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INTISARI

Biji pala (Myristica fragrans Houtt) mengandung senyawa alkaloid,
terpenoid, flavonoid yang berkhasiat sebagai antibakteri. Kandungan beberapa
senyawa aktif antibakteri pada ekstrak biji pala dibuat sediaan Vanishing Cream
didasarkan pada penggunaan sebagai antibiotik alami yang bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri, konsentrasi efektif daya hambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.
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Penelitian ini menggunakan ekstrak biji pala dengan metode maserasi dan
diformulasikan menjadi sediaan Vanishing Cream tipe O/W yang memenuhi
persyaratan fisik dengan konsentrasi zat aktif 5%, 10% dan 15%. Pengujian
Efektivitas antibakteri ini menggunakan metode sumuran. Parameter yang diukur
adalah zona bening yang terbentuk disekitar lubang sumuran. Hasil uji efektivitas
antibakteri dilakukan analisis secara statistik.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa uji normalitas terdistribusi normal
dan tidak homogen, pada uji Kruskal-Wallis Test ada perbedaan bermakna antara
kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol dan dilanjutkan uji Mann-Whitney
Test dengan hasil Konsentrasi terbaik dari sediaan Vanishing cream ekstrak biji
pala adalah Formula 3 konsentrasi zat aktif 15% yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri bakteri Staphylococus aureus.

Kata kunci : Biji Pala, Vanishing cream, Staphylococcus aureus
Daftar acuan : 23(2014-2021)
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Indonesia telah lama mengenal dan memanfaatkan tanaman obat untuk
mengatasi masalah kesehatan. Pengetahuan tentang tanaman obat didasarkan pada
pengalaman dan keterampilan yang diturunkan dari generasi ke generasi. Salah
satu tanaman obat yang dapat digunakan sebagai obat tradisional adalah pala. Pala
(Myristica fragrans Hout) merupakan rempah asli Indonesia yang bernilai
ekonomis dan serbaguna, karena setiap bagian tanamannya dapat digunakan
dalam berbagai industri, termasuk makanan, obat-obatan, dan kosmetik
(Afriyansari dkk., 2017)

Pala memiliki banyak bagian, yaitu biji, fuli dan daging buah pala setiap
bagiannya. Biji pala berkhasiat sebagai antibakteri, karena biji pala mengandung
senyawa fenol, terpenoid, flavonoid yang berkhasiat sebagai antibakteri.
Kandungan beberapa jenis senyawa aktif antibakteri pada tanaman pala
didasarkan pada penggunaan pala sebagai antibiotik alami untuk menghambat
pertumbuhan bakteri (Saraha dkk., 2019).

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang dapat
ditemukan dimana saja termasuk pada tubuh manusia dan menjadi penyebab
infeksi tersering didunia. Tetapi bakteri Staphylococcus aureus sering
menimbulkan bakterimia dan menjadi bakteri patogen pada manusia yang

menyebabkan berbagai macam penyakit yang dikarenakan oleh faktor virulensi



yang bervariasi yang dimiliki oleh bakteri. Beberapa penyakit infeksi yang
disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus diantaranya yaitu impetigo, bisul,
jerawat, dan lesi dipermukaan kulit yang tampak seperti lepuhan (Rumopa dkk.,
2016).

Vanishing cream merupakan sediaan emulsi tipe O/W minyak dalam air,
mengandung asam stereat dalam jumlah besar yang terdispersi dalam air dengan
bantuan emulgator. Emulgator terbentuk dari reakri netralisasi insitu antara basa
dengan asam stereat. Vanishing cream memiliki tekstur yang tidak lengket, tidak
berminyak, mudah menyebar, dan mudah diabrsopsi kulit (Warnida dkk., 2019) .

Berdasarkan latar belakang diatas peneliti sangat tertarik untuk menguji
efektivitas dan daya hambat Vanishing cream ekstrak etanol biji pala (Myristica

fragrans Houtt) sebagai antibakteri.

1.2 Batasan masalah
a. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sediaan Vanishing
cream ekstrak etanol biji pala (Myristica fragrans Houtt)
b. Metode yang digunakan adalah metode Difusi Sumuran
c. Melihat efektivitas dan daya hambat Vanishing cream ekstrak etanol
biji pala (Myristica fragrans Houtt) terhadap bakteri Staphylococcus

aureus.



1.3 Rumusan masalah

a. Apakah sediaan Vanishing cream tipe O/W ekstrak etanol biji pala
(Myristica fragrans Houtt) memiliki efektivitas dan daya hambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ?

b. Berapa konsentrasi terbaik dari sediaan Vanishing cream tipe O/W
ekstrak biji pala (Myristica fragrans Houtt) yang dapat memberikan
efektivitas dan daya hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus

aureus ?

14 Tujuan penelitian
a. Untuk mengetahui efektivitas dan daya hambat Vanishing cream tipe
O/W ekstrak biji pala (Myristica fragrans Houtt) terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.
b. Untuk mengetahui konsentrasi terbaik dari sediaan Vhanising cream
tipe O/W ekstrak etanol biji pala (Myristica Fragrans Houtt) terhadap

bakteri Staphylococcus aureus.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1. Bagi Akademik
Penelitian ini dapat dijadikan dokumentasi tertulis dan diharapkan
dapat dimanfaatkan sebagai masukan yang membangun bagi
pembangunan akademik dan menjadi referensi untuk kelanjutan

penelitian bagi mahasiswa/i selanjutnya.



