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Abstrak

Formulasi biomembran kitosan menggunakan madu sebagai zat berkhasiat serta uji aktivitas antibakteri telal
diformulasikan dengan konsentrasi madu §; 10; dan 15%. Kontol positif adalah sedisan Dayrant-Tulle® Mady memilik
aktivitas antibakteri dan dapat displilcgsiknn dnhm pembulmn biomembran sebagai zat aktif. Biomembran dibuat dengar

pemerian, pemeriksaan pH, uji iritasi kulit, uji clongasi dan kekuatan regang Uji aktivitas antibakteri biomembran kitosar
terhadap Staphilococcus aurens dan Pseudomonas aeruginasa ditentukan secars invitro dengan metode difusi agar. Hasil
uji memperlihatkan bahwa konsentrasi madu mempengaruhi daya hambat pertumbuhan bakteri (p<0,05) F3 merupakan
formula terbaik karena memberikan daya hambat terhadap bakteri 8. aureus dan 7. aeruginosa lebih baik dibandingkan F1
dan F2.

Kata Kunci: Biomembran, kitosan, antibakten, Staphilococcus aurens, Psendomonas aeruginosa
Abstract

Biamembrane of chitosan has been formulated using honey as active ingredient at different concentrations of 5; 10; and
15%. Positive control Dayrant-Tulle® preparations. Honey has antibacterial activity and can be applied in formulation of
biomembrane as active ingredient, The biomembrane was prepared by casting plate methode using chitosan as base.
Chitosan was produced from shrimp shell waste through deproteination, demineralitation, depigmentation and
deacetylation process. The prepared gels were characterized Jor their qualitatif analysis, pH, skin irritaion, elungation and
tensile strength. Antibacterial activity of chitosan biomembrane test to Staphilococeus sureusand on INoSH
deternined with invitro using gel diffution methode. Results showed that honey concentrate inhibitory zone againts

bacterial growth (p<0.05). F3 was best formula of inhibitory bacterial growth of S,_aureus andP, acruginosa compare o
Fland F2.
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PENDAHULUAN

Membmn merupakan selaput atau lembaran tipis yang
berfungs: sebagai pemisah selektif dan bersifat
semipermiabel, Biomembran merupakan membran
dengan  bshan  utama  yang  terdini  dari

biopolimer(Mulder, 1996).Biopolimer yang

setelsh selulosa, yang banyak terdapat pada serangga,
Crustaceae dan jamur (Sandford, 2003).

Kitosan  bemsifat  tidak  toksik, biokompalitas,
biodegmbilitas, bioadhesif dan mudah dimodifikasi
secarn  kimia sehingga berpotensi besar untuk
dinplikasikan dalam dunia farmasi (Burkatovskaya er al.,

dimanfaatian sebagai biomembran adalah selulosa dan
turunannya. Salah satu biopolimer adalah kitosan.
Kitosan adalah produk terdeasetilasi dari kitin yang
merupakan polimer alami kedua terbanyak di alam

2006). Kitosan dapat larut dalam media ssam encer
membentuk larutan yang kental, sehingga dapat
digunakan untuk pembuatan gel dalam beberapa variasi
konfigurasi seperti membran(Kaban, 2009).
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Kitosan memupakan padatan amorf yang berwama putih
kekuningan dengan rotasi spesifik [a]D11 -3 hingga -10°
(pada konsentrasi asam asetat 2%). Kitosan larut pada
kebanyakan larutan asam organik pada pH sekitar 4,0
tetapi tidak larut pada pH lebih besar dari 6,5, juga tidak
larut dalam pelarut air, alkohol dan aseton. Dalam asam
mineral pekat seperti HC| dan HNO,, kitosan larut pada
konsentrasi 0,15-1,1%, tetapi tidak larut dalam H;SO;
pada berbagai konsentrasi, sedsngkan di dalam H3PO,
tidak larut pada konsentrasi 1% sementara pada
konsentrasi 0,1% sedikit larut. Kelarutan kitosan
dipengaruhi oleh bobot molekul, demjat deasetilasi dan
rotasi spesifiknya yang beragam bergantung pada sumber
dan metode isolasi serta transformasinya Sifat fisika
kimia tersebut sudah dijadikan bagian dalam penentuan
spesifikasi kitosan niaga(Sugita, 2009).

