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Abstract. Infectious diseases caused by Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa bacteria have become a global
challenge due to the increasing risk of antibiotic resistance. Chitosan is a natural material obtained from the shells
of marine animals such as shrimp and crabs. This study aims to test the effectiveness of chitosan nanoemulgel
extracted from mussel shell waste (Corbula faba) in inhibiting the growth of S. aureus and P. aeruginosa bacteria.
This study was an experimental laboratory study using the Kirby-Bauer disk diffusion technique to observe the effect
of chitosan nanoemulgel from mussel shells (Corbula faba) in inhibiting the growth of S. aureus and P. aeruginosa
bacteria by observing the occurrence of inhibition zones. Chitosan was successfully extracted through
demineralization, deproteinization, and deacetylation stages with a yield of 6.23%, water content of 8.2%, ash content
of 0.45%, and a degree of deacetylation of 87.5%. Nanoemulgel preparations were made in three formulations of test
material concentrations, namely 100 mg, 200 mg, and 300 mg. The results of physical evaluation showed that all
preparations had a homogeneous, clear white gel form, were stable without phase separation, met the pH standards
for topical preparations, and had good spreadability (6.7-6.9 ¢cm) and adhesiveness (>4 seconds). Antibacterial
activity testing using the disc diffusion method showed an increase in the inhibition zone with increasing concentration
of the preparation. The average diameter of the inhibition zone in S. aureus was 13.7 mm (resistant), 20.2 mm
(intermediate), and 24.5 mm (sensitive), respectively. Meanwhile, in P. aeruginosa, the resulting inhibition zone was
10.4 mm (resistant), 16.6 mm (intermediate), and 20.6 mm (sensitive). Two-Way ANOVA statistical analysis showed
that variations in concentration and type of bacteria had a significant effect on the diameter of the inhibition zone (p
= 0.000). The preparation of 300 mg concentration of mussel shell chitosan nanoemulgel was proven to provide the
greatest inhibitory effectiveness and has the potential to be developed as a topical antibacterial pharmaceutical agent.
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Abstrak. Penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa menjadi
tantangan global akibat meningkatnya risiko resistensi antibiotik. Kitosan adalah bahan alami yang diperoleh dari
cangkang hewan laut seperti udang dan kepiting. Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas nanoemulgel
kitosan yang diekstraksi dari limbah cangkang kupang (Corbula faba) dalam menghambat pertumbuhan bakteri
S.aureus dan P.aeruginosa. Penelitian bersifat eksperimental laboratorium dengan teknik disk diffusion Kirby-Bauer
untuk melihat pengaruh nanoemulgel kitosan cangkang kupang (Corbula faba) dalam menghambat pertumbuhan
bakteri S.aureus dan P.aeruginosa dengan mengamati terjadinya zona hambat. Kitosan berhasil diekstraksi melalui
tahap demineralisasi, deproteinasi, dan deasetilasi dengan nilai rendemen sebesar 6,23%, kadar air 8,2%, kadar abu
0,45%, serta derajat deasetilasi sebesar 87,5%. Sediaan nanoemulgel dibuat dalam tiga formulasi konsentrasi bahan
uji, yaitu 100 mg, 200 mg, dan 300 mg. Hasil evaluasi fisik menunjukkan seluruh sediaan memiliki bentuk gel putih
bening yang homogen, stabil tanpa pemisahan fase, memenuhi standar pH sediaan topikal, serta memiliki daya sebar
(6,7-6,9 cm) dan daya lekat (>4 detik) yang baik. Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi cakram
memperlihatkan peningkatan zona hambat seiring bertambahnya konsentrasi sediaan. Rata-rata diameter zona hambat
pada S. aureus berturut-turut adalah 13,7 mm (resisten), 20,2 mm (intermediet), dan 24,5 mm (sensitif). Sementara
pada P. aeruginosa, zona hambat yang dihasilkan adalah 10,4 mm (resisten), 16,6 mm (intermediet), dan 20,6 mm
(sensitif). Analisis statistik 7wo-Way ANOVA menunjukkan bahwa variasi konsentrasi dan jenis bakteri berpengaruh
signifikan terhadap diameter zona hambat (p=0,000). Sediaan nanoemulgel kitosan cangkang kupang konsentrasi 300
mg terbukti memberikan efektivitas penghambatan terbesar dan berpotensi dikembangkan sebagai agen farmasi
topikal antibakteri.

Kata Kunci — Aktivitas antibakteri, Kitosan cangkang kupang, Nanoemulgel, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus
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I. PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan masalah kesehatan yang cukup tinggi menurut analisis global tahun 2021, sekitar 4,71
juta orang meninggal akibat infeksi bakteri terkait resistensi antibiotik dan 1,14 juta diantaranya langsung terkena
resistensi tersebut [1]. Infeksi terjadi ketika mikroorganisme penyebab penyakit seperti bakteri, virus, jamur, atau
parasit menempel dan berkembangbiak didalam tubuh makhluk hidup yang lemah atau mudah terinfeksi [2]. Infeksi
bakteri menjadi salah satu ancaman kesehatan global yang serius, terutama dengan pesatnya peningkatan kasus
resistensi antibiotik.

