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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF A NANOEMULSION CONTAINING
96% ETHANOL EXTRACT OF CASHEW LEAVES (Anacardium
occidentale L.) AT AN OPTIMAL CONCENTRATION AGAINST

Staphylococcus aureus AND Escherichia coli

By:

LOISA NOPRATITY REZA

Background: Bacterial infections caused by Staphylococcus aureus and
Escherichia coli remain a significant health concern, particularly due to increasing
antibiotic resistance. Cashew leaves (Anacardium occidentale L.) contain
secondary metabolites with antibacterial potential. Nanoemulsion formulation is
expected to improve stability and effectiveness.

Methods: The extract was obtained by maceration using 96% ethanol as the
solvent and subsequently formulated into a nanoemulsion using a high-energy
method. Evaluation of the formulation included organoleptic assessment, pH,
viscosity, homogeneity, and stability tests. Characterization was performed using
a particle size analyzer to determine particle size, polydispersity index, and zeta
potential. Antibacterial activity was evaluated using the well diffusion method.
Results: The nanoemulsion met the required evaluation criteria and demonstrated
particle sizes within the nanometer range with a relatively homogeneous
distribution. Antibacterial testing revealed differences in inhibition zone diameters
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, measuring 6,85 £ 0,28 mm
(moderate category) and 4,28 + 0;16 mm (weak category), respectively.
Conclusion: The nanoemulsion of 96% ethanol extract of cashew leaves
exhibited good physicochemical characteristics and demonstrated potential as an
antibacterial agent against Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Keywords: Nanoemulsion, Cashew Leaves, Antibacterial, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli



ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI NANOEMULSI EKSTRAK ETANOL
96% DAUN JAMBU METE (Anacardium occidentale L.)
PADA KONSENTRASI OPTIMAL TERHADAP
Staphylococcus aureus DAN Escherichia coli

Oleh:

LOISA NOPRATITY REZA

Latar belakang: Infeksi bakteri akibat Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli menjadi masalah kesehatan, terutama dengan meningkatnya resistensi
antibiotik. Daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) mengandung metabolit
sekunder yang berpotensi sebagai antibakteri. Formulasi dalam bentuk nanoemulsi
diharapkan dapat meningkatkan stabilitas dan efektivitasnya.

Metode: Ekstrak diperoleh dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%
dan diformulasikan menjadi nanoemulsi menggunakan metode high energy
methode. Evaluasi sediaan meliputi uji organoleptik, pH, viskositas, homogenitas,
dan stabilitas. Karakterisasi dilakukan dengan particle size analyzer untuk
menentukan ukuran partikel, indeks polidispersitas, dan zeta potensial. Uji
antibakteri dilakukan dengan metode difusi sumuran.

Hasil: Nanoemulsi memenuhi persyaratan evaluasi sediaan dan memiliki ukuran
partikel dalam rentang nano dengan distribusi yang relatif homogen. Uji
antibakteri menunjukkan adanya perbedaan zona hambat terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli yaitu secara berututan sebesar 8,38 + 0,33 yang
terkategorisasi sedang dan 4,28 + 0,16 yang terkategorisasi lemah.

Kesimpulan: Nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete memiliki
karakteristik fisikokimia yang baik dan berpotensi sebagai agen antibakteri
terhadap bakteri gram positif dan gram negatif.

Kata kunci: Nanoemulsi, Daun Jambu Mete, Antibakteri, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit akibat infeksi menjadi salah satu tantangan utama kesehatan
masyarakat di dunia. Meskipun berbagai upaya pencegahan telah dilakukan,
termasuk peningkatan higiene, imunisasi, dan ketersediaan antibiotik, kasus
infeksi bakteri tetap memberikan rasio angka kesakitan dan kematian yang
cukup tinggi, terutama di negara berkembang (Sriram et al.,, 2021). Di
Indonesia, infeksi kulit dan jaringan lunak masih sering dijumpai pada
pelayanan kesehatan dan menjadi salah satu penyebab utama pasien mencari
pengobatan maupun menjalani perawatan (Santosaningsih et al., 2018).
Tingginya kejadian infeksi ini mendorong penggunaan antibiotik secara luas,
yang pada akhirnya berkontribusi terhadap munculnya resistensi antibiotik
yang berdampak pada meningkatnya biaya pengobatan, memperpanjang lama

rawat inap, serta meningkatkan risiko komplikasi pasien (Gach et al., 2024).