1.5.2. Bagi peneliti lanjutan
Penelitian ini dapat dilanjutkan dan dijadikan sebuah referensi
untuk peneliti selanjutnya dan juga menambah wawasan pengetahuan
tentang efektivitas dan daya hambat Vanishing cream tipe O/W
ekstrak etanol biji pala (Myristica fragrans Houtt) sebagai antibakteri
agar dapat dijadikan sebagai informasi untuk penelitian ilmiah

selanjutnya.

1.5.3. Bagi Masyarakat
Penelitian uji antibakteri diharapkan dapat memberi pengetahuan
serta informasi tentang kelebihan dan manfaat biji pala (Myristica
fragrans Houtt) kepada masyarakat agar bisa dimanfaatkan untuk

masyarakat.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kajian teori

2.1.1. Biji Pala ( Myristica fragrans Houtt)

Gambar 1. Buah dan Biji Pala ( Myristica fragrans Houtt)

Biji pala (Myristica fragrans Houtt) merupakan salah satu tanaman yang
berkhasiat obat yang dapat digunakan sebagai obat tradisonal yang memiliki nilai
ekonomis dan multiguna karena Biji Pala (Myristica fragrans Houtt) mengandung
senyawa fenol, terpenoid, flavonoid, yang bepotensi sebagai antibakteri (Saraha
Dkk., 2019).

a. Morfologi Biji Pala (Myristica fragrans Houtt)

Simplisia Biji pala (Myristica fragrans Houtt) memiliki bentuk bulat
telur, warna cokelat kemerahan, bau khas, rasa agak pahit, pedas dan
menimbulkan rasa kelat, panjang 2-3 cm, lebar 1,5-2 cm, permukaan luar
berwarna cokelat muda, cokelat kelabu dengan bintik dan garis-garis kecil
berwarna coklat tua atau cokelat tua kemerahan, permukaan luar juga beralur

dangkal, membentuk anyaman seperti jala. Biji terdiri atas endosperm



bewarna cokelat muda, diliputi oleh perisperm tipis berwarna cokelat tua,
perisperm menembus endosperm dengan banyak lipatan, embrio kecil,
terbenam didalam endosperm, terletak dekat liang biji (Claudia dkk, 2021).

b. Klasifikasi tanaman Biji pala (Myristica fragrans Houtt)

klasifikasi biji pala (Myristica fragrans Houtt) menurut Herbarium Medanense

(2019) yaitu :

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Magnoliales

Famili : Myristicaceae

Genus : Myristica

Spesies : Myristica fragrans Houtt

¢. Kandungan Biji Pala (Myristica fragrans Houtt)

Biji pala (Myristica fragrans Houtt) mengandung metabolit primer
(karbohidrat, lipid/asam lemak dan protein) mencapai 80% dari berat inti biji pala
kering sedangkan sisanya merupakan metabolit sekunder yang bersifat kimiawi
beragam, komponen metabolit sekundernya antara lain tanin, terpenoid, flavonoid,

senyawa fenol yang berpotensi sebagai antibakteri (Pevzner et al, 2017).



Monografi Bahan
. Asam Stearat
Pemerian : Padatan Kristal, berwarna putih atau sedikit kuning, mengkilat
Kelarutan : Praktis tidak larut dalam air
Penggunaan : Sebaga emulsifying agent

Asam stearat adalah campuran asam organik padat yang diperoleh
dari lemak sebagian besar terdiri dari asam oktadekanoat, C18H3602 dan
asam heksadekanoat, C16H3202 (DepKes RI, 1995)
. Minyak Zaitun
Pemerian : cairan, kuning pucat atau kuning kehijauan; bau lemah, tidak
tengik; rasa khas. Pada suhu rendah sebagian atau seluruhnya
Kelarutan : sukar larut dalam etanol (95%) P; larut dalam kloroform P,
dalam eter P dan dalam eter minyak tanah
. Trietanolamin
Pemerian : Cairan kental, jernih, tidak berwarna hingga kuning pucat
dengan sedikit bau amoniak
Kelarutan : Larut dalam air, metanol, karbon tetraklorida, dan aseton
Penggunaan : Sebagai emulsifying agent
. Gliserin
Sinonim : Glycerol, glycerin, croderol
Rumus molekul : C3H803

Berat molekul : 92,09



Pemerian : Tidak berwarna, tidak berbau, viskos, cairan yang higroskopis,
memiliki rasa yang manis, kurang lebih 0,6 kali manisnya dari sukrosa
Kelarutan : Gliserin praktis tidak larut dengan benzene, kloroform, dan
minyak, larut dengan etanol 95%, methanol dan air.

Stabilitas : Pada suhu 20°C. Gliserin sebaiknya ditempat yang sejuk dan
kering.

Penggunaan : Digunakan pada berbagai formulasi sediaan farmasetika, pada
formulasi farmasetika sediaan topikal dan kosmetik, gliserin utamanya
digunakan 24 sebagai humektan dan pelembut. Rentang gliserin yang
digunakan sebagai humektan sebesar <30%

. Metil Paraben

Pemerian : Hablur kecil, tidak berwarna atau serbuk hablur, putih, tidak
berbau atau berbau khas lemah, mempunyai sedikit rasa terbakar

Kelarutan : Sukar larut dalam air dan benzen, mudah larut dalam etanol dan
dalam eter, larut dalam minyak, propilen glikol, dan dalam gliserol
Penggunaan : Sebagai pengawet

. Setil alkohol

Pemerian : Serpihan putih atau granul seperti lilin, berminyak memiliki bau
dan rasa yang khas

Kelarutan : Mudah larut dalam etanol (95%) dan eter, kelarutannyameningk
at dengan penigkatan temperature, serta tidak larutdalam air