World Health Organization (WHO) pada tahun 2024 memperbarui daftar 24 patogen prioritas untuk mendukung
strategi pengendalian AMR (Antimicrobial Resistance) terutama dinegara berkembang karena dapat menimbulkan
angka kematian dalam kurun waktu yang cukup singkat [3]. Infeksi luka terjadi karena mikroorganisme (umumnya
bakteri) memasuki luka antaranya (operasi, traumatik, kronik seperti ulkus diabetik) dan berkembang biak sehingga
menunda penyembuhan dan menimbulkan nanah atau kemerahan [4]. Tingkat resistensi bakteri terhadap antibiotik di
Indonesia dan global telah mencapai kondisi yang sangat mempengaruhi efektivitas terapi klinis dan keselamatan
pasien secara sistemik [5].

Bakteri penyebab infeksi terbesar yaitu Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Dua bakteri
patogenik yaitu bakteri S.aureus dan P.aeruginosa yang umum ditemukan pada kulit [6]. S.aureus adalah bakteri
Gram positif berbentuk kokus yang sering ditemukan pada kulit, hidung, dan saluran pernapasan manusia. Bakteri P.
aeruginosa merupakan bakteri patogen oportunistik, bakteri tersebut memiliki kemampuan sebagai patogen pada saat
mekanisme pertahanan inang yang diperlemah dengan memanfaatkan kerusakan pada mekanisme pertahanan inang
untuk memulai suatu infeksi. Meskipun dapat hidup sebagai flora normal, bakteri ini berpotensi menjadi patogen
oportunistik [7].

Penyakit infeksi yang diakibatkan oleh bakteri dapat diatasi dengan menggunakan antibiotik. Namun penggunaan
antibiotik yang tidak tepat menyebabkan munculnya S.aureus dan P.aeruginosa resisten terhadap antibiotik atau
bertahan hidup karena adanya perubahan genetik [8]. Bakteri S.aureus menunjukkan ketahanan terhadap antibiotik
golongan beta-laktam seperti penisilin dan sefalosporin, sehingga pengobatan infeksi memerlukan antibiotik alternatif
seperti vancomycin, linezolid, daptomycin, clindamycin, dan doksisiklin [9]. Menurut [10] P.aeruginosa memiliki
mekanisme resistensi yang kompleks dan membutuhkan pemberian antibiotik golongan aminoglikosida (amikasin),
sefalosporin generasi ketiga (seftazidim), fluorokuinolon (siprofloksasin), tetrasilin, penisilin kombinasi (piperasilin-
tazobaktam), serta karbapenem (meropenem) untuk mengatasinya [10]. Namun, meningkatnya resistensi terhadap
antibiotik konvensional ini mendorong upaya penelitian zat antibakteri baru yang efektif, aman, dan bersumber dari
bahan alami sebagai alternatif potensial dalam menghambat atau membunuh bakteri resisten [11].

Salah satu alternatif bahan alami yang berpotensi dikembangkan sebagai sumber antibakteri adalah kupang
(Corbula faba). Kupang merupakan komoditas laut unggulan dari Kabupaten Sidoarjo yang banyak dibudidayakan
dan dimanfaatkan dagingnya sebagai bahan makanan lontong kupang [12]. Tingginya konsumsi daging kupang juga
berpotensi meningkatkan limbah cangkang kupang. Limbah cangkang kupang yang dihasilkan di Sidoarjo pada tahun
2020 mencapai 4.500 ton/tahun atau 12,3 ton/hari. Limbah cangkang kupang belum dimanfaatkan secara optimal dan
hanya dibuang sebagai limbah, padahal kandungannya berpotensi besar sebagai bahan baku biopolimer seperti kitosan
[13]. Kitosan adalah bahan alami yang diperoleh dari cangkang hewan laut seperti udang dan kepiting. Kitosan
memiliki sifat antibakteri, antiinflamasi [14].

Menurut penelitian yang pernah dilakukan oleh [15], gel kitosan berasal dari cangkang kupang dengan konsentrasi
5.0% merupakan kelompok yang signifikan dan menunjukkan adanya peningkatan kemampuan penghambatan
terhadap pertumbuhan mikroba bakteri penyebab infeksi S.aureus. Sehingga potensi kitosan untuk dijadikan sebagai
nanoemulgel antibakteri dengan pertimbangan kitosan mampu menghambat perkembangan bakteri dikarenakan
kitosan memiliki kandungan enzim lisozim dan gugus amino polisakarida [16].

Nanoemulgel merupakan sistem penghantaran yang inovatif yang menggabungkan keunggulan nanoteknologi
dengan sifat gel. Sistem ini memiliki kemampuan untuk meningkatkan efisiensi penyerapan bahan aktif oleh kulit.
Selain itu, gel adalah bentuk sediaan topikal yang memberikan kenyamanan penggunaan, penyerapan yang cepat, dan
kemampuan untuk melepaskan bahan aktif secara terkendali [17]. Nanoemulgel telah terbukti efektif dalam
meningkatkan permeabilitas dan retensi bahan aktif pada kulit, sehingga cocok untuk aplikasi topikal dengan potensi
aktivitas antibakteri [18].

Penelitian yang pernah dilakukan oleh [19] menujukkan bahwa kitosan dapat mempercepat penyembuhan infeksi
dengan memicu respon pada sel inflamasi, makrofag, dan fibroblas. Namun demikian, penggunaannya masih terbatas
akibat kelarutannya yang rendah dalam air [20]. Belum ada penelitian yang secara khusus mengembangkan
nanoemulgel dari kitosan berbasis cangkang kupang sebagai antibakteri S.aureus dan P.aeruginosa, sedangkan bahan
ini tersedia berlimpah dan memiliki potensi sebagai agen farmasi topikal. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
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efektivitas nanoemulgel kitosan cangkang kupang (Corbula faba) dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Pseduomonas aeruginosa.