Beberapa hasil penelitan melaporkan bahwa madu
sangat efektif digunakan sebagai terapi topikal pada
luka(Sumitra, Manikandan, Gayathri, & Suguna, 2009).
Madu bersifat sebagai antibakteri, antioksidan dan
mempunyai kandungan nutrisi yang tinggi sehingga baik
digunakan dalam penyembuhan luka (Marnoseral.,
2008), Khasiat madu menurut (Naama, 2009)madu
dipercaya memiliki efek antibakteri dan dapat
mempercepat penyembuhan luka karena memilild sifat-
sifat sebagai berikut yaitu: madu mempunyai osmolaritas
tinggi; pH rendsh (asam); aktivitas air rendah;
mengandung hidrogen peroksida; dan adanya senyawa
organik bersifat antibakteri. Selain berkhasiat, madu juga
memiliki antioksidan yang diperoleh dan senyawa
flavonoid (Aljadi & Yusoff, 2003); (Al-Mamary, Al-
Meeri, & Al-Habori, 2002), madu mengandung senyawa
antiinflamasi atau dapat menghambat peradangan (Raso,
Meli R Di Carlo G, 2001), madu mengandung antivirus
dengan senyawa yang bertindak adalah krisin, akasetin,
apigenin, kuersetin dan rutin (Amoros er al, 1992),
madu sebagai sumber nutrisi dengan kandungan
glukosa, fruktosa,maltosa,sukrosa, karbohidmt, enzim
diatase, enzim mvertase. Kandunganglukosayang tinggi
dalam madu berkhasiat untuk mengembalikan cairan
tubuh dengan cepat (Mangan, 2008), madu memperbaiki
dan melindungi sistem pencemaan karena mampu
menghambat  bakteri yang merugikan  seperti
Helicobacter pylori yang menyebabkan tukak lambung
(Jaffar, 2006),

Menurut (Suranto, 2004), madu dapat digolongkan
berdasarkan jenis tanaman yang menjadi sumber
nektamya, yaitu madu monofloral dan polifloral. Madu
monofloral adalah madu yang dihasilkan dari satu jenis
bunga misalnya madu lengkeng dan adu rambutan. Madu
yang dihasilkan dan san bush yang dikumpulkan lebah
dari banyak bunga disebut madu polifloral yang lebih
banyak dihasilkan oleh lebah liar, Kualitas madu
ditentukan oleh cara panen madu, wama madu, citarasa
madu, jenis madu, komposisi madu dan kadar air madu.

Penelitian terhadap pengujian aktivitas antibaktert mac
telah beberapa kali dilakukan diantaranys penelity
aktivitas antibakteri madu hutan Cibunal, Bandu
dengan konsentrasi S; 10; dan 15% yang menunjukk:
diameter zona hambatan berturut-turut 22,80, 26,9
28,80; 28,70 mm (Wasitoer al , 2008). Penguji:
aktivitas antibakteri madu Basmh, Imq memperlihatk:
hasil diameter hambat madu pada konsentrasi madu 2
50; 75; 100% v/v) berturut-turut 0; 0; 11; 20 m
terhadap bakten S. aureusdan 0; 8; 10; 23 mm terhad:
bakteri £. aeruginosa(Naama, 2009). Aktivitas antibkte
madu Nigerin Bamat dengan konsentrasi 20; 40; 60; 100¢
(w/v) memiliki daesmh hambatan berturut-turut sebes:
480; 790; 1140; 11,60 mm terhadap bakteri
aureusdan0; 0; 4,10, 5,30; 5,80 mm terhadap bakten |
aeruginosa(Agbagwa & Peterside, 2010).

Perbedaan sifat antibakteri pada madu tergantur
sumber, masa penyimpanan serta pengolahanny
Pertumbuhan vegetatif bunga pada musim tertentu jug
mempengaruhi produksi zat antimikroba pada mad
alam (Mulu, Tessema, & Derbie, 2004).

METODE PENELITIAN

Pengujian  aktivitas antibakteri membran kitosa
dilakukan dengan menggunakan metode difusi agn
Bakteri uji yang digunakan adalah Staphylococc
aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Kekuatan day
antibakteri membran  kitosan  ditentukan denga
mengukur diameter daerah hambat yang ditandai denga
terbentuknya daerah bening disekitar membran.

Sampel

Sampel kulit udang yang digunakan untuk pembuata
kitosan adalah Penaeuns merguiensis de Man yang tela
diidentifikasi di Laboratorium Ekologi Pemiran Biolog
Fakultas MIPA Universitas Andalas. Madu yan
digunakan dalam pembuatan membran adalah mad
yang diperoleh dari pengrajin dan telah diidentifikasi ¢
Labomtorium Analisis dan Kalibrasi Balai Besar Indust
Agro Bogor.

