu uji pH, uji daya sebar, uji viskositas, uji daya lekat dan diameter 

zona hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus 

aureus. 

3. Variabel terkendali 

  Variabel terkendali pada penelitian ini adalah pemilihan simplisia tua, 

kecepatan dan lamanya pengadukan saat proses pembuatan gel hand 

sanitizer, kondisi dan wadah penyimpanan, dan metode uji aktivitas bakteri.. 
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D. Definisi Operasional 

1. Ekstraksi etanol daun srikaya ialah  penyarian serbuk daun srikaya yang di 

maserasi menggunakan etanol 70% dan diuapkan dengan menggunakan 

rotary vacuum evaporator serta oven sehingga menjadi ekstrak kental. 

2. Hand sanitizer adalah sediaan dengan berbagai kandungan yang cepat 

membunuh mikroorganisme yang ada di kulit tangan. hand sanitizer banyak 

digunakan karena  alasan kepraktisan yaitu mudah dibawa dan bisa cepat 

digunakan tanpa perlu menggunakan air. Cara pemakaiannya dengan 

diteteskan pada telapak tangan, kemudian diratakan pada permukaan tangan  

3. Penggunaan CMC Na sebagai basis gel dapat membentuk larutan koloida 

dalam air yang dapat membuat gel menjadi tidak jernih. Carbopol sebagai 

gelling agent mempunyai keuntungan, yaitu dapat dicampur dengan banyak 

zat aktif, serta memiliki penampilan organoleptis yang menarik, penggunaan 

carbopol sebagai basis pada sediaan gel dapat menghasilkan gel yang jernih. 

4. Sifat fisis gel hand sanitizer ialah parameter yang digunakan untuk 

mengetahui sifat fisis gel hand sanitizer , meliputi uji daya lekat, daya sebar, 

uji pH, dan uji viskositas. 

5. Daya sebar ialah diameter penyebaran gel pada uji setelah diberi beban. 

6. Viskositas ialah hambatan gel untuk mengalir dengan adanya pemberian 

gaya. Kriteria viskositas optimum ialah 500-1000 cPs. 

7. Area optimum adalah pertemuan arsiran dari countour. 
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8. Plot daya sebar, daya lekat, viskositas, pH yang menunjukkan komposisi 

CMC Na dan carbopol yang menghasilkan gel hand sanitizer dengan sifat 

fisik yang baik. 

9. Penghambatan pertumbuhan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dari 

biakan murni Laboratorium Stikes Nasional Surakarta aktivitas antibakteri 

jika memiliki kemampuan terbentuknya zona bening sekitar sumuran. 

10. Aktivitas antibakteri dilihat dari diameter zona hambat, dan dikatakan 

memiliki aktivitas antibakteri jika berbeda signifikan dengan kontrol negatif. 

 

E. Jalannya Penelitian 

1. Determinasi tanaman  

Tahap pertama penelitian ini adalah kebenaran sampel daun srikaya 

(Annona squamosa) yang berkaitan dengan ciri-ciri mikroskopis dan 

makroskopis, serta mencocokkan ciri-ciri morfologis yang ada pada daun 

srikaya (Annona squamosa) terhadap kepustakaan yang dilakukan di 

Laboratorium Biologi Fakultas MIPA Universitas Muhammadiyah Surakarta, 

Solo (Lampiran 1 hal 91). 

2. Penyiapan sampel 

a. Pengambilan sampel  

Sampel daun srikaya diambil sebanyak 4000 gram dari Desa Bulan, 

Kecamatan Wonosari, Kabupaten Klaten. Sampel daun srikaya diambil 

dari daun yang masih segar dan pada daun yang tua. 
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b. Pembuatan simplisia 

Daun srikaya 6000 gram dicuci bersih dan ditiriskan, kemudian 

ditempatkan pada wadah yang bersih lalu dikeringkan dengan cara dijemur 

daun srikaya dibawah sinar matahari yang ditutupi kain hitam. Daun 

srikaya yang sudah kering dihaluskan hingga diperoleh serbuk kering atau 

simplisia, kemudian diayak menggunakan pengayak nomor mesh 40 

(Rivai, 2010). 