II. METODE

Penelitian ini telah lulus wji etik di FKG Universitas Airlangga Surabaya dengan Nomor:
0434/HRECC.FODM/IV/2026. Jenis penelitian ini adalah penelitian yang bersifat eksperimental laboratorium dengan
teknik disk diffusion Kirby-Bauer untuk melihat pengaruh nanoemulgel kitosan cangkang kupang (Corbula faba)
dalam menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dan P. aeruginosa dengan mengamati terjadinya zona hambat yang
terjadi. Populasi yang digunakan adalah cangkang kupang (Corbula faba) yang diperoleh dari Desa Balongdowo
Candi Sidoarjo. Sampel yang digunakan yaitu bakteri S. aureus dan P. aeruginosa berasal dari Vie Laboratorium
Jember.

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Mei dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Ilmu Kesehatan,
Universitas Muhammadiyah Sidoarjo, Uji FTIR dilakukan di Universitas Negeri Surabaya. Uji PSA (Particle size
analyzer) dilakukan di Universitas Airlangga, Uji Organoleptik, Uji Homogenitas, Uji Stabilitas, Uji Daya Lekat, Uji
Daya Sebar, Uji Viskositas dilakukan di Universitas Hang Tuah Surabaya.

Penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dengan konsentrasi nanoemulgel kitosan cangkang kupang dengan
formula 100 mg, 200 mg, 300 mg yang dapat dilihat pada Tabel 1, kontrol positif (tetrasiklin) dan kontrol negatif
(aquades steril). Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan digital, oven, blender, gelas kimia, stirrer,
labu erlenmeyer, kaca objek, pH meter, autoklaf, spatula, gelas beaker, petridis, bunsen, kaki tiga, kasa, sprayer, batang
pengaduk, gelas ukur, mikropipet, inkubator, ose bulat.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kitosan cangkang kupang, bakteri S. aureus, bakteri P.
aeruginosa, paperdisk, aquades, alumunium foil, VCO (Virgin coconut oil), Tween 80, PEG (Polyethylene glycol)
400, Karbol 940, metil paraben, gliserin, HCl, NaOH, NaCl Broth, standar Mc Farland 0,5, Media MHA (Mueller
Hinton Agar), Media NA (Nutrient agar), aquades steril, tetrasiklin. Penelitian ini diawali dengan:

A. Preparasi Sampel Dan Pembuatan Kitosan Cangkang Kupang
Sebanyak 0,803 kg limbah cangkang kupang dibersihkan, kemudian dikeringkan dan dihaluskan untuk
mendapatkan ukuran sebesar 60 - 100 mesh. Proses demineralisasi menggunakan HC1 1,5 M (15:1) diaduk 200
rpm pada suhu kamar selama 2 jam. Tahap deproteinasi dilakukan dengan larutan NaOH 3% (10:1) dipanaskan
pada suhu 70°C dengan pengadukan 250 rpm selama 2 jam. Deasetilasi menggunakan NaOH 50% (15:1) diaduk
pada suhu 100 — 105°C selama 3 jam. Sampel kemudian dicuci hingga netral dan dikeringkan pada suhu 60°C
[21].
B. Karakterisasi Kitosan
Karakterisasi kitosan meliputi rendeman, kadar air (dalam oven pada suhu 105°C), kadar abu (dalam
tungku pada suhu 550 °C selama 4 jam), analisis Fourier transform infrared (FTIR) (5000—500 cm™, penentuan
DD (Derajat Deasetilisasi).
C. Pembuatan Nanoemulgel
Kitosan dilarutkan dengan asam asetat 1% lalu dicampur dengan VCO (Virgin Coconut Oil), Tween 80, dan
PEG 400 diaduk 2 jam lalu diencerkan hingga volume 100 mL dengan aquades, diaduk kembali 1 jam lalu
disonikasi selama 1 jam. Basis gel dibuat dengan komposisi yang terdiri dari karbopol 940 (1%), trictanolamin,
metil paraben, gliserin, dan aquades. Nanoemulsi dimasukkan ke basis gel kemudian disonikasi selama 1 jam
hingga terbentuk nanoemulgel [22].
Tabel 1. Formulasi nanoemulgel dengan acuan [23]

Bahan Formula Fungsi
F1 F2 F3
Kitosan cangkang kupang 100 mg 200 mg 300 mg Antibakteri
VCO 1% 1% 1% Fase minyak
Tween 80 8% 8% 8% Surfaktan
PEG 400 1% 1% 1% Ko-surfaktan
Air ad 100%  ad 100%  ad 100% Pelarut