Pembuatan Membran Kitosan

Kulit udang yang telah dibersihkan dan dikeringkan d
bawnh sinar matahari, dideproteinasi dengan NaOIl
3,5% (1:10) dengan suhu 65°C. Residu kemudia
dinetmlknn dan dikeringkan di bawah sinar matahar
Kemudian dilakukan demineralisasi dengan larutan HC
1 N (1:10), dinetralkan dan dikeningkan schingg
didapatkan kitin kasar. Kitin tersebut direndam denga
aseton (1:10) selama 4 jam dan diputihkan denga:
Natrium Hipoklorit encer (NaCIO) 0,5%, dinetralkan da
dikeringkan. Kitin kemudian dideasetilasi dengan NaO}
60% (1:20) dan dipanaskan pada suhu 100°C, dicuc:
dinetralkan dan dikeringkan sehingga dihasilkan kitosan




Pemeriksann Bahan Baku

Pemeriksaan madu berdasarkan Badan Standarisasi
Nasional (2004)yaitu: penentuan kadar air madu dengan
mencari nilai indeks bias mady menggunakan alat
refrktometer; pengujian keasaman dengan 75 mL
larutan aquadest ditambahkan 4-5 tetes indikator PP,
dititrasi dengan NaOH 0,1 N sampai wama merah muda;
penentuan hidroksimetilfulfural (HMF) dengan 25 mL
aquadest ditambahkan 0,50 mL pereaksi Carres |
dikocok, ditambahkan 0,50 Carrez Il dikocok dan
diencerkan  dengan aquadest, dan ditambahkan
NaBisulfit 0,2% dikocok menggunakan Vortex mixer
sampai tercampur sempuma.

Pemeriksaan kitosan meliputi: pemenian(Fahmi, 2010)
yaitu pemerksaan bentuk, wama dan bau; penentuan
susut pengeringan(Depkes RI, 1979); pemeriksaan kadar
abu(Depkes RI, 1979); uji bebas protein(Sumardadji,
1997), penetuan derajat deasetilasi (Sabnis &Block,
1997), penetapan kadar Ca2+ dan Mg2+ (Khopkar,
2010) dilakukan dengan menggunakan Spektofotometer

1995),

Pembuatan membran dengan menggunakan metoda
modifikasi casting. Formulasi membran dapat dilihat
pada tabel 1. Pada beaker glass 1 sebanyak 0,08 gram
kitosandilamﬂmndengm2mmelakmz%mnpai
terbentuk massa yang homogen menggunakan magneric
stirrer selama 4 jam. Pada beaker glass 11 0,5 g PVA
ditambahkan 4 gram air suling, dipanaskan, diaduk
sampai bening dan homogen. Larutan kitosan dan massa
PVA dicampurkan, ditambah gliserol, madu dan
aguadest sampai bobot 10 g dan diaduk hingga homogen.
Setelah dilakukan pengukuran pH, dituangkan ke dalam
cawan petn dan dibiarkan mengering selama tiga hari
pada suhu kamar di atas permukaan yang rata,

Tabel 1. Formulasi Membran

No  NamaZat(g)  FI F2 F3 | &)
L Kitosan 0,08 0,08 0,08 0,08
2. Madu 0,5 1 1,5 -
3. Gliserol 04 0,4 04 0,4
HASIL PENELITIAN

L 017

4. Polivinil 0,5 0,5

Alkohol
S. Aquadest ad 10 10 10 10

0,5 0,5

Evaluasi membran yang dilakukan adalah pemeriksaan
pemerian(Depkes RI, 1995) atau pengamatan terhadap
bentuk, wama dan bau secara visual; pemeriksaan
pHMartin er. al, 1993); uji iritasi kulit{Wasitaatmadja,
1997), uji elongasi dan kekuatan regang membran
dengan menggunakan alat Universal Testing Machine
Zwick® DO-FBO.5TS,

Pengujian Aktivitas Antibakteri Membran Kitosan

Pembuatan media bakteri uji diawali dengan melarutkan
20 g serbuk Nutrient Agar dalam | liter aquadest,
dipanaskan sampai mendidih sambil diaduk sempuma,
Kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C,
tekanan 15 Ibs selama 15 menit Bakteri uji dari stok
mumi ditanam pada agar miring dan diinkubasi selama
18-24 jam pada suhu 37 °C. Untuk persiapan suspensi
bakteri uji, bakteri diambil dari agar miring,
disuspensikan ke dalam aquadest steril, divorteks sampai
homogen, ukur  kekeruhan suspensi  dengan
spektrofotometer UV hingga diperoleh suspensi dengan
transmittan 25% pada panjang gelombang 580 nm.