3. Pembuatan ekstrak 

Ekstrak daun srikaya dibuat dengan metode maserasi. Maserasi 

dilakukan dengan merendam simplisia sebanyak 2600 gram ke dalam pelarut 

etanol 70% (1:7,5) sebanyak 23,5 liter pada bejana, kemudian diaduk. Bejana 

ditutup menggunakan aluminium foil dan didiamkan selama 3 hari sambil 

sesekali diaduk, setelah 3 hari, ekstrak disaring menggunakan corong buchner 

sehingga menghasilkan filtrat (filtrat 1). Ampas yang ada diremaserasi selama 

2 hari dengan pelarut etanol 70% (1:2,5) sebanyak 2,5 liter dilakukan seperti 

halnya filtrat 1. Filtrat pertama dan kedua dicampur menjadi satu, lalu 

dipekatkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40°C sehingga 

diperoleh ekstrak kental daun srikaya, setelah itu rendemen hasil ekstraksi 

kemudian dihitung % rendemen, dan disimpan dalam wadah gelas tertutup 

(Puspitasari dan Lean, 2016).  

 

 

Rendemen = Bobot ekstrak X 100% 

          Bobot simplisia 
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4. Identifikasi kandungan flavonoid pada ekstrak daun srikaya (Annona 

squamosa)  

Skrining fitokimia dilakukan dengan sebanyak 0,1 gram ekstrak 

dimasukan kedalam plat tetes ditambahkan sedikit serbuk Mg dan diaduk 

sampai tercampur, dan ditambahkan 3 tetes HCl pekat dan campuran diaduk, 

perubahan warna pada larutan ekstrak diamati apabila timbul warna merah, 

kuning, atau jingga, maka ekstrak positif flavonoid (Rahayu et al., 2015). 

5. Pembuatan gel hand sanitizer 

CMC Na ditaburkan kedalam aquadest panas diamkan selama 24 jam, 

setelah CMC Na megembang kemudian diaduk cepat hingga terbentuk massa 

gel. Carbopol ditambahkan air kemudian diaduk cepat dan ditambahkan 

trietanolamin, aduk perlahan hingga masa gel terbentuk sempurna. Masing-

masing basis gel dicampurkan dan diaduk hingga homogen, kemudian 

ditambahkan gliserin, nipagin, dan ekstrak etanol daun srikaya yang telah 

dilarutkan dengan aquadest kedalam campuran CMC Na dan Carbopol, diaduk 

kembali hingga terbentuk massa yang homogen. Tambahkan aquadest hingga 

50 ml sedikit demi sedikit ke dalam campuran hingga diperoleh masa gel , lalu 

ditambahkan oleum citrus (Rohanna et al., 2019). 



31 

 

6. Formula gel hand sanitizer  

Tabel 1. Komposisi standar basis gel hand sanitizer  

Bahan Standar 

CMC Na 

Carbopol 

3-4% 

1-2% 

 

Tabel 2 Formula gel hand sanitizer diperoleh dari metode SLD 

Bahan 

Formula % 

Run 1     Run 2          Run 3     Run 4    Run 5    Run 6        Run 7      Run 

8 

Ekstrak 

etanol 

daun 

srikaya 

50 50 50 50 50   50 50 50 

CMC Na 3,75 3,5 4 3 3,5     4 3 3,25 

Carbopol 1,25 1,5 1 2 1,5     1 2 1,75 

Trietanola

min 

3 3 3 3 3     3 3 3 

Gliserin 15 15 15 15 15    15 15 15 

Nipagin 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 

Oleum 

citrus 

0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 

Aquadest 

ad 

75 75 75 75 75 75 75 75 

 

7. Pengujian karakteristik gel hand sanitizer 

a. Pengamatan organoleptis  

Sediaan gel yang telah diformulasi dilakukan pengamatan secara 

fisik meliputi konsistensi/bentuk, bau, dan warna. Gel biasanya jernih 

dengan konsistensi setengah padat (Ali et al., 2019). 

b. Uji homogenitas  

Pengujian homogenitas dilakukan dengan cara sampel gel 

dioleskan pada sekeping kaca atau bahan transparan lain yang cocok, 
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sediaan harus menunjukkan susunan yang homogen dan tidak terlihat 

adanya butiran kasar (Ali et al., 2019). 

c. Pengukuran pH  

Uji pH dilakukan untuk melihat tingkat keasaman sediaan gel 

untuk menjamin sediaan gel tidak menyebabkan iritasi pada kulit pH 

sediaan yang memenuhi kriteria pH kulit yaitu dalam interval 4,5-6,5 

menggunakan kertas indikator pH (Ali et al., 2019). 