Bakteri yang sering menjadi penyebab infeksi pada manusia antara lain
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, yang masing-masing mewakili
kelompok bakteri gram positif dan gram negatif. Staphylococcus aureus
merupakan bakteri berbentuk kokus yang dapat menjadi flora normal pada
kulit dan membran mukosa, namun juga berperan sebagai patogen
oportunistik penyebab infeksi mulai dari infeksi kulit hingga sistemik.
Sementara itu, Escherichia coli merupakan bakteri berbentuk batang yang
umumnya hidup sebagai flora normal di usus, tetapi patotipenya dapat

menyebabkan infeksi usus maupun ekstraintestinal seperti infeksi saluran



kemih, sepsis, dan meningitis neonatal (Gherardi, 2023; Braz, Melchior and
Moreira, 2020). Kedua bakteri ini memiliki kemampuan adaptasi yang tinggi,
seperti pembentukan biofilm, produksi toksin, serta variasi genetik yang
berkontribusi terhadap peningkatan virulensi dan resistensi terhadap antibiotik
(Zheng et al., 2018). Kondisi ini mencerminkan meningkatnya tantangan
dalam penanganan infeksi, sehingga pengembangan terapi alternatif yang
efektif dan aman menjadi semakin penting (Breyne et al., 2017).

Kebutuhan akan terapi yang efektif dan aman dapat dijawab melalui
pemanfaatan bahan alam. Tanaman yang berpotensi adalah jambu mete
(Anacardium occidentale L.) khususnya bagian daun yang telah diketahui
mengandung berbagai metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, tanin,
fenolik, dan saponin (Belgis, 2024). Penelitian sebelumnya oleh
(Giwa & Oluwafemi, 2025) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun jambu
mete memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aures
pada konsentrasi 50 mg/ml sebesar 7,25 £+ 0,28 mm. Sementara itu, penelitian
lain oleh (Astuty et al., 2022) melaporkan bahwa ekstrak etanol daun jambu
mete (Anacardium occidentale L.) efektif menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli pada konsentrasi 5% sebesar 5,75 + 1,76. Temuan-temuan

tersebut memperkuat potensi daun jambu mete sebagai agen antibakteri alami.

Pemanfaatan ekstrak etanol daun jambu mete sebagai antibakteri alami dalam
bentuk konvensional masih menghadapi kendala yang dapat menurunkan
efektivitasnya. Hambatan utamanya adalah bioavailabilitas senyawa aktif
yang relatif rendah karena kesulitannya menembus membran biologis dan
kecenderungannya mengalami metabolisme cepat sebelum mencapai target
kerja (Budiman et al., 2024). Untuk mengatasi keterbatasan tersebut,
dikembangkan sistem formulasi nanoemulsi, yaitu dispersi koloid dengan
ukuran droplet sangat kecil, umumnya berada pada rentang 20-200 nm, yang
distabilkan oleh surfaktan sehingga mampu meningkatkan kelarutan senyawa
metabolit dalam medium berair (Preeti et al., 2023). Ukuran partikel yang

sangat kecil memberikan luas permukaan yang besar, sehingga meningkatkan



laju disolusi, permeabilitas membran, dan pada akhirnya bioavailabilitas
bioaktif, serta memungkinkan distribusi senyawa aktif lebih homogen dan
penetrasi ke dalam sel target menjadi lebih efisien (Kaur et al., 2024; Deveci,
2025).

Pemanfaatan ekstrak etanol daun jambu mete dalam bentuk nanoemulsi masih
jarang diteliti. Sebagian besar studi sebelumya lebih menekankan pada uji
aktivitas antibakteri ekstrak konvensional tanpa mengeksplorasi formulasi
nanoemulsi ekstrak secara spesifik. Selain itu, hubungan antara sifat fisik
nanoemulsi dan efektivitas antibakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli juga belum banyak dipelajari. Maka dari itu, perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut dengan tujuan megembangkan nanoemulsi ekstrak daun jambu
mete yang terkarakterisasi dengan baik, stabil, dan memiliki aktivitas
antibakteri optimal, sehingga dapat menjadi alternatif terapi berbasis bahan
alam yang efektif dan aman.

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah hasil uji fisikokimia serta karakterisasi ukuran partikel, indeks
polidispersitas, dan zeta potensial dari nanoemulsi ekstrak etanol 96%
daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) memenuhi syarat evaluasi
sediaan?

2. Bagaimana hasil uji aktivitas antibakteri nanoemulsi ekstrak etanol 96%
daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) terhadap bakteri gram

positif Staphylococcus aureus dan gram negatif Escherichia coli?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui perbandingan
aktivitas antibakteri dari nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu
mete (Anacardium occidentale L.) terhadap Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.



1.3.2 Tujuan Khusus

1. Untuk mengetahui hasil uji fisikokimia serta karakterisasi ukuran
partikel, indeks polidispersitas, dan zeta potensial dari nanoemulsi
ekstrak etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.)
memenuhi syarat evaluasi sediaan

2. Untuk mengetahui hasil uji aktivitas antibakteri nanoemulsi ekstrak
etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) terhadap
bakteri gram positif Staphylococcus aureus dan gram negatif

Escherichia coli

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi sebagai referensi
untuk peneliti lain yang berfokus pada pengembangan terkait uji potensi
antibakteri nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete
(Anacardium occidentale L.) terhadap Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.

