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Antibacterial Assay of Submicro Particles Chitooligosaccharide Against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli In Vitro

Ropiana Purwaningsih
08061181722013

ABSTRACT

Chitooligosaccharide is a derivative of chitosan resulting from the deacetylation
of chitin and it has been widely reported that Chitooligosaccharide has been
shown to have biological activity as an antibacterial. The purpose of this research
is to make a submicroparticle formulation of Chitooligosaccharide using sodium
alginate polymer. Variations in concentration of sodium alginate were carried out
to determine the characteristics of the resulting Chitooligosaccharide
submicroparticles. This research begins with the preparation of materials followed
by the manufacture of Chitooligosaccharide submicroparticles. lonic gelation
method was chosen in the manufacture of submicroparticles with components
consisting of Chitooligosaccharide, sodium alginate and CaCl2 as a crosslinker
using variations of sodium alginate 1.6; 3.2 and 4.8 mg. The best formula
submicroparticles were characterized by PSA to determine the particle size. The
best formula for submicroparticles has a percent encapsulation efficiency of
90.72% with a particle size characteristic of 556.8 nm; PDI value is 0.540 and
zeta potential is +36.1 mV. The FTIR spectra of submicroscopic
Chitooligosaccharide particles did not show new peak formation or peak
reduction, meaning that there was no chemical interaction between
Chitooligosaccharide and sodium alginate. So that chitooligosaccharide can be
formulated in the preparation of submicroparticles with sodium alginate polymer.
Furthermore, antibacterial testing was carried out by the agar diffusion method
with disc paper. The results showed that 0.5% Chitooligosaccharide
Submicroparticles had antibacterial activity against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli with inhibition zones of 21 £ 1 mm (very strong zone) and 26 + 2
mm (very strong zone).

Keywords: Antibacterial Activity, Chitooligosaccharide, FTIR, Sodium
Alginate, Submicroparticles.
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Uji Antibakteri Submikro Partikel Chitooligosaccharide Terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli Secara In Vitro

Ropiana Purwaningsih
08061181722013

ABSTRAK

Chitooligosaccharide adalah senyawa turunan dari kitosan hasil proses deasetilasi
kitin dan telah banyak dilaporkan bahwa chitooligosaccharide terbukti
mempunyai aktivitas biologis sebagai antibakteri. Tujuan penelitian ini untuk
membuat formulasi submikro partikel Chitooligosaccharide menggunakan
polimer natrium alginat. Variasi konsentrasi dari natrium alginat dilakukan untuk
mengetahui karakteristik submikro partikel Chitooligosaccharide yang dihasilkan.
Penelitian ini diawali dari preparasi bahan dilanjutkan dengan pembuatan
submikro partikel Chitooligosaccharide. Metode gelasi ionik dipilin dalam
pembuatan  submikro partikel dengan komponen yang terdiri dari
Chitooligosaccharide, natrium alginat dan CaCl, sebagai crosslinker
menggunakan variasi natrium alginat 1,6; 3,2 dan 4,8 mg. Submikro partikel
formula terbaik di karakterisasi dengan PSA untuk mengetahui ukuran partikel.
Formula terbaik submikro partikel memiliki persen efisiensi enkapsulasi sebesar
90,72% dengan karakteristik ukuran partikel 556,8 nm; nilai PDI 0,540 dan zeta
potensial +36,1 mV. Spektra FTIR submikro partikel chitooligosaccharide tidak
menunjukan terbentuknya puncak baru ataupun pengurangan puncak, artinya
tidak terdapat interaksi kimia antara chitooligosaccharide dengan natrium alginat.
Sehingga chitooligosaccharide dapat diformulasikan dalam sediaan submikro
partikel dengan polimer natrium alginat. Selanjutnya, pengujian antibakteri
dilakukan dengan metode difusi agar dengan kertas cakram. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa Submikro Partikel Chitooligosaccharide 0,5% memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan
masing-masing zona hambat sebesar 21 + 1 mm (zona sangat kuat) dan 26 + 2
mm (zona sangat kuat).