Stabilitas : Setil alkohol stabil dengan adanya asam, alkali, cahaya, danudara

sehingga tidak menjadi tengikIn



kompatibilitas : Tidak kompatibel dengan oksidator kuat, setil alkohol
bekerjauntuk  menurunkan  titik leleh  ibuprofen, yang  hasil
dalamkecenderungannya selama proses lapisan flim ibuprofen Kristal
Kegunaan : Sebagai emolien dan pengemulsi

Penyimpanan : Dalam wadah tertutup baik, itempat yang sejuk dan kering

. Propil Paraben

Titik lebur : 125-128°C

Pemerian : Serbuk kristal berwarna atau kristal putih, tidak berbau atau
hamper tidak berbau dan memiliki sedikit rasa yang membakar

Kelarutan : Pada suhu 25° C larut dalam 2 bagian etanol, 3 bagian etanol
(95%), 6 bagian etanol (50%), 10 bagian eter, 60 bagian gliserin, 2 bagian
methanol, praktis tidak larut dalam minyak mineral, larut dalam 200 bagian
minyak kacang, 5 bagian propilen glikol, 400 bagian air (25° C), 50 bagian
air (50 ° C) dan 30 bagian air (80 ° C).

penggunaan: sebagai pengawet dan antioksidan

. Air suling

Pemerian : Cairan jernih, tidak berwarna, tidak berbau, tidak mempunyai
rasa. (Farmakope edisi III, 1979).

Kegunaan : Khasiat dan penggunaan sebagai pelarut (Depkes RI, 1993).



e.  Manfaat Biji Pala (Myristica fragrans Houtt)

Manfaat biji pala (Myristica fragrans Houtt) sangat banyak selain menjadi
obat tradisional dapat dilakukan dengan cara diminumatau dioles sebagai obat
luar, selain dikonsumsi sebagai rempah-rempah dan obat, tanaman biji pala juga
dimanfaatkan sebagai bahan makanan, bumbu masakan, minuman, parfum,
kosmetik dan insektisida. Biji pala yang dijadikan minyak sering digunakan
sebagai obat oles untuk nyeri otot dan sendi dan pereda nyeri gusi. Pala juga
sering digunakan masyarakat sebagi obat maag, mencret, disentri, mengehentikan
muntah, mengobati mual, mulas, perut kembung, sulit tidur pada anak, obat oles
untuk rematik dan antiinflamasi (Susanti, 2019).

2.1.2 Ekstraksi

Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut
sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Hasil dari
ekstraksi disebut dengan ekstrak yaitu sediaan pekat yang diperoleh dengan
mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati/hewani dengan pelarut yang sesuai,
kemudian semua atau hampir semua pelarut divapkan dan massa atau serbuk yang
tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi persyaratan yang ditetapkan

(Anonim., 2000)

2.1.3. Metode Ekstraksi

Dalam pemilihan metode ekstraksi perlu banyak pertimbangan antara lain
cara ekstraksi yang akan mempengaruhi hasil ekstrak yang didapat. Metode
Ekstraksi secara dingin bertujuan untuk mengekstrak senyawa-senyawa yang

terdapat dalam simplisia yang tidak tahan panas ( Marjoni, 2016).
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Menurut Ditjen POM RI (2000) metode ekstraksi terbagi dua yaitu dengan

cara dingin dan cara panas sebagai berikut :

A. Cara dingin

1. Maserasi adalah proses ekstraksi simplisia menggunakan pelarut dengan

beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan.
Remaserasi merupakan pengulangan penambahan pelarut setelah

dilakukan penyaringan maserat pertama dan seterusnya.

2. Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai

sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan.

B. Cara Panas

1.

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya,
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan
karena adanya pendingin balik.

Digesti adalah maserasi kinetik pada temperatur yang lebih tinggi dari
suhu ruangan, yaitu secara umum dilakukan pada temperatur 40-50°C.
Sokletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru,
umumnya menggunakan alat khusus yaitu soxhlet apparatus sehingga
terjadi ekstraksi kontinu dengan jumlah pelarut konstan dengan adanya
pendingin balik.

Infudasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut air pada temperatur 90°C
selama 15 menit.

Dekoktasi adalah proses penyarian dengan menggunakan pelarut air pada

temperatur 90°C selama 30 menit.
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2.1.4. Pelarut Ekstraksi

Perlarut merupakan suatu zat yang digunakan sebagai media untuk
melarutkan zat lain. Sifat pelarut yang baik untuk ekstraksi yaitu memiliki
toksisitas pelarut yang rendah, mudah menguap pada suhu yang rendah, dapat
mengekstraksi komponen senyawa dengan cepat, dapat mengawetkan serta tidak
menyebabkan ekstrak terdisosiasi (Ilviani, 2018).

Pelarut yang digunakan yaitu etanol 96%, selain memiliki sifat toksik yang
rendah pelarut ini juga bersifat semipolar sehingga dapat melarutkan zat kimia

yang bersifat polar maupun non polar ( Ilviani, 2018).

2.1.5. Vanishing cream

Vanishing cream merupakan sediaan emulsi tipe minyak dalam air yang
mengandung asam stearate dalam jumlah besar yang terdispersi dalam air dengan
bantuan emulgator. Vanishing cream memiliki tekstur tidak lengket, tidak

berminyak, mudah menyebar dan mudah diabsorpsi kulit (Warnida dkk., 2019).