1.4.2 Manfaat Bagi Peneliti

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi ilmiah dalam
memperluas wawasan dan pengetahuan mengenai efektivitas nanoemulsi
ekstrak etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) dalam
menghambat pertumbuhan bakteri  Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli.

1.4.3 Manfaat Bagi Institusi

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi akademik bagi
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan menambah data
ilmiah mengenai potensi daun jambu mete (Anacardium occidentale L.)

sebagai bahan antibakteri alami. Hasil penelitian ini juga sejalan dengan



visi dari Fakultas Kedokteran Universitas Lampung yang berkonsentrasi

pada agromedicine.

1.4.4 Manfaat Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan memberikan wawasan kepada
masyarakat tentang potensi daun jambu mete (Anacardium occidentale

L.) sebagai bahan antibakteri alami.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Jambu Mete

Jambu mete (Anacardium occidentale L.) tergolong dalam famili
Anacardiaceae yang merupakan tanaman hijau tahunan. Tanaman ini berasal
dari wilayah tropis di Amerika Selatan, khususnya di daerah Brasil bagian

timur laut (Swamy, 2023).

2.1.1 Taksonomi Tanaman Jambu Mete

Taksonomi tanaman jambu mete menurut (Swamy, 2023) dapat dilihat
pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Taksonomi Daun Jambu Mete

Tingkatan Taksonomi Nama IImiah
Kerajaan Plantae
Divisi Magnoliophyta
Kelas Magnoliopsida
Bangsa Sapindales
Suku Anacardiaceae
Marga Anacardium
Jenis Anacardium occidentale L.
Nama umum Jambu mete

Sumber: (Swamy, 2023)

2.1.2 Morfologi Tanaman Jambu Mete

Daun jambu mete memiliki morfologi, yaitu memiliki bentuk oval
hingga elips lebar dan ujung yang membentuk bulat dan pangkal yang
tumpul. Tekstur daun tebal dan kaku, permukaan atas (adaxial)

mengkilap sedangkan bagian bawah (abaxial) yang kusam dan kasar.



Umumnya, daun jambu mete memiliki panjang pada kisaran 8-20 cm
dan lebar 5-10 cm, susunannya menyirip dengan tulang daun utama
menonjol jelas di bagian bawah daun. Bagian permukaan atas daun
bersifat hidrofobik, sementara bagian bawah daun bersifat hidrofilik
karena perbedaan ketebalan pada lapisan lilin kutikular dan struktur

epidermis (Ramos et al., 2022).

T—
5cm . 5cm

Gambar 2.1. Morfologi Daun Jambu Mete

(Ramos et al., 2022)

2.1.3 Kandungan dan Khasiat Tanaman Jambu Mete

Daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) terbukti mengandung
senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid, saponin, tanin, alkaloid,
dan terpenoid. Senyawa metabolit sekunder tersebut memiliki khasiat
fisiologis seperti antibakteri, antiinflamasi, antimikroba, dan antijamur
(Artika, 2021). Ekstrak daun jambu mete dalam pelarut etanol terbukti
dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun negatif.
Aktivitas antibakteri tersebut sifatnya korespondensi dependen yang
artinya, besar zona hambat dipengaruhi oleh besaran konsentrasi yang
berbanding lurus. Dengan sifatnya sebagai antibakteri tersebut, daun
jambu mete berpotensi dikembangkan sebagai sumber bahan baku
antibakteri alami untuk pengembangan obat herbal dan produk kesehatan
tradisional (Artika, 2021)



2.2 Metabolit Sekunder
2.2.1 Alkaloid

Alkaloid merupakan sekelompok senyawa organik yang bersifat basa
dan mengandung satu atau lebih atom nitrogen yang biasanya dalam
bentuk heterosiklik. Alkaloid sebagai antibakteri bekerja dengan
beberapa mekanisme, antara lain mengganggu sintesis dinding sel
bakteri, meningkatkan permeabilitas membran, serta dengan
menghambat sintesis asam nukleat dan protein intraseluler. Beberapa
kelas dari alkaloid terbukti dapat menghambat bakteri gram positif, yaitu
isoquinoline dan indole. Selain itu, beberapa kelas lainnya terbukti dapat
menghambat aktivitas bakteri gram negatif (Yan et al., 2021)

Gambar 2.2. Struktur Senyawa Alkaloid

(Luciana et al. 2024)