d. Pengukuran daya sebar 

Pengukuran daya sebar dilakukan untuk menjamin pemerataan 

gel saat diaplikasikan pada kulit. Gel ditimbang sebanyak 0,5 gram 

kemudian diletakkan ditengah kaca bulat berskala. Di atas gel 

diletakkan kaca bulat lain atau bahan transparan lain dan pemberat 

sehingga berat kaca bulat dan pemberat 150 gram, didiamkan selama 1 

menit, kemudian dicatat diameter penyebarannya. Daya sebar gel yang 

baik antara 5-7 cm (Ali et al., 2019). 

e. Uji daya lekat 

Sampel 0,5 gram  diletakkan diantara 2 obyek glass, kemudian 

ditekan dengan beban 1 kg diatasnya dan dibiarkan 5 menit. Setelah itu 

obyek diletakkan pada alat dan dilepaskan beban seberat 80 gram, 

dicatat waktunya sampai obyek glass terlepas (Miranti, 2009) 

f. Uji viskositas 

Uji viskositas dilakukan dengan mengukur kekentalan 

menggunakan  alat Rion viskotester VT-04. Cara kerja uji viskositas 
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yaitu dimasukkan kedalam cup dan dipasang portable viscotester, 

kemudian viskositas diketahui dengan mengamati  gerakan jarum 

penunjuk viskositas, kriteria viskositas optimum ialah 500-1000 cPs 

(Ali et al., 2019). 

8. Penentuan optimasi formula 

Optimasi formula ditentukan dengan metode Simplex Lattice Design 

dengan menggunakan data respon viskositas, daya sebar, daya lekat, dan 

viskositas (Suaida et al., 2017).  Salah satu metode optimasi yang dapat 

digunakan untuk optimasi kombinasi basis CMC Na dan carbopol yakni 

metode Simplex Lattice Design (SLD). Nilai desirability yang baik mendekati 

1 berarti formula optimum yang dihasilkan semakin mencapai respon yang 

dikehendaki. Kegunaan metode Simplex Lattice Design diantaranya 

penentuan formula, mengoptimalkan variabel formulasi dan mengetahui 

jumlah Run (Lannie, 2013). 

9. Verifikasi formula optimum 

Verifikasi dilakukan untuk membandingkan antara prediksi dari 

software dengan hasil pengujian terhadap formulasi yang dilakukan. 

Verifikasi yang dilakukan dengan menganalisis data dengan one-sample t 

test. Membuat formula sebanyak 3 kali replikasi dan dilakukan pengujian 

terhadap sifat fisik sediaan gel yang meliputi uji pH, uji daya sebar, daya 

lekat, dan uji viskositas (Saryanti et al., 2019). Kriteria untuk in range dipilih 

respon uji ph, daya lekat, dan viskositas.  
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10. Pengujian aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus 

a. Sterilisasi alat dan bahan  

Alat -  alat gelas disterilkan dalam oven dengan suhu 170o C selama 

± 2 jam, jarum ose dan pinset dibakar dengan pembakar diatas api dan 

media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit 

(Muljono et al., 2016). 

b. Karakterisasi bakteri Staphylococcus aureus 

Bakteri Staphylococcus aureus yang didapatkan dari stok bakteri pada 

Natrient agar miring dari Laboratorium Stikes Nasional Surakarta 

diinokulasikan 1 ohse koloni dari Natrient agar miring pada media BHI cair 

sebagai media penyubur untuk pertumbuhan bakteri lalu diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 37ºC setelah itu diinokulasikan ke media BAP dan diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37ºC, bakteri yang sudah tumbuh dilakukan 

pengecatan gram. Morfologi sel bakteri dilakukan dengan pewarnaan gram . 