Dalam proses penyiapan suspensi bakteri uji, bakteri dari
agar miring NA disuspensi ke dalam aquadest steril,
divorteks sampai homogen, kemudian diukur kekeruhan
suspensi dengan spektrofotometer UV hingga diperolch
suspensi dengan tansmitan 25% pada panjang
gelombang S80 nm. Untuk penentuan aktivitas bakteri
sebanyak 0,1 mL suspensi bakteri ditambah 12 mL
media NA dan dihomogenkan. Membran dipotong
seperti cakram dan diletakkan di media padat, Inkubasi
selama 24 jam pada suhu 39°C dan diamati pertumbuhan
bakteri serta diukur diameter daerah hambat yang
ditandai dengan timbulnya daersh bening di sekitar
cakram.

Analisis Data

Pengolahan data dilakukan dengan ANOVA satu arah
menggunakan soffware SPSS 17.0 (Statistical and
Service Solution).

Pemeriksaan kitosan telah memenuhi persyamtan standar Hand Book of Pharmaceutical Excipient meliputi pemerian, susut
pengeringan, kelarutan, kadar abu, Derajat Deasetilasi (DD), uji bebas protein, kadar Ca2+ dan Mg2+ dapat dilihat pada

Tabel 2.

36
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Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Serbuk Kitosan

No Identifikasi Pen P Rowe, 2009

1. Pemerian  Serbuk,  berwama  putih Serbuk granul, wama putih hampir kuning, tidak
kelauningan, tidak berbau dan berbau dan tidak berasa,
tidak berasa.

Z Susut pengeringan 2,011% Tidak lebih dari 10%

3 Kelarutan kitosan Tidak larut dalam air, sangat Praktis tidak larut dalam air, sangat sukar larut dalam

sukar larut dalam etanol, arut alkohol.hnndahmasamuemdmasamhkm
dalam asam asetat dan asam

laktat
4, Kadar abu 0,0497% Tidak lebih dari 2%
5. Derajat dessetilasi 73,56% Lebih dan 70%
6, Uji bebas protein Tidak terbentuk warnn ungu  Tidak terbentuk wama ungu pada kitosan

pada kitosan
7. Logam magnesium 37,7 ppm <40 ppm
8. Logam kalsium 29,5 ppm <40 ppm
Evalussi membran meliputi pemeriksaan pemerian Pemeriksaan uji iritasi kulit menunjukkan tidak adanya
membran; dengan semua bentuk padat transparan, wama iritnsi dan pemeriksaan elongasi dan kekuatan regang,
kekuningan dan bay mady. Pemeriksaan pH sebelum dan menunjukkan jumlah larutan madu tidak mempengaruhi
sesudah dicetak (24 jam) dapat dilihat pada Tabel 3. secam nyata terhadap elongasi dan kekuatan regang.

Tabel 3, Hasil Pemeriksaan PH Sebelum dan Setelah Dicetak (24 Jam)
Rata-rata Sebelum  Rata-mata Setelah

Fomuila Dicetak Dicetak (24 Jam)
Fl 4,6740,02 4,75£0,04
F2 4,63+0,03 4,6320,04
F3 4,56+0,02 4,52+0,02
F4 4,8610,01 4,96+0,03
Uji Aktivitas Antibakteri mempengaruhi secam nyata (p<0,05) terhadap diameter
hambat 8,25-11 mm.

Hasil uji aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. aureus
dan P. aeruginosamenunjukkan Jjumlsh larutan madu

Gambar 1. Hasil uji daerah hambat membran kitosan K = Kontrol Negatif (Tanpa menggunakan madu)
terhadap bakteri 5. aurens F1 =Formula 1
F2 = Formula 2

. F3 = Formula 3
= Kontrol Positif (Daryant-Tulle®)
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Gambar 2. Hasil uji daerah hambat membmn kitosan
terhadap bakteri P. aeruginosa