2.1.6. Gentamisin

Pada penelitian ini, antibiotik yang digunakan yaitu gentamisin.
Gentamisin merupakan antibiotik golongan aminoglikosida. Adapun pemilihan
Antibiotik ini dikarenakan mekanismenya yang sama dengan zat antibakteri yang
terdapat dalam Biji Pala. Mekanisme kerja gentamisin adalah dengan mengikat
secara ineversibel sub unit ribosom 30s dari kuman, yaitu dengan menghambat
sintesis protein dan menyebabkan kesalahan translokasi kode genetik. Gentamisin

bersifat bakterisidal. Gentamisin efektif terhadap berbagai strain kuman gram
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negatif termasuk Citrobacter, Escherichia,Enterobacter, Klebsiella, Proteus,
Providencia,  Pseudomonas,Serratia, Vibrio dan  Yersinia.  Terhadap
mikroorganisme Gram positif, gentamisin juga efektif terutama terhadap
Staphylococcus aureus dan Listeria monocytogenes serta beberapa strain

Staphylococcus epidermis (Ilviani, 2018).

2.1.7. Bakteri

Bakteri adalah salah satu golongan organisme prokariotik (tidak memiliki
selubung inti). Bakteri sebagai makhluk hidup tentu memiliki informasi genetik
berupa DNwwA, tapi tidak terlokalisasi dalam tempat khusus (nukleus) dan tidak
ada membran inti . Bentuk DNA bakteri adalah sirkuler, panjang dan bisa disebut
nukleoi. Pada DNA bakteri tidak mempunyai intron dan hanya tersusun atas akson
saja. Bakteri juga memiliki DNA ekstrakromosomal yang bergabung menjadi

plasmid yang berbentuk kecil dan sirkuler ( Jewetz et al., 2004).

2.1.8. Bakteri Staphylococcus Aureus

Gambar 2 Bakteri Staphyloccus Aureus
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Klasifikasi Staphylococcus aureus menurut Bergey’s manual adalah :

Kingkom :  Monera

Devisi :  Firmicutes

Filum :  Proteobacteria

Kelas : Bacilli

Ordo :  Bacillates

Familia : Staphylococcaceae

Genus . Staphylococcus

Spesies . Staphylococcus aureus (Capuccino and Natalie, 2007)

Staphylococcus aureus adalah bakteri berbentuk bulat, bersifat Gram
positif, tersusun dalam rangkaian tak beraturan seperti buah anggur. Beberapa
diantaranya tergolong flora normal pada kulit dan selaput mukosa manusia,
menyebabkan penahanan abses, berbagai infeksi piogen dan bahkan septikimia
yang fatal. Staphylococcus aureus mengandung polisakarida dan protein yang
berfungsi sebagai antigen dan merupakan substansi penting di dalam struktur
dinding sel, tidak membentuk spora, dan tidak membentuk flagel. Tumbuh dengan
cepat pada temperatur 37°C namun pembentukan pigmen yang terbaik adalah pada
temperatur kamar (20°C— 35°C). Koloni pada media yang padat akan berbentuk
bulat, halus, menonjol, dan berkilau-kilau, membentuk berbagai pigmen berwarna

kuning keemasan (Jawetz et al., 2008).

2.1.9. Antibakteri
Antibakteri adalah suatu senyawa atau zat yang dapat membunuh atau

menghambat pertumbuhan bakteri. Antibakteri yang bersifat menghambat
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pertumbuhan bakteri, dikenal sebagai bakteriostatik dan ada yang bersifat
membunuh bakteri dikenal sebagai bakteriosida. Kadar minimal yang diperlukan
untuk menghambat perumbuhan atau mikroba membunuhnya, masing-masing
dikenal sebagai Kadar Hambat Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh
Minimum(KBM). Antibakteri tertentu aktivitasnya dapat meningkat dari
bakteriostatik menjadi bakterisid bila kadar antibakterinya ditingkatkan melebihi
KHM (Guniswarna, 1995). Mekanisme kerja antibakteri ada lima diantaranya
(Ganiswarna, 1995):

a) Menghambat metabolisme sel mikroba

b) Menghambat sinteris dinding sel mikroba

¢) Mengganggu perneabilitas membran sel mikroba

d) Menghambat sintesis sel mikroba

e) Merusak asam nukleat sel mikroba

2.1.10. Fase Pertumbuhan Bakteri
Menurut (Listyawati, 2018) fase pertumbuhan bakteri sebagai berikut :

1. Fase adaptasi (lag phase/initial stationary phase) Fase yang
menunjukkan bahwa jumlah mikroorganisme masih dalam keadaan
konstan atau dapat diartikan bahwa pada fase ini mikroorganisme baru
saja mengalami proses inokulasi.

2. Fase pertumbuhan awal (acceleration phase/phase of positive growth
acceleration) Fase yang menunjukkan bahwa kecepatan pertumbuhan
mikroorganisme mulai meningkat seiring dengan waktu generasi

mikroorganisme tersebut
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3. Fase pertumbuhan logaritmik (growth phase/logarithmic growth phase)
Fase yang menunjukkan bahwa kecepatan pertumbuhan mikroorganisme
sudah dalam keadaan konstan dengan waktu generasi yang tetap

4. Fase pertumbuhan lambat (decline phase) Fase yang menunjukkan
bahwa kecepatan pertumbuhan mikroorganisme mengalami penurunan,
namun waktu generasi dan jumlah mikroorganisme meningkat, tetapi bila
dibandingkan dengan fase logaritmik maka kecepatan pertumbuhan
mikroorganisme lebih lambat

5. Fase pertumbuhan tetap (stationary phase/maximum stationary phase)
Fase yang menunjukkan bahwa jumlah mikroorganisme yang hidup tetap
konstan dan rata-rata kematian sama dengan ratarata peningkatan

6. Fase menuju kematian (phase of accelerated death) Fase yang
menunjukkan bahwa jumlah mikroorganisme berkurang namun
mengalami peningkatan kecepatan hingga terjadi fase kematian (death

phase/logaritmic death phase) dengan kecepatan kematian yang konstan.