Satu sampai dua tetes aquades steril diletakkan diatas objek glass, koloni 

bakteri diambil 1-2 ohse dari media kultur yaitu Nutrient Agar kemudian 

diletakkan diatas aquadest steril dan sebarkan hingga merata, biarkan olesan 

tersebut kering karena udara, setelah olesan tersebut benar-benar kering 

kemudian disterilkan diatas nyala api. Tahap berikutnya ditetesi dengan Gram 

A selama 2-5 menit, selanjutnya buang sisa cat tanpa dicuci, kemudian objek 

glass digenangi dengan Gram B selama 30-40 detik, setelah itu cuci dengan 

air yang mengalir lalu objek glass digenangi dengan gram D selama 2 menit, 

setelah 2 menit buang sisa cat dan dicuci pada air yang mengalir. Dikeringkan 
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terlebih dahulu dengan diangin-anginkan sebelum dilakukan pengamatan 

dengan menggunakan mikroskop dengan lensa obyektif 100x, sebelum 

dilakukan pengamatan pada mikroskop objek glass dilakukan terlebih dahulu 

ditetesi dengan minyak emersi sebanyak 1 tetes (Waluyo, 2010). Indikasi 

pewarnaanya yaitu bakteri gram positif akan berwarna violet dan bakteri 

gram negatif akan bewarna merah. 

c. Inokulasi media MSA (Manitol Salt Agar) 

Media yang digunakan adalah bakteri Staphylococcus aureus yaitu 

menggunakan media MSA yang dilakukan dengan cara menginokulasikan 

biakan bakteri Staphylococcus aureus  ke dalam media MSA secara streak 

plate, setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Adanya 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ditandai dengan perubahan 

warna media dari kuning hingga merah (Waluyo, 2010). 

d. Uji koagulase 

Nacl 0,9% diambil 2-3 ohse dan letakkan di atas objek glass yang 

telah disterilkan, diambil 2-3 ohse koloni bakteri dari media NA miring 

menggunakan ohse lurus secara aseptis dan campurkan ke atas objek glass 

yang telah terdapat 2-3 ohse NaCl 0,9%. Ditambahkan 1 tetes plasma 

sitrat, dicampur lalu homogenkan, kemudian diamati perubahan yang 

terjadi. Interprestasi hasil : (+) terjadi aglutinasi, (-) tidak terjadi aglutinasi. 

Pada tes ini Staphylococcus aureus  akan menunjukkan hasil positif (Radji, 

2011). 

e. Uji katalase 
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Media MSA diambil 2-3 ohse dari kemudian dilanjutkan dengan uji 

katalase, dimana  koloni yang berwarna kuning diambil dari media MSA 

dengan menggunakan ohse letakkan diatas objek glass yang bersih secara  

aseptis dan campurkan ke atas objek glass ditambahkan 1 tetes H2O2 dan  

amati perubahan yang terjadi. Interprestasi hasil (+) jika terjadi gelembung 

gas (Imam et al., 2011). 

f. Pembuatan suspensi bakteri  

Biakan bakteri diambil sebanyak 1-2 ohse pada media kultur yaitu 

Nutrient Agar kemudian disuspensikan pada NaCl 0,9% setelah itu, 

suspensi bakteri dibandingkan kekeruhannya dengan standar Mac farland 

atau sebanding dengan standar 0,5% Mac farland atau sebanding dengan 

jumlah bakteri 105 (CFU)/ml, setelah diperoleh kekeruhan yang sama 

dengan standar Mac farland, selanjutnya suspense bakteri dituangkan pada 

media MHA sebanyak 1 ml secara pour plate. 

g. Pembuatan sumuran 

Pembuatan Sumuran dilakukan pada media MHA yang telah 

diinokulasikan bakteri Staphylococcus aureus. Pembuatan lubang pada 

media MHA menggunakan cork borier berdiameter 8 mm. 

h. Pengisian sumuran dengan gel hand sanitizer 

Sumuran yang telah dibuat diisi dengan gel hand sanitizer ekstrak 

daun srikaya menggunakan formula gel yang optimum yang telah 

didapatkan melalui metode Simplex Lattice Design dengan menggunakan 

Software Design Expert  11 (Trial) yang kemudian dibandingkan 
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aktivitas zona hambatnya dengan kontrol positif yaitu gel hand sanitizer 

merk “X”, dan kontrol negatif basis carbopol setelah itu dilakukan 

inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C, pada penelitian ini dilakukan 

replikasi sebanyak 3x dengan menggunakan 3 cawan petri dimana 

masing-masing cawan petri  berisi 3 sumuran (kontrol positif, kontrol 

negatif, gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Amnona 

squamosa). 

i. Pengamatan zona hambat 

Pengamatan zona hambat dilakukan dengan mengukur diameter zona 

jernih (termasuk diameter lubang) sekitar daerah sumuran dengan 

menggunakan jangka sorong dapat dihitung menggunakan rumus : 

Diameter zona hambat = (DV-DS) + (DH-DS) 