Ket:
K" = Kontrol Positif (Daryant-Tulle®)
PEMBAHASAN

Pada umumnya kitosan yang terdapat dalam cangkang
udang terikat dengan gugus protein, mineral, pigmen
wama dan gugus asetil sehingga untuk mendapatkan
kitosan mumi perlu dilakukan 4 tahap (Fahmi, 2010);
(Femandez-Kim, 2004), Tahap pertama adalah
deproteinasi menggunakan NaOH 3,5% pada suhu 65°C
selama 2 jam unwmk menghidrolisis protein dalam
jaringan, residu bebas protein yang diperoleh sebanyak
65g dari 100 g kulit udang kering, Tahap kedua yaitu
demineralisasi menggunakan HC! | N pada suhu kamar
selama | jam supaya ion-ion logam membentuk garam
klorida yang mudah larut dalam air, residu yang
diperoleh 24,5 g Pada tahap ketiga, depigmentasi
menggunakan menggunakan Natrium Hipoklorit (NaCl0O
0,5%) untuk mengoksidasi pigmen, residu yang
diperoleh 233 g Tahap terakhir adalah deasetilasi
menggunakan NaOH 60% pada suhu 100°C selama 1
Jjam untuk memutuskan gugus asetil sehingga diperoleh
kitosan dengan residu 132 g.

Kitosan yang diperoleh sclanjutnya dievaluasi untuk
menjamin kualitasnya. Pada pemeriksaan pemerian,
kitosan bebentuk serbuk, berwarna putih kekuningan,
tidak berbau dan tidak berasa. Pada pemeriksaan susut
pengeringan, diperoleh 2,011%. Penentuan susut
penegeringan bertujuan untuk mengetahui sebernpa besar
kadar air yang terdspat di dalam kitosan. Hal ini
merupakan satu pammeter penting untuk menentukan
mutu kitosan, Jumlsh kadar air yang tekandung di dalam
kitosan dipengaruhi oleh proses pengeringan, lama
pengeringan, jumlah kitosan yang dikeringkan dan luas
permukaan tempat kitosan dikeringkan (Saleher. al,
1994). Pada pemenksaan kelarutan, kitosan tidak larut
dalam air, sangat sukar larut dalam etanol, larut dalam
asam asetat dan asam laktat Pada pemenksaan kadar
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K = Kontrol Negatif (Tanpa menggunakan madu
F1 = Formula 1
F2 = Formula 2
F3 =Formula 3

abu, diperoleh 0,0497% kadar abu. Pengukuran kad.
abu bertujuan untuk mengetahui banyaknyn kad:
senyawa organik yang terdapat di dalam kitosar
Semakin rendah kadar abu yang dihasilkan maka mut
dan tingkat kemurnian kitosan akan semakin tinppi. Pad
pengukuran Derajat Deasetilasi (DD) kitosan, diperole
73,56%. DD menunjukkan persentase gugus asetil yan
dapat dihilangkan dari kitin sehingga dihasilkan kitosan
DD yang tinggi menunjukkan bahwa gugus asetil yan,
terkandung dalam kitosan adalah rendah DD kitosa:
dapat ditentukan berdasarkan spektrum IR dengar
metode base line(Khan &Peh, 2000). Pada pemeriksaas
kandungan Ca®dan Mg" yang dilakukan dengar
menggunakan  Spektrofotometer  Serapan  Aton
didapatkan kadar logam Ca™29,5 ppm yang diperolel
dari persamaan linear kurva kalibrasi logam Mg sebesar
37,7 ppm yang diperoleh dari persamaan linear Y =
0,061x-0,006.

Semua pemeriksaan karakteristik kitosan di atas telah
memenuhi standar mutu kitosan yang dikeluarkan oleh
Protan Laboratories Inc, yang menyatakan bahwa
pemerian kitosan adalah serbuk granul, wama putih-
hampir kuning, tidak berbau dan tidak bernsa, praktis
tidak larut dalam air, sangat sukar larut dalam alkohol,
larut dalam asam asetat, mempunyai kadar abu tidak
boleh lebih dari 2%, susut pengeringan tidak boleh lebih
dan 10%, DD harus lebih dari 70% dan kadarCa® dan
Mg”' tidak boleh lebih dari 40 ppm.

Pemeriksaan madu yang dilakukan yaitu penentuan
kadar  air,  pengujian  keasaman, penentuan
Hidroksimetilsulfurfural (HMF), Penentuan kadar air
pada malu periu dilakukan karena merupakan salah saty
faktor yang mempengaruhi mutu madu. Mady yang
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mempunyai kadar air yang tinggi akan mudah
berfermentasi karena adanya aktivitas mikroorganisme
atau mgi. Akibatnya madu mengalami perubahan masa
dan menurunkan keawetan mady. Kandungan air dalam
madu dapat diukur dengan refraktometer atay dengan
hydrometer yang dilengkapi dengan termometer
(Sumoprastowo & Suprapto, 1993). Kadar air madu pada
penelitian ini diukur dengan refraktometer. Dari hasil
pemeriksaan diperoleh kadar air mady 21,0% b,
Perbedaan kadar air pada mady disebabkan oleh
kerngaman sumber nektar dan wilayah geografis tampat
madu tersebut dihasilkan, Pemeriksaan keasaman madu
dilakukan untuk mengetahui kualitas madu. Kandungan
asam yang tinggi akan akan meransang terjadinyn
fermentasi oleh bakteri maupun  mikroba  lain
(Budiwijono, 2003),