Kata kunci: Aktivitas Antibakteri, Chitooligosaccharide, FTIR, Natrium
Alginat, Submikro partikel
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Kitosan merupakan heteropoli-sakarida linier derivat dari kitin, tersusun
dari ikatan p-1,4-D-glukosamin (GIcN) dan N-asetit-D-glukosamin (GICNAC)
dengan proporsi yang bervariasi (Cabrera & Cutsem, 2005). Kitosan dapat
dimanfaatkan sebagai polimer pada proses pembuatan sediaan partikel, kitosan
juga bisa digunakan sebagai gelling agent, adhesive agent, eksipien, disintegran,
antimikroba dan antikolesterol (Imtihani et al., 2020). Kitosan larut dalam asam
tetapi kitosan memiliki kelarutan dalam air yang buruk (Arifin et al., 2011). Oleh
karena itu, penelitian tentang Kitosan lebih banyak diarahkan pada produksi
kitosan yang larut dalam air, salah satu diantaranya adalah chitooligosaccharide
(COS).

Chitooligosaccharide adalah senyawa turunan dari kitosan hasil proses
deasetilasi kitin dan merupakan senyawa kompleks golongan glikoprotein yang
memiliki ikatan 1,4 glukosamin dan mampu bersifat antimikroba. Telah banyak
dilaporkan bahwa chitooligosaccharide terbukti mempunyai aktivitas biologis
antara lain sebagai antibakteri, stimulan kekebalan tubuh dan antitumor (Kumar et
al., 2005). Produksi chitooligosaccharide yang memenuhi tuntutan fungsi
biologisnya sangat tergantung pada derajat deasetilasi dan panjang rantainya.
Chitooligosaccaride dengan panjang rantai 4 (tetramer) memiliki aktivitas
antibakteri terkuat dibanding polimer kitosan (Chung et al., 2004; Chasanah et al.,

2008).
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Kumar dan  Kittur  (2005) menguji  aktivitas  antibakteri
chitooligosaccharide terhadap Staphylococcus aureus (bakteri gram positif) dan
Escherichia coli (bakteri gram negatif). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
chitooligosaccharide memiliki efek penghambatan pertumbuhan yang lebih baik
terhadap kedua bakteri tersebut dibandingkan Kkitosan. Menurut penelitian
Fernandes et al. (2008) menyatakan bahwa efek penghambatan
chitooligosaccharide dengan konsentrasi yang berbeda mulai dari 0,1%, 0,25%
dan 0,5% memiliki efek penghambatan meningkat dengan peningkatan
konsentrasi. Sehingga pada penelitian ini digunakan konsentrasi terbaik yaitu
0,5%.

Chitooligosaccharide, sebagai agen antibakteri karena dapat mengganggu
struktur dinding / membran. Oligomer kationik dapat "merekatkan™ sel yang
bermuatan negatif dan menyebabkan pembentukan kelompok bakteri besar, yang
dapat menghalangi transportasi nutrisi sel bakteri dan akhirnya mengakibatkan
lisis sel (Kumar et al., 2005 ). Sehingga perlu dilakukan pembuatan sediaan
submikro partikel, karena suatu bahan yang diformulasikan dengan teknologi
partikel dapat memodifikasi sistem penghantaran sehingga mampu menembus
ruang-ruang antar sel yang hanya dapat ditembus oleh ukuran partikel koloidal
dengan kemampuannya yang lebih tinggi untuk menembus dinding sel (Buzea et
al., 2007). Submikro partikel memiliki ukuran 200 — 500 nm sebagaimana telah
dianjurkan dan diperbolehkan dalam bidang farmasi (Reis et al., 2006).