2.2.2 Tanin

Tanin merupakan jenis senyawa polifenol yang memiliki kemampuan
untuk berikatan dengan protein. Adapun fungsi biologis tanin meliputi
sifat astringennya, yang dapat membantu dalam mengencangkan
jaringan tubuh. Senyawa ini juga memiliki aktivitas antimikroba yang
dapat mencegah pertumbuhan bakteri serta mikroorganisme lainnya
(Hidayah et al, 2020)

Tanin bekerja dengan cara berinteraksi dengan faktor adhesi pada
permukaan bakteri, kemudian membentuk kompleks bersama
polisakarida dan ion logam. Interaksi ini mengganggu proses fisiologis

sel bakteri. Selain itu, tannin mampu menonaktifkan materi genetik



bakteri sehingga menghambat pertumbuhan, serta dapat bersifat toksik
terhadap membran sel bila kadarnya melebihi batas hambat maksimum.
Tanin juga memiliki kemampuan untuk berikatan dengan polipeptida
pada dinding sel bakteri, yang menyebabkan perubahan struktur dinding
sel, kerusakan membran, hingga terjadinya lisis dan kematian sel bakteri
(Luh Budi Artaningsih et al., 2018)

° o5y oH
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Gambar 2.3. Struktur Senyawa Tanin

(Elgailani & Ishak, 2016)

2.2.3 Flavonoid

Flavonoid termasuk dalam kelompok senyawa polifenol yang secara
umum ditemukan pada buah, sayuran, dan biji-bijian. Flavonoid
memiliki struktur senyawa dasar berupa dua cincin aromatik yang
disatukan oleh rantai karbon tiga (Prima et al., 2021). Mekanisme
penghambatan bakteri oleh flavonoid bersifat kompleks dan belum
sepenuhnya dipahami. Beberapa literatur menyebutkan bahwa flavonoid
mampu menghambat pertumbuhan bakteri melalui proses perombakan
struktur membran sel bakteri. Flavonoid dapat berikatan pada permukaan
membran sel, mengganggu fungsi normal membran, sehingga
menyebabkan kerusakan dan kematian sel bakteri (Mere, Bintang and
Safithri, 2021) Gambar 2.4. Struktur Senyawa Flavonoid
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Gambar 2.4. Struktur Senyawa Flavonoid

(Wang, Li and Bi, 2018)

2.2.4 Saponin

Saponin merupakan senyawa golongan glikosida yang terikat pada
molekul gula. Saponin memiliki sifat yang sama seperti detergen, yang
memiliki kemampuan membentuk busa yang larut dalam air. Saponin
dikenal memiliki sifat immunodilator ~ yang mampu membantu
meningkatkan daya tahan tubuh, serta memiliki aktivitas antimikroba
yang membantu melindungi tubuh dari infeksi (Shaban et al., 2021).
Mekanisme kerja saponin sebagai agen antibakteri dilakkan dengan cara
perusakan fungsi membran sitoplasma bakteri yang mengakibatkan
kebocoran pada sel. Saponin menurunkan tegangan permukaan sel
bakteri, sehingga menyebabkan keluarnya cairan intraseluler dari dalam
sel sehingga menyebabkan terganggunya integritas membran dan
akhirnya menyebabkan kematian sel bakteri (Nugraha, Achmad and
Sitompul, 2019) Gambar 2.5. Struktur Senyawa Saponin.

Gambar 2.5. Struktur Senyawa Saponin

(Sutardi, 2017)
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2.2.5 Terpenoid

Terpenoid merupakan senyawa organik yang tersusun dari isoprene dan
memberikan aroma yang khas pada tanaman. Mekanisme antibakteri
oleh terpenoid dilakukan dengan interaksi dengan porin, yaitu protein
transmembran yang berada pada membran luar sel bakteri dapat
berinteraksi sehingga membentuk ikatan polimer yang kuat. Proses ini
mengakibatkan perubahan atau kerusakan pada struktur porin, yang
selanjutnya menurunkan tingkat permeabilitas dinding sel bakteri.
Interaksi ini pada akhirnya akan mempengaruhi metabolisme bakteri
yang akan menyebabkan pertumbuhan bakteri menjadi terhambat atau

mengalami kematian sel

)\/\/u\/

Gambar 2.6. Struktur Senyawa Terpenoid

(Nugroho, 2017)

2.3 Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses dengan memisahkan bagian berkhasiat dari
tanaman dengan prinsip penggunaan suatu pelarut yang diuji melalui prosedur
standar. Tujuan ekstraksi adalah pemisahan metabolit tanaman yang larut
sehingga diperoleh senyawa yang dituju. Tahapan dalam proses ekstraksi yaitu
pertama, pelarut akan menembus matriks pada bahan, kemudian zat akan
terlarut ke dalam pelarut, selanjutnya, zat terlarut berdifusi keluar dari matriks
padat, terakhir, larutan ekstrak akan dikumpulkan (Zhang, Lin and Ye, 2018).