2.1.11. Metode pengujian antibakteri

Metode yang digunakan dalam menguji aktivitas antibakteri dapat
dilakukan dengan 2 metode yaitu metode difusi dan dilusi. Untuk mengendalikan

semua faktor yang mempengaruhi aktivitas antibakteri (jawetz et al.,2005).

a) Metode Difusi
Disebut juga disk-diffusion method atau Kirby-Bauer test. Metode
ini dibagi tiga yaitu metode menggunakan cakram, metode menggunakan

silinder dan metode lubang/sumuran. Disk wuji diletakkan pada
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permukaan media agar yang telah diinokulasi dengan mikroorganisme
uji, diinkubasikan dan diamati terbentuknya zona hambatan. Tes ini
dapat mendeterminasi sensitivitas bahan uji dan estimasi konsentrasi
hambat minimum, yaitu konsentrasi terendah yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri secara visual. Kelemahan metode
difusi yaitu tidak dapat menentukan efek bakterisidal suatu bahan uji (Sri,
2015).
Metode Difusi agar dapat dilakukan dengan tiga cara diantaranya
sebagai berikut :
1.5.1 Metode cakram
Metode ini paling sering digunakan untuk menentukan kepekaan
kuman terhadap berbagai macam obat obatan. Pada metode ini
menggunakan suatu cakram kertas Saring ( peper disc) Yang berfungsi
sebagai tempat menampung zat anti mikroba. Cakram yang telah
mengandung antibiotik diletakkan di permukaan pelat agar yang telah
di inokulasi kan mikroba yang diuji, Kemudian diinkubasi. Hasil
pengamatan yang diperoleh berupa ada tidaknya zona bening yang
terbentuk di sekeliling kertas cakram ( Pelezar, 1986).
2.5.1  Metode Parit
Dilakukan dengan cara dibuat sebidang Farid pada lempeng agar
yang telah di inokulasi kan dengan bakteri uji. Kemudian Parit Tersebut

diisi oleh zat anti mikroba, Selanjutnya diinkubasi. Hasil pengamatan
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yang diperoleh ada tidaknya zona hambat pada daerah sekitar Parit

( Bonang, 2009).

3.5.1  Metode sumuran

Pada lempeng agar yang telah di inokulasi kan dengan bakteri uji,
Dibuat suatu lubang yang selanjutnya setiap lubang diisi dengan zat
antimikroba, Kemudian diinkubasi. Hasil pengamatan yang diperoleh
adalah ada tidaknya zona hambat pada daerah sekeliling lubang

(Bonang, 1982).

b) Metode Dilusi

Prinsipnya adalah seri pengenceran konsentrasi bahan uji. Dapat digunakan
untuk menentukan konsentrasi hambat minimum dan konsentrasi  bunuh
minimum suatu bahan uji. Diinokulasi suatu seri pengenceran bahan
yjidalam tabung berisi media cair dan diinokulasi dengan bakteri uji lalu
diamati tingkat kekeruhan/pertumbuhan. Pengenceran tertinggi dari media cair
yang jernih dinyatakan sebagai konsentrasi hambat minimum, sedangkan
tabung yang jernih diinokulasi goresan pada media plate agar, diinkubasi
dan diamati ada tidaknya pertumbuhan koloni pada permukaan media plate agar.
Pengenceran tertinggi dari tabung yang jernih dan menunjukkan tidak ada

pertumbuhan pada plate agar sebagai konsentrasi bunuh minimum (Sri, 2015).

2.1.12. Dasar pemilihan Media
Pemilihan media yang akan digunakan disesuaikan sifat penelitian atau

pemeriksaan. Fungsi suatu media yaitu secara kualitatif digunakan untuk isolasi
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dan identifikasi mikroorganisme, sedangkan secara kuantitatif digunakan untuk
perbanyakan dan perhitungan jumlah suatu mikroorganisme.

Menurut Harti (2015), penggolongan media terdiri dari 3 macam yaitu:

1. Berdasarkan konsistensi nya, ada 3 macam:

a. Media padat (solid media), mengandung agar-agar 1,2-1,5%, biasanya
dalam bentuk plate agar (lempeng agar) atau slant agar (agar miring)
(Harti, 2015). Media padat diperoleh dengan cara menambahkan agar-
agar. Media padat biasanya digunakan untuk mengamati penampilan
atau morfologi koloni dan untuk mengisolasi biakan murni (Waluyo,
2010).

b. Media semi padat (semi solid media), mengandung agar-agar 0,6-
0,75%, contoh media SIM (Sulfida, Indol, Motilitas) untuk
pengamatan motilitas (Harti, 2015). Media setengah padat dibuat
dengan bahan sama dengan media padat, akan tetapi yang berbeda
adalah komposisi agarnya. Media ini digunakan untuk melihat gerak
kuman secara mikroskopik dan kemampuan fermentasi (Waluyo,
2010)

c. Media cair (liquid media), tanpa mengandung bahan pemadat. contoh
media nutrien cair, BHI (Brain Heart Infusion) (Harti, 2015). Media
cair dapat digunakan untuk pembiakan mikroba dalam jumlah besar

(Waluyo, 2010)
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2.1.13. Media Nutrient Agar (NA