Pemeriksaan keasaman maduy memenuhi persyaratan
dimana SNT 01-3545-2004 menyatakan bahwa keasaman
madu maksimal 50 mL N NaOH/Kg sedangkan hasil
pengamatan adalah 403 mLN NaOH/Kg. Keasaman
madu ditentukan oleh disosiasi ion hidrogren dalam

air, namun sebagian ditenfukan juga oleh
kandungan beberapa mineral seperti Na, Ca dan K
(Sihombing, 1997). Pengujian HMF dalam madu sangat
penting dalam menentukan kualitas madu Kadar HMF
merupakan salah satu indikator kerusakan madu oleh
pemanasan yang berlebihan maupun karena pemalsuan
dengan gula (Maun,1999). Hasil pemeriksaan HMF yang
didapat adalah 0 mg/Kg, hasil ini memenuhi persyaratan
SNI 01-3545-2004 dan menunjukkan bahwa madu yang
digunakan memiliki muty yang baik.

Membran dibuat menggunakan kitosan sebagai bahan
dasar. Struktur kitosan yang sangat rapuh tidak bisa
langsung  digunakan. Untuk. mengatasinya  periu
ditambahkan zat aditif yang memperbaiki sifut-sifat
membran. Modifikasi membran kitosan diharapkan dapat
menghasilkan membran dengan kamkter yang lebil baik,
misalnya peningkatan kestabilan dan sifat mekanik
membran (Jin er.al, 2004). Pada penelitian ini aditif yang
digunakan adalah polivinil alkohol (PVA) dan gliserol,
sedangkan untuk zat berkhasiat digunakan madu.Kitosan
yang telah diisolasi digunakan sebagai bahan dasar
pembuat kitosan dapat membentuk gel dalam suasana
mmsepa'ﬁawnlaktat.nsamasmz,mmfonnim,
asam maleat dan asam askorbat itian ini
digunakan asam laktat karena kitosan lebih mudah larut
di dalam asam laktat dibandingkan asam lainnya.

Asam laktat memiliki bay yang tidak menyengat (Rowe,
2009). Penggunaan asam laktat Juga tidak menimbulkan
reaksi alergi, membran yang dihasilkan lebih fleksibel,
bioadhesif, lebih lembut dan baik digunakan untuk
pembalut luka (Khan &Peh, 2000). Konsentrsi kitosan
yung digunakan adalah 4% dalam asam laktat 2%,
Menurut  peneliti sebelumnya, kitosan 4% yang
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dilarutkan dalam asam laktat 2% menghasilkan mass
yang kental dan dapat diputar dengan magneticstirre,
sedangkan  konsentrasi  kitosan di bawah 4°
menghasilkan massa yang lebih encer, dan konsentrmas:
atas 4% menghasilkan massa yang terlaly kents
schingga dapat diputar denga
magneticstirrer(Restinia, 2010), Setelah larutan kitosas
4% dalam asam hkm2%distinntselum36jam, diambi
scbanyak 20% larutan kitosan untuk pembuatar
membran. Peneliti Restinia (2010), menemukan bahwa
jumlah larutan kitosan 20, 25, 30, 35 dan 40% dalam
pembuatan membran menunjukkan perbedaan yang tidak
nyata (p>0,05) terhadap sifat fisik membran yaitu
kekuatan regang dan sifat elongasi.

PVA dapat digunakan sebagai peningkat viskositas dan
dapat membentuk lapisan film elastis, sehingga membran
yang terbentuk dapat diangkat dengan mudah tanpa retak
atiu robek (Wade &Weller, 1994), Meriatna(2008),
menyatakan bahwa membran kitosan memiliki ketahanan
sobek yang rendah sehingga untuk kegunaan tertentu
sering ditambahkan polimer penguat seperti PVA, PVC,
polyester dan N-metilon nilon, Konsentrasi PVA
digunakan - adalsh 5% Berdasarkan penelitian
Restinia(2010), konsentrasi PVA yang dapat membentuk
membran kitosan yang baik adash 5%, karena
konsentrasi di bawah 5%, membran yang dihasilkan
masih rapuh dan sobek waktu diangkat dari cetakan
(cawan petri),