2.3.1 Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi paling sederhana dan paling
banyak digunakan. Metode ini dilakukan dengan cara merendam sampel

pada pelarut tertentu yang sesuai di dalam wadah yang inert (Triwanda,
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Hastuti and Rahardjo, 2022). Ekstraksi dengan metode maserasi
umumnya digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang bersifar volatil
dan termolabil seperti pigmen, antosianin, dan senyawa aromatik. Proses
ini dapat memecahkan dinding sel tumbuhan sehingga dapat
menyebabkan perpindahan senyawa fitokimia dari matriks bahan alam
ke pelarut yang digunakan. Pengadukan dapat dilakukan secara berkala
atau terus-menerus untuk mempercepat proses ekstraksi hingga tercapai
titik jenuh, yaitu kondisi kesetimbangan antara konsentrasi senyawa
metabolit dalam bahan dan pelarut. Setelah proses maserasi selesai,
dilakukan penyaringan campuran menggunakan kertas saring untuk
memisahkan filtrat dari ampas bahan. Untuk memperoleh rendemen
yang tinggi, proses maserasi dapat diulangi sampai tiga kali dengan
menggunakan rendemen hasil ekstraksi sebelumnya, karena pada tahap
awal masih tersisa senyawa aktif yang belum sepenuhnya terambil dan
dapat diekstraksi kembali (Nugroho, 2017)

Untuk meminimalisir hilangnya pelarut karena penguapan, proses
maserasi harus dilakukan dalam wadah tertutup rapat. Setelah maserasi,
filtrat dipekatkan dengan evaporasi vakum. Dalam maserasi, pemilihan
pelarut yang tepat sangat penting karena senyawa fitokimia target sangat

bergantung pada pelarut yang digunakan (Rasyad Arrofiqi et al., 2024)

Zj

4

L

Gambar 2.7 Metode Ekstraksi Maserasi
(Nugroho, 2017)
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2.3.2 Perkolasi

Proses perkolasi dilakukan dengan cara mengalirkan pelarut secara
perlahan dalam bentuk tetesan melalui bahan padat. Selama proses
berlangsung, pelarut menembus bahan tanaman secara bertahap sehingga
senyawa aktif dapat terekstraksi. Ekstraksi menggunakan metode ini
memiliki kelebihan vyaitu efisiensi ekstraksi, kualitas hasil, hingga
fleksibilitas pelarut. Namun, metode ini memiliki kelemahan antara lain
penggunaan pelarut yang banayak, hingga biaya yang tinggi (Luciana et
al., 2024)

2.3.3 Soxhlet

Metode ekstraksi soxhlet banyak digunakan untuk pemisahan senyawa
dari bahan padat dengan menggunakan pelarut panas. Metode ini
melibatkan pemanasan pelarut hingga menguap, kemudian uap tersebut
akan terkondensasi dan menetes ke bahan dalam thimble, sehingga
terjadi ekstraksi berulang sampai pelarut tidak lagi berwarna pekat.
Keunggulan proses ini yaitu efisiensi bahan dan tidak memerlukan
filtrasi tambahan. Namun, prosesnya membutuhkan energi yang besar

dan memerlukan waktu yang lama (Luciana et al., 2024)

2.3.4 Refluks

Ekstraksi metode refluks merupakan metode cara panas dengan adanya
bantuan pendingin. Metode ini dilakukan dalam durasi tertentu dengan
volume pelarut yang relatif tetap, disertai penggunaan pendingin balik
untuk mencegah penguapan pelarut. Proses refluks biasanya dilakukan
berulang, umumnya antara tiga hingga enam kali siklus (Aprilyanie,
Handayani and Syarif, 2023). Pada metode ini, rendemen ekstrak yang
dihasilkan sangat tinggi dikarenakan proses ekstraksi ini berlangsung
pada suhu tinggi sehingga akan mempercepat kerusakan sel dan jaringan

tumbuhan serta mempercepat proses kelarutan (Nugroho, 2017)
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2.3.5 Ultrasonikasi

Metode ultrasonikasi merupakan pengembangan dari metode maserasi,
dengan frekuensi tinggi, yaitu sekitar 20.000 Hz, melebihi ambang
pendengaran manusia. Prosesnya, bahan yang telah dicampur dengan
pelarut dimasukkan ke dan ditempatkan pada alat ultrasonic bath yang
menghasilkan gelombang suara berfrekuensi tinggi. Gelombang tersebut
menghasilkan tekanan mekanis pada jaringan sel, akibat adanya getaran
kuat sehingga menyebabkan kerusakan dinding sel dan melarutkan

senyawa metabolit ke dalam pelarut (Nugroho, 2017)