D. Evaluasi Sediaan Nanoemulgel
Evaluasi dilakukan melalui uji organoleptik, pH, PSA (Partikel Size Analyzer), homogenitas, stabilitas visual,
viskositas (Brookfield), daya lekat (beban 1 kg 5 menit), serta daya sebar (300 gr) [24].
E. Peremajaan Bakteri
Bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa yang akan digunakan sebelumnya di remajakan
dahulu pada media NA (Nutrient agar). Dilarutkan 6 gr media NA dalam aquades 200 ml lalu panaskan sampai
larut dibawah api bunsen, kemudian steril menggunakan autoklaf suhu 121°C selama 15 menit. Dituang media
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NA ke dalam cawan petri tunggu memadat, lalu masing-masing biakan S.aureus dan P.aeruginosa diambil dengan
menggunakan ose lalu tanamkan pada media inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
F. Pembuatan Suspensi Bakteri
Pengambilan koloni bakteri dari media NA menggunakan ose dan disuspensikan di dalam tabung yang
berisi 7 ml larutan NaCl 0,9% steril. Kekeruhan suspensi bakteri uji dibandingkan dengan kekeruhan Mac Farland
0,5 dan diukur pada spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang gelombang (A) 600 nm [25]. Nilai absorbansi
0,08-0,1 setara dengan standar MacFarland 0,5 (1,5x 10® CFU/mL) [26].
G. Uji Aktivitas Antibakteri Nanoemulgel Kitosan Cangkang Kupang
Suspensi bakteri ditanamkan pada media uji Mueller Hinton Agar (MHA) menggunakan kapas swab steril.
Kemudian kertas cakram yang mengandung tiap konsentrasi nanoemulgel kitosan cangkang kupang, serta kontrol
positif dan kontrol negatif diltekkan pada media uji. Tekan perlahan kertas cakram untuk memastikan kertas
cakram menempel pada permukaan media MHA. Cawan kemudian ditutup menggunakan cling wrap,
selanjutnya media uji diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Pengamatan dilakukan setelah selesai proses
inkubasi dengan mengukur zona bening yang terbentuk disekitar cakram menggunakan jangka sorong.
Interpretasi zona hambat dilakukan berdasarkan acuan Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2022
yaitu zona hambat dikategorikan resisten dengan diameter <14 mm, intermediat dengan diameter zona hambat
15-19 mm dan sensitif >20mm [27]. Pengulangan sampel dihitung dengan rumur Federer yaitu dengan hasil 5
kali pengulangan untuk setiap konsentrasinya.
H. Analisis Data
Data hasil uji daya hambat bakteri yang diperoleh dianalisis secara parametrik menggunakan uji statistik
Anova two way dengan software IBM SPSS Statistics 25.0 dengan taraf kepercayaan 95% atau @=0,05. Uji
statistik Anova two way digunakan untuk menentukan pengaruh signifikan terhadap kelompok perlakuan.
Apabila nilai p<0,05, maka dilakukan uji lanjut Post Hoc Duncan untuk melihat perbedaan nyata antar kelompok
perlakuan.

ITI1. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Karakterisasi Kitosan Cangkang Kupang (Corbula faba)

Hasil proses ekstraksi dari cangkang kupang menghasilkan kitosan yang didapat dari proses deproteinasi,
demineralisasi, dan deasetilasi dari cangkang kupang (Corbula faba) menghasilkan 56,21 gram dari total 803 gram
cangkang kupang, sehingga diperoleh kitosan dengan kadar air 8,2%, kadar abu 0,45%, sedangkan rendeman sebesar
6,23% menunjukkan tingkat mutu kitosan yang sesuai dengan persyaratan SNI 7949:2013 [28]. Hasil penelitian
menyatakan kadar air kitosan yang diperoleh pada penelitian ini yaitu 8,2% dan telah memenuhi persyaratan SNI
7949:2013 yaitu <12%, kadar abu yang diperoleh sebesar 0,45% hasil ini memenuhi persyaratan SNI yaitu <5%.
Karakterisasi kitosan kemudian dievaluasi menggunakan FTIR untuk mengetahui gugus fungsi spesifik dari kitosna
cangkang kupang yang dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1 (A) Hasil spektrum FTIR karakterisasi kitosan cangkang kupang, Gambar 1 (B) Nanoemulgel
Hasil uji FTIR ini menunjukkan bahwa kitosan dari limbah cangkang kupang (Corbula faba) berhasil disintesis.
Pada pita 3289 cm™' menunjukkan gugus —OH dan —NH: lebarnya puncak ini menandakan banyaknya interaksi ikatan
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hidrogen, 2918 cm™ merupakan C—H alifatik, sedangkan 1655 cm™ dan 1590 cm™ merepresentasikan Amida I dan
II. Pita 1150-1025 cm™ mengindikasikan struktur C—O—-C polisakarida. Hasil FTIR menunjukkan struktur kimia
kitosan [12].

B. Evaluasi Sediaan Nanoemulgel Kitosan Cangkang Kupang (Corbula faba)

Analisis nanoemulgel kitosan cangkang kupang menggunakan particle size analyzer (PSA) dilakukan untuk
mengetahui rata-rata ukuran partikel nanoemulgel kitosan cangkang kupang yang ditunjukkan. Hasil uji Partikel Size
Analyzer (PSA) menunjukkan bahwa sediaan nanoemulgel kitosan cangkang kupang memiliki ukuran partikel rata-
rata 340,38 nm dengan nilai PDI (Indeks Polidispersitas) sebesar 0,3326. Ukuran partikel berada pada rentang 20-500
nm sehingga termasuk dalam kategori nanopartikel. Nilai PDI < 0,5 menandakan bahwa ditribusi ukuran partikel yang
seragam dan stabil secara fisik. Pengukuran Indeks Polidispersitas dilakukan untuk mengetahui tingkat homogenitas
ukuran partikel dalam sediaan [29]. Ukuran partikel yang sangat kecil memberikan luas permukaan yang lebih besar,
hal ini sejalan dengan penelitian [30] menyatakan bahwa semakin kecil ukuran partikel kitosan maka semakin tinggi
aktifitas antibakteri kitosan. Sehingga dapat meningkatkan absorbansi bahan aktif dan dapat mendukung efektivitas
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa [31].