Gliserol digunakan secara luas dalam formulasi obat
seperti sediaan oml, opthalmik, topikal dan parental. Di
samping kegunaannya sebagai humektan dan emolien,
gliserol di dalam pembuatan membran ini digunakan
sebagai plasticizer yaitu pembentuk plastik, yang juga
dapat meningkatkan kualitas membran (Eldin, et al,
2008)menggunakan gliserol 4%  dalam membuat
membran modifikasi kitosan yang ditambah dengan
gliserol menghasilkan kekuatan dan elongasi membran
yang lebih baik

Madu merupakan salah saty obat tradisional yang
terbukti mengandung zat yang aktif melawan bakteri,
Madu dapat mempercepat perawatan luka  dengan
Jaringan parut yang minimal, sangat efektif pada
pengelupasan  kulit yang menebal dan mampu
meningkatkan  fibroblas  yang berperan  dalam
penyembuhan luka (Pardjianto et.al, 2007),

Kemampuan madu sebagai antioksidan diteliti dengan
menggunakan metode elektrokimia yang menunjukkan
kemampuan bahan dalam mereduksi radikal bebas.
Selain itu madu juga memiliki sifat antibakteri karena
adanya senyawn flavonoid seperti  pinosembrin,
pinobangsin dan krisin (Aljadi & Yusoff, 2003). Adanya
senyawa hidrogen peroksida juga diyakini sebagni
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antibakteri utama pada madu. Sifat antibakteri pada
madu yang memiliki pH rendah, osmolaritas tinggi dan
aktivitas air yang rendah (Cooper, Molan, & Harding,
1999).

Konsentrasi madu yang digunakan 5. 10; dan 15%
(w/w). Konsentrasi madu dimulai dari 5% karena pada
uji pendahuluan diperoleh konsentrasi terendah dari
madu yang dapat memberikan diameter daerah hambat
pertumbuhan bakteri adalah 5%. Konsentrasi madu
dibuat bervariasi bertujuan untuk melihat pengaruh
Jumiah penambahan larutan mady terhadap daya hambat
pertumbuhan bakteri pada membran,

Pembuatan membran dilakukan menggunakan metoda
casting plate dimana massa membran yang telsh
tercampur homogen dituang ke dalam cawan petri,
dibiarkan mengering selama 3 hari, kemudian
dilepaskan. Setelah membran terbentuk, dilakukan
evaluasi membran yaitu pemeriksaan pemerian, pH, uji
iritasi kulit dan uji aktivits antibakteri, Pemeriksaan
pemeriaan sediaan dilakukan secara visual (Carter,
1975). Membran yang dihasilkan berbentuk padat,
transparan, berbau madu dan berwama kekuningan,

Pemeriksaan pH menggunakan pH meter dilakukan
sebelum membmn dicetak dan setelah terbentuk
membran (didiamkan selama 24 jam). Pemeriksaan pH
sebelum membmn dicetak pada formula I, 11, 111 dan IV
adalah 4,674+0,02, 4,63+0,03, 4,56+0,02, 486 + 0,01.
Hasil uji lanjut Duncan formula I dan formula IT1 tidak,
tetapi formula I dan IV, berbeda nyats (p<0,05),
Pemeriksaan pH membran setelah 24 jam pada formula I,
I, 11T adalah 4,750+0,04, 4,636+0,04, 4,52940,02, 4,96 +
0,03.Hasil uji lanjut Duncan formula I, I, IIT dan IV
berbeda nyata (p<0,05). Pemeriksaan pH bertujuan untuk
melihat perubahan pH apakah sesuai untuk pemakaian
pada kulit. Hasil pemeriksaan pH masih dalam rentang
PH kulit normal (4,2 - 6,5) sehingga sediaan sesuai
untuk pemakaian pada kulit dan tidak menyebabkan
iritasi kulit. Pada pemeriksaan pH dapat diketahui bahwa
membran tanpa menggunakan madu mempunyai pH
yang lebih tingui (basa) hal ini disebabkan karena madu
yang mempunyai sifat asam (pH rendah) dan kitosan
mempunyai sifat basa,

Pemeriksaan uji iritasi kulit sedisan dilakukan pada 5
panelis dengan uji tempel terutup dan membran
ditempelkan langsung pada tangan manusia bagian atas
sebelah dalam selama 24 jam. Hasil pemeriksaan
menunjukkan tidak adanya timbul kememhan dan gatal-
gatal berarti tidak terjadi reaksi iritasi.