2.3.6 Infusa

Metode infusa adalah teknik ekstraksi yang memanfaatkan pelarut
berupa air yang dipanaskan. Prinsip kerja dari metode ini adalah
didasarkan pada proses difusi molekuler, di mana senyawa aktif akan
berpindah dari simplisia ke pelarut akibat adanya perbedaan konsentrasi.
Pada metode ini, suhu panas berperan penting dalam meningkatkan
energi kinetik molekull, mempercepat pelarutan, serta membantu
penghancuran dinding sel simplisia agar senyawa bioaktif lebih mudah

terlepas ke dalam pelarut (Luciana et al., 2024)

2.4 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan langkah awal yang dilakukan untuk
mengidentifikasi kandungan senyawa bioaktif yang terdapat dalam suatu
tanaman. Tahapan ini sangat penting dalam proses penelitian fitokimia karena
berfungsi untuk mengidentifikasi metabolit sekunder seperti alkaloid,
flavonoid, tanin, saponin, terpenoid, dan steroid. Setiap golongan senyawa
tersebut memiliki aktivitas biologis yang berbeda dan berpotensi sebagai
sumber bahan aktif dalam pengembangan obat alami. Prinsip pada metode ini
adalah reaksi kimia yang terjadi anatara senyawa dalam ekstrak dengan reagen
spesifik yang akan mengasilkan perubahan warna atau endapan tertentu
sebagai indikator keberadaan golongan senyawa tersebut (Maheshwaran et al.,
2024)
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Skrining fitokimia bersifat kualitatif, artinya hasil dari tahapan ini hanya
menunjukkan ada atau tidaknya senyawa tertentu tanpa memberikan informasi
kuantitatif mengenai jumlah atau konsentrasinya. Proses ini bertujuan untuk
memberikan indikasi awal mengenai potensi yang dimiliki suatu sampel
bioaktivitas suatu tanaman obat sebelum dilakukan analisis lanjutan. Hasil
skrining fitokimia sangat dipengaruhi oleh jenis pelarut yang digunakan saat
proses ekstraksi, karena pelarut memiliki kemampuan selektif dalam
melarutkan senyawa tertentu. Oleh karena itu, pemilihan metode ekstraksi dan
pelarut yang sesuai menjadi aspek penting dalam menentukan keberhasilan

dan akurasi hasil pada proses skrining fitokimia (Maheshwaran et al., 2024)

2.5 Nanoemulsi

Nanoemulsi merupakan sistem dispersi yang terdiri atas dua atau lebih fase
yang saling tidak tercampur, misalnya antara minyak dan air, yang distabilkan
oleh keberadaan surfaktan pada antarmuka keduanya. Sistem ini bersifat stabil
secara termodinamika dan digunakan sebagai pembawa atau penghantar obat,
di mana fase minyak terdispersi ke dalam fase air atau fase air terdispersi ke
fase minyak dalam bentuk tetesan berukuran sangat kecil, umumnya berada

dalam rentang 20-200 nanometer (Ermawati et al., 2023)

2.5.1 Metode Pembuatan Nanoemulsi
2.5.1.1 Low Energy Method

Low Energy Method merupakan metode pembentukan
nanoemulsi yang memerlukan energi yang rendah. Proses ini
dinilai lebih efisien karena dalam prosesnya, hanya
memanfaatkan energi kimia internal dalam sistem, sehingga
hanya membutuhkan pengadukan yang ringan. Pada umumnya,
metode ini melibatkan mekanisme inversi fase serta proses

emulsifikasi spontan (self-emulsification) (Kumar et al., 2019)
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a. Emulsifikasi Spontan

Metode emulsifikasi spontan menghasilkan nanoemulsi pada
suhu konstan. Proses ini dimulai dengan mencampurkan fase
minyak secara perlahan ke dalam fase air yang mengandung
surfaktan dan ko-surfaktan. Pembentukan nanoemulsi sangat
bergantung pada pengaturan terhadap rasio dan konsentrasi
surfaktan, ko-surfaktan, dan fase minyak. Parameter-parameter
ini harus dikontrol dengan cermat karena secara langsung
mempengaruhi ukuran dan distribusi tetesan yang terbentuk

dalam sistem nanoemulsi (Ermawati et al., 2023)