                                                       2 

Keterangan : 

DV : Diameter vertikal 

DH : Diameter horizontal 

DS : Diameter sumuran (8mm) (Toy dkk, 2017) 

11. Pengujian aktivitas antibakteri Escherichia coli  

a. Sterilisasi alat dan bahan  

Alat -  alat gelas disterilkan dalam oven dengan suhu 170° C selama 

± 2 jam, jarum ose dan pinset dibakar dengan pembakar diatas api dan 

media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 

menit (Muljono et al., 2016) 
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b. Pembuatan media MHA (Mueller Hinton Agar) dan media BHI ( 

Brain Hearth Infusion) 

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 MHA sebanyak 34 gram  

dan BHI 37 gram ditimbang untuk setiap satu liter pelarut.  MHA yang  

dibuat sebanyak 30 ml yaitu dengan melarutkan 5,1 gram dalam 150 ml, 

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 disterilkan dengan autoklaf pada suhu 

121°C selama 15 menit. 

c. Uji biokimia 

Escherichla coli diambil dari stok bakteri pada Nutrient Agur miring 

yang didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Sekolah Tinggi Ilmu 

Kesehatan Nasional Sukoharjo. Bakteri dari Nutrient Agar miring 

dipindahkan ke media BHI cair setelah itu dimasukkan ke dalam inkubator 

selama 24 jam pada suhu 37ºC, Keesokan harinya dari media BHI cair 

dipindahkan ke media Mac Conkey setelah itu dimasukkan ke dalam 

inkubator selama 24 jam pada suhu 37°C. Bakteri yang sudah tumbuh 

diambil 1 koloni saja untuk diují biokimia dan gula gula. Uji biokimia 

menurut Hartati (2012) meliputi :  

1) Uji KIA/TSIA ( Kigler Inron Agar / Triple Sugar Iron Agar) 
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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.mengandung 

indikator phenol red yang đalam suasana asam akan berwarna 

kuning. 

b) Alkali/basa : positif ditandai dengan media tetap berwarn merah 

karena karbohidrat 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) H2S  : positif ditandai terbentuknya warna hitam pada media. 

Proses desimilasi asam amino yang mengandung belerang 

(Crytine dan methionin) oleh bakteria akan melepaskan H2S. 

Untuk mengetahui adanya/terbentuknya H2S.  

2) Uji SIM (Sulfide Indol Motility) 

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media. 

Inkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam. Amati adanya 

pembentukan :  

a) H2S : positif ditandai terbentuknya warna hitam pada media. 
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b) Motil : positif jika terdapat pertumbuhan yang menyebar 

disekitar tusukan atau pada permukaan media/media menjadi 

keruh. 

c) Indol : positif ditandai terbentuknya warna merah setelah 

ditambahkan 5 tetes reagen erlich/kovac. Indol merupakan zat 

berbau busuk yang dihasilkan dari pemecahan amino trytophan 

yang terkandung dalam media oleh bakteri.  

3) Urea  

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media. 

Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif ditandai 

dengan berubuhnya warna media menjadi merah, terjadi karena 

bakteri memfermentasikan kristal dalam media menjadi amoniak 

yang membuat suasana media menjadi basa. Adanya indikator 

phenol red dalam media menyebabkan media menjadi berwarna 

merah.  

4) Uji MR (Metil Red) 

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

jam. Amati adanya pembentukan acetoin 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 
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bereaksi dengan inti guanidine dari reagen barried membennak 

warna merah.  

a) Asam MR : positif ditandai dengan wana 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.  

5) PAD (Phenil Alanin Diaminase) 

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

jam. Amati adanya pembentukan Phenyl pyruvate/deaminase 

phenyl alanine (PAD) positif ditandai dengan warna hijau pada 

media, kemudian media ditambahkan HCl 0,1 N sampai media 

berwarna  kuning dan ditambahkan 5 tetes reagen FeCl3 10%. 

Phenyl alanine pada media akan di deaminasi oleh bakteri menjadi 

phenyl yang akan bereaksi dengan FeCl3 membentuk warna hijau. 

6) Uji Citrat       

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar, kemudian 

goreskan secara zig-zag pada kemiringan media. Inkubasi pada suhu 

37ºC selama 24 jam.  

a) Citrat positif ditandai terbentuknya warna biru pada media. 

b) Prosesnya : apabila bakteri yang ditanam menggunakan garam 

citrate sebagai sumber karbon, maka citrat akan diurai dan 

menghasilkan ion OH. Ion ini bersifat basa sehingga dengan 
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adanya indikator BTB  media akan  berubah menjadi berwara 

biru.  