Uji organoleptik bertujuan untuk mengamati bentuk, warna dan aroma dari sediaan nanoemulgel kitosan cangkang
kupang. Hasil dari pengamatan uji organoleptik menunjukkan bahwa ketiga sediaan nanoemulgel dengan formula
nanoemulgel kitosan (100 mg, 200 mg dan 300 mg) memiliki bentuk gel dengan warna putih bening dengan bau khas
ekstrak yang relatif seragam pada setiap formula sehingga dapat dikatakan tidak terdapat perbedaan organoleptik yang
mencolok. Uji homogenitas bertujuan untuk melihat dan mengetahui tercampurnya bahan-bahan yang digunakan
dalam formula sediaan, baik bahan aktif maupun bahan tambahan secara merata. Hasil dari pengujian homogenitas
memperlihatkan bahwa seluruh sediaan memiliki ditribusi partikel yang merata tanpa adanya gumpalan maupun
butiran kasar yang menandakan sediaan telah tercampur sempurna dan stabil secara fisik [32]. Hal ini didukung oleh
[33] yang mengatakan uji homogenitas ditunjukkan dengan tidak adanya butiran kasar untuk melihat tercampurnya
bahan-bahan yang digunakan dalam formula gel tercampur sempurna dan merata.

Uji pH bertujuan untuk mengetahui keamanan sediaan saat digunakan agar tidak mengiritasi kulit. Pengujian pH
menunjukkan bahwa formula 100 mg memiliki pH 6,736, formula 200 mg pH 7,270, dan formula 300 mg pH 7,745.
Rentang nilai sesuai dengan SNI 16-3499-1996 yaitu 4,5 — 8. Uji stabilitas juga memperlihatkan bahwa seluruh
sediaan tidak mengalami pemisahan fase selama pengamatan, yang mengindikasikan kestabilan fisik nanoemulgel
[34].

Uji viskositas bertujuan untuk mengetahui tingkat kekentalan dari sediaan gel. Hasil uji viskositas
mengindikasikan bahwa kekentalan formulasi telah memenuhi persyaratan teknis viskositas gel topikal 4000-40.000
cP, yaitu dengan hasil yang diperoleh 13760 cP (100 mg), 11160 cP (200 mg), dan 9700 cP (300 mg) [34]. Uji daya
lekat dilakukan bertujuan untuk mengetahui kemampuan melekat gel. Hasil Uji daya lekat memperlihatkan bahwa
formula 100 mg memiliki waktu lekat terlama (10,51 detik), sedangkan formula 300 mg memiliki waktu lekat terendah
(9,22 detik). Meskipun terdapat penurunan, seluruh formula masih memenuhi kriteria daya lekat sediaan topikal yang
baik (>4 detik) [24].

Sementara itu, Uji daya sebar dilakukan untuk melihat kemampuan penyebaran gel pada permukaan kulit pada
saat pemakaian, uji daya sebar yang diperoleh relatif stabil, yaitu 6,9 cm (100 mg), 6,8 cm (200 mg), dan 6,7 cm (300
mg). Nilai ini menunjukkan kemampuan penyebaran yang sesuai dengan standar sediaan topikal (5—7 cm), sehingga
sediaan mudah diaplikasikan dan mampu memberikan distribusi merata pada permukaan kulit [35].

C. Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Identifikasi Staphylococcus aureus dilakukan melalui pewarnaan gram dan pengamatan karakteristik koloni pada
media Manitol Salt Agar (MSA), seperti terlihat pada Gambar 2 isolat menunjukkan koloni yang tumbuh dengan ciri-
ciri bundar, halus, menonjol, berkilau dan berwarna kuning emas tua. Kemampuan memfermentasi mannitol
menyebabkan koloni tampak berwarna kuning (Gambar 2a). Bakteri S.aerus adalah bakteri yang terdapat pada kulit,
saluran pencernaan dan saluran pernapasan. Bakteri S.aureus dapat menginfeksi jaringan atau alat tubuh lain dan
menyebabakan timbulnya penyakit dengan tanda-tanda yang khas seperti peradangan. Setelah pewarnaan gram dan
pengamatan mikroskopis perbesaran 100x, S.aureus menunjukkan karakteristik gram positif, berbentuk coccus
berwarna ungu (Gambar 2b). Hal ini sesuai dengan penelitian [36] menunjukkan bahwa isolat memiliki ciri koloni
yang mampu memfermentasi kan manitol di media MSA, sifat gram positif berbentuk coccus dan bergerombol.
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Gambar 2. Hasil Karakteristik Bakteri Uji (a) Hasil penanaman bakteri S.aureus pada media selektif MSA (b)
Hasil pewarnaan gram bakteri S.aureus dan pengamatan mikroskop pada perbesaran 1000x