NA (Nutrient Agar) merupakan suatu medium yang berbentuk padat, NA
(Nutrient Agar) dibuat dari campuran ekstrak daging dan peptone dengan
menggunakan agar sebagai pemadat, dalam hal ini media yang digunakan di
produksi oleh Oxoid.ltd., Basingstoke, Hampshire, England, dengan merek
OXOID. kode CM0003. Komposisi NA Kode CM0003 adalah pepton 5.0, sodium
chlorida 5.0, agar 15.0, lab-lemco’ powder 1.0, yeast extract 2.0. Media NA
(Nutrient Agar) berdasarkan bahan yang digunakan termasuk dalam kelompok
media semi alami, media semi alami merupakan media yang terdiri dari bahan
alami yang ditambahkan dengan senyawa kimia (Rossita dkk., 2015)
2.2. Kerangka Konsep

Kerangka Konsep penelitia yang berjudul uji efektivitas dan daya hambat
vanishing cream tipe O/W ekstrak etanol biji pala (Myristica fragrans Houtt)

sebagai antibakteri adalah sebagai berikut :

Sediaan vanishing cream
tipe O/W ekstrak biji pala ~ [==========3- Daya hambat

(Myristica fragrans Houtt)

uji efektivitas antibakteri
vhanishing cream tipe O/W
ekstrak biji pala (Myristica
fragrans Houtt)

Gambar 3. Kerangka Konsep
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BAB 111

METODE PENELITIAN
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fitokimia, Laboratorium
Farmasetika dan Laboratorium Mikrobiologi Stikes Al-Fatah Bengkulu yakni

mulai bulan Februari 2022 sampai Juni 2022

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, kertas
saring , toples, blender, lumpang, PH meter, pipet, sudip, oven, (Laminar Air
Flow) LAF, autoklaf, batang pengaduk, timbangan analitik, alumunium foil,
waterbath, kertas perkamen, kaca arloji, jangka sorong, inkubator, kertas saring,
pinset, lampu bunsen, corong kaca, ose bulat, rak tabung, tabung reaksi, hot plate,

erlemenyer, beaker gelas, labu ukur, gelas ukur, pipet ukur, rotari evaporator dan

blender.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini yaitu sediaan vanishing cream
ekstrak etanol biji pala (Myristica fragrans houtt) formula F1, F2, F3 , K+, K-
bakteri uji Staphylococcus aureus , aquadest, Media Nutrien Agar (NA), kertas

label, kapas dan cream sagestam® (gentamisin sulfate).
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33 Prosedur Kerja penelitian

3.3.1. Verifikasi Tanaman
Verifikasi ini dilakukan agar tidak terjadi kesalahan dalam pengambilan
bahan utama yang digunakan. Verifikasi ini dilakukan di Laboratorium Biologi

Universitas Bengkulu.

3.3.2. Pengumpulan Bahan

Biji pala diperoleh dengan cara di ambil saat sudah tua, agar
menghasilkan biji yang berkualitas baik. Biji pala yang dipakai untuk penelitian
ini adalah biji pala yang berasal dari daerah Kepahiang, tepatnya di desa

Pekalongan, Kecamatan Ujan Mas.

3.3.3. Proses Pembuatan Simplisia
3.3.3.1 Pengumpulan sampel

Pada penelitian ini, sampel yang digunakan adalah biji pala (Myristica
fragrans Houtt) yang berasal dari perkebunan di daerah Kepahiang. Buah pala
yang sudah tua akan berjatuhan sendiri dari pohonnya, kemudian biji pala
dipisahkan dari daging buah dan juga fulinya.

3.3.3.2 Sortasi Basah

Dilakukan untuk memisahkan kotoran atau bahan-bahan asing lainnya dari
biji pala sebelum pencucian, dengan cara membuang bagianbagian yang tidak
perlu sebelum pengeringan, sehingga didapatkan simplisia yang layak untuk

digunakan.
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3.3.3.3 Pencucian

Dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotor lainnya yang
melekat pada simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih. Pencucian
dilakukan sesingkat mungkin agar tidak menghilangkan zat berkhasiat dari
simplisia tersebut
3.3.3.4 Perajangan

Tujuan perajangan simplisia untuk mempermudah proses pengeringan,
pengepakan dan penggilingan. Perajangan dilakukan dengan pisau atau blender
sehingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran yang dikehendaki.
3.3.3.5 Pengeringan

Sampel Biji Pala  yang sudah dirajang kemudian dikeringkan.
Pengeringan dilakukan selama 2 minggu pada suhu ruangan atau dikering
anginkan sampai memenuhi kadar susut pengeringan yang tidak lebih dari 10%
dan simplisia tersebut dikatakan kering jika bisa diremukkan. Tujuan pengeringan
adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak, sehingga dapat
disimpan dalam waktu yang lebih lama. Dengan mengurangi kadar air dan
menghentikan reaksi enzimatik akan mencegah penurunan mutu atau perusakan
simplisia.
3.3.3.6 Sortasi Kering

Sortasi kering bertujuan untuk memisahkan bagian-bagian tanaman
yang tidak diinginkan dan pengotor-pengotor lain yang masih ada dan tertinggal

pada simplisia kering. Proses ini dilakukan secara manual.
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3.3.4. Pembuatan Ekstrak biji pala (Myristica fragrans Houtt)

Biji pala yang telah dikeringkan dihaluskan kemudian diekstraksi dengan
cara maserasi selama 3 x 24 jam menggunakan pelarut etanol 96% hasil
redestilasi. Hasil ekstraksi kemudian dipekatkan dengan menggunakan rotary
evaporator sehingga diperoleh ekstrak kental.. Hitung rendemen yang diperoleh
yaitu persentase bobot (b/b) antara rendemen dengan bobot serbuk simplisia
dengan penimbangan. Rendemen harus mencapai angka sekurangkurangnya

sebagaimana ditetapkan pada masing-masing monografi ekstrak (Fitri dkk., 2018)