Uji elongasi dan kekuatan rengang merupakan
karakteristik sifat mekanik yang perlu dilakukan untuk
mengetahui  kekuatan membran terhadap gaya yang
berasal dari luar yang dapat merusak membran. Semakin
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rapat struktur membran, berarti jarak antar mol
dalam membran semakin rapat sehingga mempus
kekuatan tank yang kuat Pengujian  dilaku
menggunakan alat Testing Machine Zwick®. Dengan
ini dilihat kemampuan membran untuk diregang
ketika diberi gaya tertentu sehingga diketahui per
clongasi membran pada saat gaya yang diberl
maksimum_ Pengaruh jumlah larutan mady terha
elongasi membran terhadap elongasi dan kekua
regang membran menunjukkan perbedaan yang ti
nyata (p>0,05). Sehingga dapat disimpulkan jum
larutan madu tidak mempengaruhi secara nyata terhac
kekuatan regang membran,

Pengujian  aktivitas antibakteri membmn kitos
dilakukan menggunakan metode difusi agar. Meto
difusi agar merupakan teknik yang paling ser
digunakan untuk menentukan aktivitas antibakte
Metode difusi dilakukan dengan cam menambahk:
suspensi bakteri ke dalam media agar padat yang sesu:
selanjutnya diletakkan membran yang telah dicet:
bentuk cakram menggunakan bantuan pelobang kerta
kemudian diinkubasi pada suhu 36-37°C selama 18-3
jam. Aktivitas antibakteri berkolerasi dengan diamet,
zona hambat Aktivitas antibakteri dikatakan lemah Jik
memiliki diameter daersh hambatan 7-11 mm, aktivit:
sedang memiliki daerah hambatan 12-16 mm, sedangka
aktivitas kuat jika daerah hambatan >17 mm (Jawetz, E
Melnick &J., Adelberg, 2008). Aktivitas antibakts
dilihat dengan mengukur daersh di sekitar membra
yang tidak ditumbuhi bakter. Makin besar diamete
hambatan pertumbuhan tersebut berarti akfivita
antibakteri bahan yang diuji semakin kuat (Rahalison e,
al 1991),

Bakteri yang digunakan dalam penclitian adalah §
aureus untuk mewakili bakteri gram positif dan P
aeruginosa untuk mewakili bakteri gram negatif Bakter
kelompok Staphylococcus merupakan bakteri gram
positif yang dapat menyebabkan berbagai penyakit.
Lebih dari 30 jenis Staphylococcus yang dapal
menginfeksi manusia dan dari jenis tersebut yang paling
banyak menginfeksi adalahS. aurews. Bakieri S
aureusdapat mengakibatkan infeksi pada kulit atau luka
pada organ tubuh (Stroppler, 2008). Bakteri P.
aeruginosasering ditemukan pada kulit manusia yang
terinfeksi berupa luka bemanah berwama kuning sampai
kuning kehijavan(Jawetz e, al, 2008).

Dari pengujian yang dilakukan terlihat bahwa membran
kitosan dengan penambahan madu sebagai zat berkhasiat
memberikan daya hambat terhadap pertumbuhan bakter:
S. aureusdan P. aeruginosayang dapat dilihat dari
terbentuknys  dsemah bening pada medium agar.
Pengujian  aktivitas  antibakteri yang  dilakukan
memberikan diameter hambat pada membran kitosan
yang ditambahkan madu dengan konsentrasi 5; 10; dan




kitosan menggunakan madu sebagai zat berkhasiat
aktivitas antimikrobs tergolong lemah.

Dan hasil uji aktivitas antibakteri dapat diketahui bahwa
membran kitosan saja tanpa menggunakan madu juga
memberikan daya hambat sebesar 7,75 mm terhadap
bakteri S aureusdan8,70 mm terhadap  bakterip,
aeruginosa. Hal ini  disebabkan karena  kitosan
mempunyai  gugus amin yang menghasilkan efek
antibakteri lemah (Eldin er al, 2008), Aktivitas
antibakteri membran kitosan saja menunjukkan hasil
berbeda nyata (p<0,05) dengan aktivitas antibakteri
membran kitosan dengan penambshan madu sehingga
dapat diketahui bahwa pada pengujian aktivitas
antibakteri mebran kitosa, aktivitas antibakteri mady
lebih besar dari aktivitas antibakteri kitosan.

pengukuran  diameter daerah hambat
bakteri membran kitosan diperoleh dam
diamater daerah hambatan pertumbuhan bakter, Data
diolah dengan analisis Anova satu arah, Dar hasil
pengolahan data dapat dilihat bahwa perlakuan yang
diberikan menunjukkan nilai signifikan 0,00 (p<0,05).
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