D. Identifikasi Bakteri Pseudomonas aeruginosa

Identifikasi Pseudomonas aeruginosa dilakukan melalui pewarnaan gram dan pengamatan karakteristik koloni
pada media Mac conkey seperti terlihat pada Gambar 3 didapatkan koloni berwarna krem, berbentuk halus dengan
tepi rata, berkilat, berbau khas seperti buah anggur (Gambar 3a). Bau khas yang dimiliki oleh bakteri P.aeruginosa
diakibatkan adanya produksi 2-aminoasetofenon dari triptofan oleh sebagian besar strain dan membantu dalam
mengkonfirmasi eksistensinya saat dibiakan. Bakteri P.aeruginosa merupakan bakteri patogen oportunistik utama
pada manusia, bakteri tersebut memiliki kemampuan sebagai patogen pada saat mekanisme pertahanan inang yang
diperlemah dengan memanfaatkan kerusakan pada mekanisme pertahanan inang untuk memulai suatu infeksi.
Mikroorganisme ini memanfaatkan kerusakan atau gangguan pada mekanisme pertahanan tubuh untuk memulai
proses infeksi. Infeksi yang ditimbulkan dapat terjadi pada berbagai organ, seperti saluran pernapasan, saluran kemih,
kulit (dermatitis), jaringan lunak, sendi dan tulang, serta sistem pencernaan [31]. Sesuai dengan penelitian [37]
mengemukakan bahwa bakteri P.aeruginosa pada umumnya bewarna krem, berkilat dan memiliki bau khas seperti
anggur. P.aeruginosa menunjukkan karakteristik gram negatif berbentuk basil atau batang (Gambar 3b), dengan
susunan soliter (tidak berkelompok) [38]. Hal ini sesuai dengan [39] menjelaskan bahwa bakteri P.aeruginosa
berbentuk batang dan termasuk kedalam golongan gram negatif yang dapat menyebabkan infeksi bakteremia dan
berbagai infeksi sistemik, terutama pada individu dengan kondisi imunokompromais seperti penderita luka bakar,
saluran pernapasan, saluran kemih, kulit, jaringan lunak, sendi dan tulang.

Bentuk basil gram

/ negatif

(b)

Gambar 3. Hasil Karakteristik Bakteri Uji (a) Hasil penanaman bakteri P.aeruginosa pada media selektif MC (b)
Hasil pewarnaan gram bakteri P.aeruginosa dan pengamatan mikroskop pada perbesaran 1000x

E. Uji Efektivitas Antibakteri

Data hasil pengujian aktivitas antibakteri nanoemulgel kitosan cangkang kupang dengan konsentrasi 100 mg, 200
mg dan 300 mg diperoleh hasil yang menunjukkan terdapatnya zona hambat terhadap bakteri S.aureus dan
P.aeruginosa. Hasil dari zona hambat yang terbentuk dapat dilihat pada tabel 2.
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Tabel 2. Hasil Uji Antibakteri Nanoemulgel Kitosan Cangkang Kupang

Staphylococcus Pseudomonas aeruginosa
Perlakuan aureus Keterangan Keterangan
Rata-rata (mm)+SD Rata-rata (mm) £SD

F1 13,7%42,08 R 10,4%£1,02 R

F2 20,2¢+1,19 S 16,6¢+1,41 I

F3 24,59+1,41 S 20,6 +0,99 S

Kontrol positif Tetrasiklin (+) 31,2¢+1,99 S 28,6¢+1,74 S
Kontrol negatif Aquades (-) 0“ R 0“ R

Keterangan: notasi huruf yang terletak terletak di belakang angka merupakan hasil dari uji Duncan, jika memiliki
notasi huruf yang sama menunjukkan tidak ada perbedaan nyata dan bila notasi berbeda menunjukkan perbedaan
nyata. R:Resisten, [: Intermediet, dan S: Sensitif

Hasil penelitian dilakukan analisis berupa Two-Way Anova untuk mengetahui pengaruh tingkat konsentrasi
nanoemulgel kitosan cangkang kupang terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus dan P. aeruginosa. Berdasarkan uji
analisa data menggunakana uji Anova Two Way dengan syarat yaitu data harus terdistribusi dengan normal dan
homogen sehingga sebelum dilakukan uji Anova dilakukan uji normalitas dengan uji Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas Uji Levene. Hasil uji normalitas data terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa didapatkan hasil signifikan secara berurutan sebagai berikut p=0,108 dan p=0,056. Dari
hasil tersebut menunjukkan nilai p>0,05 yang artinya data berdistribusi normal. Sedangkan pada uji homogenitas pada
bakteri S. aureus dan P. aeruginosa menunjukkan nilai p=0,584 yang berarti data homogen atau asumsi uji
homogenitas sudah terpenuhi karena nilai sig.p>0,05. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ragam data rerata diameter
zona hambat pertumbuhan bakteri S.aureus dan P.aeruginosa memiliki varian yang sama (homogen). Data hasil uji
Two Way Anova terhadap zona hambat bakteri S.aureus dan P.aeruginosa diperoleh nilai signifikan p=0,000 yang
artinya (p<0,05) maka variasi konsentrasi dan jenis bakteri berpengaruh terhadap diameter zona hambat bakteri
S.aureus dan P.aeruginosa. Data hasil Anova two way kemudian dilanjutkan uji ke uji post-hoc (Duncan) untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok perlakuan. Berdasarkan hasil uji Duncan menunjukkan bahwa setiap
konsentrasi memiliki perbedaan nyata, pada uji Duncan kontrol positif menunjukkan perbedaan nyata karena
menghasilkan aktivitas antibakteri terbesar terhadap bakteri uji dibandingkan dengan kontrol negatif dan konsentrasi
lainnya. Berdasarkan hasil nanoemulgel dengan konsentrasi 300 mg memiliki daya hambat paling besar dibandingkan
konsentrasi lainnya terhadap pertumbuhan bakteri S.aureus dan P.aeruginosa .