Nanoemulsi yang diperoleh melalui metode emulsifikasi
spontan mampu mempertahankan kestabilan hingga 30 hari
pada suhu ruang, meskipun mengalami ketidakstabilan ketika
disimpan pada suhu yang tinggi. Metode emulsifikasi spontan
dinilai efisien dalam menghasilkan nanoemulsi yang stabil,
jika parameter formulasi dan kondisi proses dikendalikan

secara optimal (Ermawati et al., 2023)

b. Phase Inversion Temperature (PIT)
Metode Phase Inversion Temperature (PIT) bekerja dengan
memanfaatkan perubahan karakter lipofilik surfaktan non-
ionik yang meningkat seiring bertambahnya suhu, sehingga
dapat membentuk sistem nanoemulsi. Prinsip utama dari
metode ini adalah bahwa pada suhu rendah, gugus surfaktan
non-ionik akan lebih mudah untuk membentuk emulsi tipe
minyak dalam air (O/W). Namun, saat suhu meningkat
karakter hidrofilik surfaktan berkurang dan menjadi lebih
lipofilik, sehingga terjadi pembalikan fase menjadi emulsi air
dalam minyak (W/QO). Teknik ini memiliki keterbatasan pada
skala industri karena memerlukan pemilihan surfaktan yang

sangat selektif serta ukuran droplet cenderung semakin kecil
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dengan meningkatnya konsentrasi surfaktan, dan nanoemulsi
yang dihasilkan melalui metode ini dapat stabil hingga sekitar

satu bulan (Ermawati et al., 2023)

c. Phase Inversion Composition (PIC)

Metode ini juga dikenal dengan emulsi titik inversi, yaitu
teknik yang memanfaatkan perubahan sifat hidrofilik-lipofilik
surfaktan untuk menghasilkan nanoemulsi. Dalam prosesnya,
penambahan garam pada sistem emulsi minyak dalam air
(O/W) yang mengandung surfaktan ionik dapat mengubah
muatan listrik surfaktan, sehingga sistem berbalik membentuk
emulsi dalam minyak (W/O). Proses pembentukan nanoemulsi
dengan teknik ini hanya memerlukan energi mekanik yang
rendah, namun waktu yang dibutuhkan relatif lebih lama
dibandingkan metode emulsifikasi spontan (Ermawati et al.,
2023)

2.5.1.2 High Energy Method

Metode High Energy Method menggunakan energi mekanik yang
tinggi untuk menghasilkan gaya destruktif yang kuat, sehingga
mampu memecah droplet berukuran besar menjadi droplet nano.
Penggunaan  perangkat mekanik seperti  ultrasonikator,
mikrofluidzer, dan homogenizer bertekanan tinggi akan
menghasilkan gaya destruktif. Penggunaan alat-alat tersebut
memungkinkan tercapainya ukuran partikel yang sangat kecil dan
distribusi droplet yang lebih homogen (Kumar et al., 2019)

a. Homogenizer Tekanan Tinggi
Pade metode ini, mikroemulsi akan dialirkan melalui lubang
inet berukuran sangat kecil, di mana gaya vibrasi dan geser
yang tinggi akan memecah partikel menjadi droplet berukuran

nano. Teknik ini mampu menghasilkan globul nanoemulsi
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berukuran sangat halus, bahkan dapat mencapai 1 nm,
terutama jika digunakan laju geser tinggi dan molekul dengan
rantai panjang seperti polimer atau surfaktan (Ermawati et al.,
2023)

b. Ultrasonikasi
Metode ultrasonikasi memanfaatkan gelombang suara
berfrekuensi tinggi untuk mentransfer energi ke dalam sistem,
sehingga memungkinkan dispersi satu fase cair ke dalam fase
lainnya. Pada proses ini, energi uktrasonik diberikan dalam
makroemulsi, dan melalui getaran serta fenomena kavitasi,
droplet minyak berukuran besar akan pecah menjadi partikel

berukuran nano (Ermawati et al., 2023)

Pembentukan nanoemulsi pada metode ini berlangsung
menjadi dua mekanisme utama. Pertama, gelombang
ultrasonik berfrekuensi tinggi menimbulkan osilasi pada
antarmuka antara dua fase, yang membantu proses dispersi
droplet minyak ke dalam fase kontinu. Kedua, fluktuasi
tekanan  akibat gelombang ultrasonik  menyebabkan
terbentuknya gelombang mikro di dalam cairan. Ketika
gelombang ini pecah, terjadi turbulensi kuat pada antarmuka

minyak dan air (Ermawati et al., 2023)

c. Alat Kecepatan Tinggi (Rotor-stator)
Metode ini memanfaatkan rotor-stator berkecepatan tinggi
untuk menghasilkan gaya hidrodinamik yang kuat, sehingga
mampu mencampurkan fase minyak dan fase air secara
intensif. Proses pencampuran ini menghasilkan geseran
mekanik tinggi yang membantu pembentukan droplet, namun
kemampuan dispersi yang dihasilkan umumnya tidak sebaik

metode energi tinggi lainnya seperti homogenisasi tekanan
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tinggi atau ultrasonikasi. Selain itu, penggunaan alat ini dapat
menimbulkan peningkatan suhu akibat energi geser, yang
berpotensi mempengaruhi  kestabilan dan karakteristik
formulasi nanoemulsi (Ermawati et al., 2023)

d. Mikrofluidisasi
Secara prinsip, mikrofluidizer bekerja dengan mekanisme yang
serupa dengan homogenizer bertekanan tinggi, perbedaannya
terletak pada desain dan sistem aliran fluida di dalam alat.
Dalam prosesnya, cairan dialirkan melalui saluran sempit
dengan kecepatan tinggi, sehingga terjadi gaya intensi dan
fenomena kavitasi yang mampu memecah droplet menjadi
partikel berukuran nano. Kombinasi gaya tersebut
menghasilkan nanoemulsi dengan ukuran partikel yang sangat

halus serta kestabilan yang tinggi (Pavoni et al., 2020)