Magani et al. (2020) meneliti uji aktivitas antibakteri sediaan nanopartikel
kitosan dengan rata-rata ukuran partikel 451,4 nm, hasilnya menyatakan bahwa

pada kelompok nanopartikel kitosan zona hambat yang dihasilkan lebih besar
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dibandingkan kelompok yang tidak dibuat sediaan nanopartikel, kedua kelompok
uji ini menggunakan konsentrasi yang sama. Zona hambat yang dihasilkan
nanopartikel kitosan terhadap bakteri S. aureus dan E. coli masing-masing
sebesar 12,31 mm dan 15,88 mm. Sedangkan pada sampel yang tidak dibuat
sediaan partikel hanya menghasilkan zona hambat terhadap bakteri S. aureus dan
E. coli masing-masing sebesar 9,15 mm dan 10,20 mm. Apabila suatu zat aktif
yang dibentuk suatu nanopartikel efektivitasnya semakin baik dibanding yang
tidak dibentuk nanopartikel.

Pembuatan submikro partikel dapat menggunakan bahan polimer seperti
kitosan, gelatin, aloumin, dan natrium alginat (Delie and Blanco, 2005). Polimer
yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu natrium alginat. Polimer ini dipilih
sebagai bahan enkapsulasi karena natrium alginat memiliki sifat khas yaitu daya
mucoadhesive paling besar jika dibandingkan dengan polimer lain seperti
polistiren dan kitosan (Thwala, 2010). Natrium alginat juga dapat melindungi zat
aktif dari gangguan kondisi lingkungan dan menyediakan pelepasan enkapsulant
yang terkontrol (Anbinder, 2011).

Umumnya dalam pembuatan submikro partikel diperlukan penambahan
kalsium klorida untuk menurunkan tegangan permukaan (Muhaimin, 2013).
Kalsium klorida bekerja sebagai crosslinker akan berikatan sambung silang
dengan natrium alginat dan dapat menggantikan ion natrium pada natrium alginat
dengan ion kalsium untuk memperkuat polimer yang melapisi sediaan submikro
partikel (Hasanzadeh et al., 2011). Kalsium klorida yang digunakan dalam

penelitian ini digunakan volume 20 uL (Moradhaseli et al., 2013)
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Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian mengenai uji
aktivitas antibakteri chitooligosaccharide terhadap Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli dalam sediaan submikro partikel. Bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli dipilih karena bakteri yang umum terdapat di lingkungan
sekitar kita dan merupakan bakteri terbanyak yang sering mencemari sediaan pada
umumnya. Bakteri Staphylococcus aureus menyebabkan infeksi kulit sedangkan
Escherichia coli termasuk bakteri yang dapat menyebabkan diare (Brooks et al.,
2007).

Penentuan formula terbaik dilakukan dengan cara menentukan persen
efisiensi enkapsulasi (%EE) dari submikro partikel. Formula terbaik kemudian
digunakan untuk mengetahui karakter submikro partikel yang dihasilkan, melalui
analisis ukuran partikel, pengukuran zeta potensial, dan poly dispersity index
(PDI), serta untuk pengujian aktivitas antibakteri yang dilakukan dengan metode
difusi agar menggunakan kertas cakram.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan maka didapat beberapa
rumusan masalah antara lain:

1. Bagaimana pengaruh konsentrasi natrium alginat terhadap persen efisiensi
enkapsulasi (%EE) submikro partikel chitooligosaccharide?

2. Berapa nilai ukuran partikel, PDI, dan zeta potensial formulasi terbaik
sediaan submikro partikel chitooligosaccharide?

3. Bagaimana aktivitas antibakteri submikro partikel chitooligosaccharide
terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan metode

difusi cakram kertas?
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1.3

1.4

Tujuan Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan memiliki beberapa tujuan, yakni:
Mengetahui pengaruh konsentrasi natrium alginat terhadap persen efisiensi
enkapsulasi (%EE) submikro partikel chitooligosaccharide.

Menentukan nilai ukuran partikel, PDI, dan zeta potensial formulasi
terbaik submikro partikel chitooligosaccharide.

Menentukan aktivitas antibakteri submikro partikel chitooligosaccharide
terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan metode
difusi cakram kertas.

Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi pada penelitian

selanjutnya dalam mengembangkan senyawa antibakteri dalam produk farmasi,

kosmetik dan makanan. Serta memperluas pemahaman mengenai submikro

partikel chitooligosaccharide dan mengetahui konsentrasi natrium alginat untuk

menghasilkan formulasi submikro partikel terbaik.
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