% Rendemen = Berat Ekstrak yang didapatkan X 100%

Berat Simplisia yang di Eksraksi
3.3.5. Evaluasi Ekstrak

Uji organoleptis terdiri dari pemeriksaan bentuk, bau, warna, dan rasa

(Suharsanti & Wibowo, 2014)
3.3.6. Identifikasi Kandungan Ekstrak
a.  Alkaloid

Ekstrak sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu
ditambahkan 3 tetes pereaksi Mayer. Terbentuknya endapan putih
mengindikasikan adanya alkaloid(Sulistyarini dkk., 2019).
b. Terpenoid

Uji terpenoid dengan cara sampel ditambahkan asetat anhidrat dan asam
sulfat pekat. Jika terbentuk warna merah ungu atau biru kehijauan menunjukkan

adanya terpenoid(Dwisari dkk., 2016).
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c.  Flavonoid

Ekstrak sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan
dengan serbuk magnesium sebanyak 1 g dan 1 ml larutan asam klorida pekat.
Perubahan warna larutan menjadi warna jingga menandakan adanya
flavonoid(Andriyanto et al., 2016).

3.3.7. Formulasi Vanishing Cream Tipe O/W Ekstrak Etanol Biji Pala

Table I. Formula Vanishing Cream Tipe O/W Ekstrak Etanol Biji Pala

Komposisi F0 F1 F2 F3 Khasiat
(%) (%) (%) (%)
Ekstrak Etanol Biji - 5 10 15 Antibakteri
Pala
Asam Stearat 6 6 6 6 Pengemulsi
Minyak Zaitun 3 3 3 3 Pengemulsi
Setil Alkohol 2 2 2 2 Penstabil
Trietanolamin 1,5 1,5 1,5 1,5 Surfaktan
Gliserin 3 3 3 3 Melembabkan
kulit
Metil Paraben 0,18 0,18 0,18 0,18 Pengawet
Propil paraben 0,02 0,02 0,02 0,02 Pengawet dan
antioksidan

Air Suling ad 100 100 100 100 Zat tambahan

3.3.8. Pembuatan Vanishing cream ekstrak biji pala (myristica fragrans
Houtt)

Vhanishing cream ekstrak biji pala dibuat dengan konsentrasi berbeda
yaitu formula I sebesar 5%, formula II 10%, dan formula III sebesar 15% . Proses
pembuatan cream sebagai berikut, menyiapkan alat dan bahan, pisahkan bahan-
bahan fase minyak (minyak zaitun, asam stearat, setil alkohol dan propil
paraben)lalu dipanaskan pada suhu 70. Fase air yang terdiri dari air suling,

gliserin, trietanolamin, dan metil paraben dipanaskan pada suhu 75. Selanjutnya
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masukkan ekstak biji pala kedalam mortir yang dipanaskan dengan etanol,

tambahakan fase air dan fase minyak diaduk ad homogen (Warnida dkk., 2019).

3.3.9. Evaluasi Vanishing Cream Tipe O/W Ekstrak Etanol Biji Pala
a.  Uji organoleptis

Uji organoleptis dilakukan secara visual, komponen yang di evaluasi
meliputi bau, warna, bentuk dan tekstur sediaan Vanishing krim ekstrak Biji Pala
(Azkiya dkk., 2017).
b. Uji pH

Uji pH Ditimbang sebanyak 1 gram Vanishing krim ekstrak Biji Pala dan

diencerkan dengan 10 ml aquadest. Kemudian digunakan pH universal untuk
melihat pH sediaan(Lumentut et al., 2020).
c¢.  Uji Homogenitas

Uji Homogenitas dilakukan dengan menggunakan kaca transparan. Krim
ditimbang 1 gr, kemudian dioleskan pada kaca. Sediaan krim harus menunjukkan
susunan yang homogen dan tidak terlihat adanya butiran kasar dan menggumpal
(Nealma & Nurkholis, 2020).
d. Uji Daya Lekat

Sebanyak 0,5gram krim dioleskan diatas gelas obyek yang sudah diketahui
luasnya. Diletakkan gelas obyek yang lain pada krim tersebut kemudian ditekan
dengan beban 1 kg selama 5 menit. Gelas obyek tersebut dipasang pada alat uji
kemudian di beri beban seberat 80 gram dan dicatat waktu hingga kedua gelas

obyek terpisah (Wiradhika R Y, 2014).
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e. Uji Daya Sebar

Kaca transparan diletakkan diatas kertas grafik pada kaca tersebut
diletakkan 0,5 g krim, kemudian ditutup dengan kaca transparan dan dibiarkan
selama + 5 detik untuk mendapatkan berapa diameter daerah yang terbentuk.
Kemudian dilanjutkan dengan menambahkan beban diatas kaca transaparan
tersebut beban 50, 100, 200, dan 500 g dan diamati diameter daerah yang
terbentuk(Nabila Ayu Safitri, Oktavia Eka Puspita, 2014).
f. Uji Viskositas

Sediaan krim dimasukkan ke dalam cup, kemudian dipasang spindle no 4

dan rotor dijalankan dengan kecepatan 12 rpm. Setelah viscometer brookfield
menunjukkan angka yang stabil, hasilnya di catat kemudian dikalikan dengan
faktor (500) (Warnida dkk., 2019).