7) Fermentasi karbohidrat 

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Gula-gula positif 

ditandai dengan media berwarna kuning. Adanya indikator phenol 

red akan menyebabkan media menjadi kuning. Gas (+) ditandai 

dengan kosongnya tabung durham. 

d. Penggunaan kontrol 

1) Kontrol negatif 

Kontrol negatif yang digunakan yaitu basis carbopol. 

2) Kontrol positif 

Kontrol positif yang digunakan adalah hand sanitizer merk “X”. 

e. Pembuatan stok bakteri 

Escherichia coli diambil dari stok bakteri yang didapatkan dari 

Laboratorium Mikrobiologi Sekolah Tinggi Kesehatan Nasional 

Sukoharjo, 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 4º C sebagai stok bakteri. 

f. Pembuatan sumuran 

Pembuatan Sumuran dilakukan pada media MHA yang telah 

diinokulasikan bakteri Escherichia coli. Pembuatan lubang pada media 

MHA menggunakan cork borier berdiameter 8 mm. 
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g. Pengisian sumuran dengan gel hand sanitizer 

Sumuran yang telah dibuat diisi dengan gel hand sanitizer ekstrak 

etanol daun srikaya menggunakan formula gel yang optimum yang telah 

didapatkan melalui metode Simplex Lattice Design dengan  

menggunakan Software Design Expert  11 (Trial) yang kemudian 

dibandingkan aktivitas zona hambatnya dengan kontrol positif yaitu hand 

sanitizer merk “X” dan kontrol negatif yaitu gel hand sanitizer tanpa 

ekstrak setelah itu dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C, 

pada penelitian ini dilakukan replikasi sebanyak 3x dengan menggunakan 

3 cawan petri dimana masing-masing cawan petri  berisi 3 sumuran 

(Kontrol positif, kontrol negatif, gel hand sanitizer ekstrak etanol daun 

srikaya (Annona squamosa). 

F. Analisis Data 

Analisis data pada penelitian ini bervariasi. Dimulai dari uji fisik 

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

Analisis dari semua pengujian tersebut merupakan hasil uji fisik gel hand 

sanitizer. Penentuan optimasi formula ditentukan dengan metode Simplex Lattice 

Design dengan 2 variabel dan parameter yang diamati yaitu Ph, daya sebar, daya 

lekat dan viskositas. 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 
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metode optimasi dengan hasil pengujian yang dilakukan diuji dengan one sample 

t-test (Saryanti et al., 2019). 

Data daya hambat yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis dengan 

analisis statistic independent t-test antara formula gel yang optimum akan 

dibandingkan terhadap kontrol positif (+) yaitu merk “X”. Analisis statistik 

independent t-test digunakan untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antara 

kedua kelompok sampel yang tidak berhubungan. Analisis ini digunakan untuk 

mengetahui ada tidaknya aktivitas antibakteri pada pemberian sediaan gel hand 

sanitizer terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, apabila 

nilai P Sig<0,05 hal ini berarti  hasil bermakna   atau signifikan, artinya terdapat 

hubungan  bermakna antara variabel independen dan dependen, atau hipotesis 

penelitian diterima, jika hasilnya bermakna, apabila P Sig>0,05 berarti ada dua 

sampel yang diteliti tidak mendukung adanya perbedaan yang bermakna dan tidak 

ada pengaruh variabel independen terhadap dependen. 
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G. Alur Penelitian 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

1. Proporsi optimum kombinasi CMC Na dan Carbopol dalam pembuatan 

gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Annona squamosa) 

adalah 3:2 

2. Formula gel hand sanitizer ekstrak etanol daun srikaya (Annona 

squamosa)   yang paling optimum   mampu menghambat pertumbuhan 

bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan rata rata 

diameter sebesar 19,6 mm dan 15,7 mm. 

B. Saran 

1. Mengembangkan dalam bentuk sediaan dengan teknologi yang 

lebih tinggi seperti sediaan nanopartikel 

2. Perlu dilakukan uji iritasi kulit untuk membuktikan bahwa sediaan 

tersebut aman. 

3. Perlu dilakukan uji stabilitas sediaan. 
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