Gambar 4. Aktivitas Antibakteri Nanoemulgel Kitosan Cangkang Kupang Bakteri S.aureus (A) Konsentrasi
100mg, (B) Konsentrasi 200mg, (C) Konsentrasi 300mg & Aktivitas Antibakteri Nanoemulgel Kitosan Cangkang
Kupang Bakteri P.aeruginosa (D) Konsentrasi 100mg, (E) Konsentrasi 200mg, (F) Konsentrasi 300mg

Tabel 2 merupakan hasil uji efektivitas nanoemulgel kitosan cangkang kupang terhadap bakteri S.aureus dan
P.aeruginosa menunjukkan nanoemulgel kitosan cangkang kupang memiliki aktivitas antibakteri yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dan P.aeruginosa dengan konsentrasi 100 mg, 200 mg dan 300 mg. Hal
tersebut terlihat pada diameter zona hambat yang dihasilkan pada Gambar 4. konsentrasi 100 mg menghasilkan zona
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hambat dengan rata-rata sebesar 13,7 mm termasuk dalam kategori lemah (resisten), konsentrasi 200 mg menghasilkan
zona hambat dengan rata-rata sebesar 20,2 mm termasuk dalam kategori kuat (sensitif, konsentrasi 300 mg
menghasilkan zona hambat dengan rata-rata 24,5 mm termasuk dalam kategori kuat (sensitif). Gambar 4. konsentrasi
100 mg menghasilkan zona hambat dengan rata-rata 10,4 mm termasuk dalam kategori lemah (resisten), konsentrasi
200 mg menghasilkan zona hambat dengan rata-rata sebesar 16,6 mm termasuk dalam kategori sedang (intermediate),
konsentrasi 300 mg menghasilkan zona hambat dengan rata-rata sebesar 20,6 mm termasuk dalam kategori sedang
(intermediate).

Hal ini sesuai dengan studi [40] bahwa pengujian aktivitas antibakteri dari kitosan semakin tinggi konsentrasi
kitosan aktivitas antibakterinya juga semakin meningkat baik. Semakin bertambahnya kandungan dari nanoemulgel
kitosan sehingga hambatan yang diberikan semakin kuat. Mekanisme antimikroba kitosan terhadap bakteri didasari
oleh adanya gugus fungsional amina pada kitosan yang dapat membentuk ikatan dengan dinding sel bakteri dan
mengakibatkan timbulnya pelepasan konstituen intraseluler sehingga bakteri akan lisis, dengan merusak dinding sel
bakteri, kitosan melakukan pengikatan intraseluler, menghalangi mRNA, dan menghambat sintesis protein [30]. [41]
mengemukakan bahwa tingginya konsentrasi antibakteri yang diberikan maka zat aktif yang terkandung didalamnya
semakin banyak, sehingga kemampuan untuk menghambat bakteri semakin kuat dan diameter yang terbentuk semakin
besar.

Hasil yang diperoleh dapat diketahui bahwa kitosan cangkang kupang efektif sebagai antibakteri dalam
menghambat bakteri S.aureus dan P.aeruginosa. Komponen-komponen kimia yang terdapat pada kitosan seperti
gugus fungsional amina (-NH;) yang bermuatan positif serta memiliki pasangan elektron bebas yang dapat menarik
mineral yang terdapat pada ribosom dan mineral yang ada pada dinding sel bakteri S.aureus dan P.aeruginosa
membentuk ikatan kovalen koordinasi yang menyebabkan sel bekteri akan mati [42]. Kitosan memiliki kemampuan
untuk berinteraksi dengan senyawa pada permukaan sel bakteri kemudian teradsorbsi membentuk semacam layer
(lapisan) yang menghambat saluran transportasi sel sehingga sel mengalami kekurangan substansi untuk berkembang
biak dan mengakibatkan matinya sel bakteri [42].

Nanoemulgel dengan konsentrasi 100 mg pada bakteri S.aureus dan P.aeruginosa masuk dalam kategori resisten
hal ini dikarenakan persebaran senyawa yang ada pada kitosan kecil. Hal ini juga dapat dipengaruhi terjadi karena
jumlah molekul senyawa aktif pada dosis 100 mg belum cukup pekat untuk merusak sistem pertahanan sel bakteri
secara total, sehingga bakteri masih dinilai mampu bertahan terhadap paparan zat tersebut, hal ini mengindikasikan
bahwa konsentrasi 100 mg belum mencapai kadar efektif minimal zat aktif untuk menghentikan kolonisasi. Pada
konsentrasi 200 mg pada bakteri P.aeruginosa masuk dalam kategori sedang (intermediet), sedangkan pada bakteri
s.aureus masuk pada kategori kuat (sensitif) hal ini disebabkan karena P.aeruginosa memiliki tingkat resistensi
intrinsik yang lebih tinggi dibandingkan s.aureus. S. aureus yang merupakan bakteri Gram-positif yang tidak memiliki
membran luar, sehingga senyawa aktif dalam nanoemulgel kitosan cangkang kupang dapat dengan mudah berdifusi
melewati lapisan peptidoglikannya yang berpori untuk merusak membran sitoplasma. Sebaliknya, P.aeruginosa
sebagai bakteri Gram-negatif diperkuat oleh membran luar kaya lipopolisakarida yang bertindak sebagai barrier
selektif menyebabkan senyawa antibakteri yang masuk ke dalam sel berjumlah terbatas dan terus dikeluarkan kembali.
Akibatnya, paparan zat aktif pada dosis 200 mg belum mampu memberikan efek inhibisi yang optimal pada P.
aeruginosa, sehingga menghasilkan diameter zona hambat yang lebih kecil dan masuk dalam kategori sedang
(intermediet) [43]. Pada konsentrasi 300 mg kedua bakteri masuk dalam kategori kuat (sensitif), konsentrasi 300 mg
mampu menghambat pertumbuhan bakteri s.aureus dan p.aeruginosa ini dikarenakan tingginya kadar senyawa yang
terkandung dalam nanoemulgel kitosan cangkang. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh [44] dengan
hasil semakin tinggi konsentrasi, maka akan terbentuk diameter zona hambat yang besar dikarenakan adanya
kandungan senyawa aktif sebagai antibakteri yang menyebabkan dinding sel pada bakteri mengalami lisis, sehingga
dalam proses pembentukan dinding sel bakteri menjadi terhambat dan dapat menyebabkan sel bakteri mati.