3.3.10. Sterilisasi Alat

Pada penelitian ini sterilisasi Yang digunakan adalah Sterilisasi uap
dengan menggunakan Autoclave Dengan suhu 120 °C Dengan tekanan selama 15
menit. Alat-alat yang disterilakan antara lain cawan petri ,Tabung reaksi, jarum
ose bundar, erlemenyer, beaker gelas, gelas ukur, batang pengaduk, Corong kaca
dan kapas. Cara Yang dilakukan adalah menyiapkan alat, Kemudian mencuci
seluruh alat tersebut dengan bersih, Alat tersebut Dikeringkan dan dibungkus
Dengan alumunium foil, Kemudian masukan semua alat yang telah dibungkus
dengan alumunium foil ke dalam Autoclave telah diisi air sampai batas yang
sudah ada pada alat, Selanjutnya mengencang kan baut-baut autoklaf, menyalakan

autoklaf pada suhu 121 C dengan tekanan 2 atm selama 15 menit, setelah 15
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menit buka katup udara setelah beberapa saat buka tutup autoklaf, kemudian

mengambil alat-alat yang sudah disterilkan dan diletakkan pada tempat yang

bersih (Depkes RI, 1995).

3.3.11.

Pembuatan senyawa uji

Pembuatan larutan uji Vanishing cream ekstrak biji pala dilakukan dengan cara

sebagai berikut :

a)

b)

d)

3.3.12.

dalam

Basis krim (kontrol negatif) (FO) ditimbang sebanyak 1 gram kemudian
dilarutkan dengan aquadest hingga 5 ml.
krim ekstrak biji pala 5% (F1) ditimbang sebanyak 1 gram kemudian
dilarutkan dengan aquadest hingga 5 ml.
krim ekstrak biji pala 10% (F2) ditimbang sebanyak 1 gram kemudian
dilarutkan dengan aquadest hingga 5 ml.
krim ekstrak biji pala 15% (F3) ditimbang sebanyak 1 gram kemudian
dilarutkan dengan aquadest hingga 5 ml.
krim Gentamisin (kontrol positif) (F4) ditimbang sebanyak 1 gram

kemudian dilarutkan dengan aquadest hingga 5 ml

Pembuatan Media Nutrien agar (NA)

Medium Nutrien Agar (NA) ditimbang sebanyak 20 g dan dilarutkan

1 liter aquadest kemudian dipanaskan diatas water bath atau penangas

air sampai jernih dan disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit pada suhu

121°C dan tekanan 2 atm (Sulastri & Sari, 2016).
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3.3.13. Pembuatan suspensi bakteri

Kultur bakteri uji Staphylococcus aureus dalam agar miring Nutrient
Agar (NA) diambil satu ose dan diinokulasikan dalam 5 ml NaCl fisiologis
secara aseptik, homogenkan, dengan vortex kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 2 jam. Hasil kekeruhan yang digunakan setara dengan standar Mc

Farland 1 dengan konsentrasi bakteri 3 x 108 CFU/ml (Sulastri & Sari, 2016).

3.3.14. Pengujian Aktivitas antibakteri krim ekstrak biji pala terhadap

bakteri Staphylococcus aureus

Pengujian Aktivitas antibakteri krim ekstrak biji pala terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dilakukan dengan menggunakan metode difusi sumur
sebagai berikut : Suspensi bakteri uji Staphylococcus aureus dalam suspensi
diambil menggunakan mikropipet sebanyak 100 pl dimasukkan ke dalam
cawan petri, kemudian media NA (Nutrient agar) dituangkan ke dalam
cawan-cawan petri steril secara aseptik masing-masing 25 ml, homogenkan
dengan cara menggoyang membentuk angka 8. Cawan-cawan petri tersebut
dibekukan dalam lemari pendingin, kemudian dibuat lubang (sumur) dengan
diameter sekitar 6 mm menggunakan alat pelubang steril (cork borrer) .
Larutan uji krim ekstrak biji pala dengan konsentrasi 0% (kontrol negatif), 5%,
10%, dan 15%, sebelumnya di tambahkan 1 ml tween 80 untuk menonaktitkan
zat pengawet yang terdapat dalam sediaan, serta larutan uji kontrol positif
(Krim Gentamisin) yang akan diuji diambil sebanyak 50 pl, kemudian
dimasukkan ke dalam sumur dan dibiarkan berdifusi, selanjutnya

diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam. Areal bening yang
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menunjukkan daerah hambat disekitar sumur diukur mulai dari tepi sumur

menggunakan alat ukur jangka sorong (Sulastri & Sari, 2016).

3.3.15 Rumus Perhitungan Daya Hambat
(b1+D2) - X

2

Keterangan:
D1 = diameter vertikal zona bening pada media.
D2 = diameter horizontal zona bening pada media.

D3 = diameter sumuran (5 mm)

3.3.16 Pengamatan dan pengukuran

Pengamatan dilakukan setelah 1 x 24 jam masa inkubasi. Daerah bening
merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap bahan antibakteri lainnya yang
digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan lebar diameter zona hambat.
Diameter zona hambat diukur dalam satuan mili meter (mm) menggunakan jangka
sorong dengan cara diameter keseluruhan dikurangi diameter kertas cakram 6
mm. Kemudian diameter zona hambat tersebut dikategorikan kekuatan daya

antibakterinya berdasarkan penggolongan (Vandepitte et al., 2015)

3.3.17 Analisis data
Data yang telah diperoleh dari pengujian antibakteri Vhanishing cream
ekstrak etanol biji pala (Myristica fragrans Houtt) selanjutnya dilakukan analisis

secara statistik menggunakan SPSS 16 dengan menggunakan tingkat kepercayaan

95% a=0,05
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