Pada Tabel 2 perlakuan atau formula uji terbukti lebih efektif dalam melawan bakteri S.aureus dibandingkan
P.aeruginosa hal ini terlihat jelas dari diameter zona hambat (angka rata-rata) pada formula F1, F2, dan F3 yang selalu
lebih besar pada S. aureus, menunjukkan bahwa daya bunuh zat antibakteri tersebut jauh lebih kuat terhadapnya.
Selain itu, pada formula F2, bakteri S. aureus sudah berhasil ditaklukkan hingga masuk kategori S (Sensitif) sedangkan
bakteri P. aeruginosa baru berada di kategori I (Intermediate) dan baru bisa menyerah (kategori S) setelah dosisnya
dinaikkan ke formula F3. Hal ini terjadi karena P.aeruginosa tergolong bakteri Gram-negatif yang terkenal memiliki
benteng atau dinding sel luar yang jauh lebih tebal dan berlapis-lapis. Struktur inilah yang membuat P. aeruginosa
memiliki tingkat resistensi yang lebih tinggi dan lebih sulit ditembus oleh agen antimikroba dibandingkan dengan S.
aureus. Kitosan sebagai bahan antimikroba yang mengandung lysozim dan gugus aminopolisakarida yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri atau jamur. Adapun enzim lisozim mampu melisiskan
dinding sel bakteri mengakibatkan bakteri kehilangan kemampuannya menimbulkan penyakit dalam tubuh (sel bakteri
akan mati dikarenakan hilangnya sel dinding ini). Kitosan memiliki polikation bermuatan positif yang berkemampuan
menekan pertumbuhan bakteri sehingga mampu menghambat pertumbuhan bakteri [45].
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Pada Tabel 2 kontrol positif yang digunakan untuk bakteri S. aureus dan P. aeruginosa menggunakan antibiotik
tetrasiklin 250 mg yang dilarutkan dengan 5 ml aquades menunjukan rata-rata zona hambat sebesar 31,2 mm dan 28,6
kategori kuat (sensitif). Tetrasiklin adalah antibiotik yang bersifat bakteriostatik yaitu kemampuan untuk menghambat
sintesis protein mikroba dan menghambat proses pembentukkan dinding sel yaitu saat proses pembentukkan
peptidoglikan, tetrasiklin juga banyak diyakini mengganggu permeabilitas membran organisme [46]. Penelitian [47]
mengatakan bahwa tetrasiklin merupakan antibiotik spektrum luas yang aktif melawan bakteri gram positif dan gram
negatif aerob maupun anaerob. Tetrasiklin sebagai agen antimikroba dikategorikan sensitif apabila memiliki zona
hambat dengan diameter >15 mm, intermediet 12—14 mm, dan resistensi pada <11 mm [48]. Sedangkan untuk kontrol
negatif menggunakan aquades steril dan menunjukkan tidak adanya aktivitas antibakteri. Hal ini disebabkan karena
aquades tidak memiliki senyawa antimikroba dan juga aquades tidak dapat berperan sebagai antibakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dan P.aeruginosa. Aquades merupakan senyawa kovalen yang bersifat
polar karena memiliki gugus fungsional hidroksil dengan distribusi muatan yang tidak merata, sifat polarnya yang
murni tanpa adanya tambahan senyawa aktif membuat aquades tidak memiliki kandungan komponen antimikroba di
dalamnya [49]. Hal ini sesuai dengan penelitian [50] penggunaan aquades sebagai kontrol negatif yaitu karena
senyawa dari aquades bersifat netral yang tidak akan memberikan efek terhadap pertumbuhan bakteri atau tidak
memiliki aktivitas antibakteri.

VII. Simpulan

Kesimpulan penelitian ini adalah nanoemulgel kitosan cangkang kupang (Corbula faba) memiliki pengaruh yang
signifikan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Pengujian
menggunakan metode difusi cakram menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi kitosan yang diformulasikan,
maka kemampuan daya hambatnya akan semakin kuat (meningkat secara linear). Konsentrasi 300 mg merupakan
konsentrasi paling efektif dan berpengaruh paling signifikan terhadap pertumbuhan kedua bakteri uji. Formulasi
kitosan ke dalam sediaan nanoemulgel terbukti menghasilkan karakteristik fisik yang stabil dengan rata-rata ukuran
partikel sebesar 340,38 nm (masuk dalam kategori nanopartikel) dan nilai Indeks Polidispersitas (PDI) sebesar 0,3326
yang menandakan distribusi ukuran partikel yang homogen. Nanoemulgel kitosan cangkang kupang memiliki
efektivitas antibakteri yang signifikan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa. Terdapat pengaruh nyata dari variasi konsentrasi terhadap diameter zona hambat (p < 0,05),
di mana formula dengan konsentrasi tertinggi (300 mg) menunjukkan aktivitas antibakteri paling optimal dan
dikategorikan kuat (sensitif) pada kedua bakteri uji, dengan rata-rata diameter zona hambat masing-masing sebesar
24,5 mm pada S. aureus dan 20,6 mm pada P. aeruginosa.
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