2.6 Bakteri Uji

Bakteri uji merupakan mikroorganisme yang digunakan sebagai model atau
indikator dalam pengujian aktivitas antimikroba suatu zat. Pemilihan bakteri
uji didasarkan pada karakteristik tertentu yang mewakili kelompok bakteri
patogen atau non patogen, sehingga dapat menunjukkan aktivitas dan
spektrum kerja suatu antimikroba. Penggunaan bakteri uji akan
memungkinkan peneliti menilai kemampuan suatu bahan dalam menghambat

atau membunuh bakteri (Hossain et al, 2024)

2.6.1 Bakteri Gram Positif
a. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif berbentuk
kokus yang biasanya tersusun berkelompok menyerupai buah anggur.
Bakteri ini bersifat tidak bergerak atau non motil, tidak membentuk

spora, serta termasuk dalam golongan fakultatif anaerob yang mampu
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berkembang dengan baik pada lingkungan dengan maupun tanpa
oksigen (Pinho et al., 2025). Secara biokimia, Staphylococcus aureus
bersifat katalase positif dan koagulase positif, yang membedakannya
dari spesies Staphylococcus lainnya. Selain sebagai flora normal pada
kulit dan mukosa hidung, bakteri ini dapat menjadi patogen
oportunistik penyebab banyak infeksi seperti infeksi kulit serta
penyakit berat seperti pneumonia, sepsis, dan endokarditis (Pinho et
al., 2025)

1. Taksonomi

Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus menurut (Gherardi, Di

Bonaventura and Savini, 2018) dijabarkan pada tabel 2.2

Tabel 2.2 Taksonomi Staphylococcus aureus

Kategori Keterangan
Domain Bacteria

Kingdom Eubacteria
Filum Firmicutes
Kelas Bacilli
Ordo Bacillales
Famili Staphylococcaceae
Genus Staphylococcus
Spesies Staphylococcus aureus

2. Morfologi

Staphylococcus aureus digambarkan sebagai bakteri gram positif
berbentuk kokus dengan diameter sekitar 0,7-1,2 pum yang tersusun
seperti kelompok buah anggur yang tidak teratur (Pingkan et al.,
2022)
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Gambar 2.8. Morfologi Staphylococcus aureus

(Gherardi, Di Bonaventura and Savini, 2018)

3. Patogenitas

Patogenitas Staphylococcus aureus berkaitan erat dengan berbagai
faktor virulensi yang berperan penting terhadap kemampuannya
dalam menyebabkan infeksi pada manusia maupun hewan.
Staphylococcus aureus menghasilkan berbagai komponen seperti
protein A yang dapat mengikat imunoglobin dan menghambat
proses fagositosis oleh sel imun, serta toksin seperti enterotoksin
dan toksin sindrom syok toksik (TSST-1) yang menjadi penyebab
keracunan makanan dan sindrom syok toksik. (Baron, 1996;
Umarudin, 2023)

b. Staphylococcus epidermidis

Bakteri Staphylococcus epidermidis tergolong dalam bakteri gram
positif flora normal pada manusia. Meskipun umumnya bersifat
komensional dan berperan menjaga homeostatis kulit, bakteri ini juga
dapat bersifat patogen oportunistik, terutama pada pada infeksi yang
berkaitan dengan implan dan pembentukan biofilm yang resisten
terhadap antibiotik (Severn and Horswill, 2023)
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1. Taksonomi
Klasifikasi bakteri Staphylococcus epidermidis menurut (Severn
and Horswill, 2023) diuraikan dalam Tabel 2.3.

Tabel 2.3 Taksonomi Staphylococcus epidermidis

Kategori Keterangan
Domain Bacteria
Kingdom Eubacteria
Filum Firmicutes
Kelas Bacilli
Ordo Bacillales
Famili Staphylococcaceae
Genus Staphylococcus
Spesies Staphylococcus epidermidis

2. Morfologi

Secara morfologi, bakteri ini berbentuk kokus yang tersusun oleh
kelompok yang menyerupai anggur. Bakteri ini mampu
menghasilkan berbagai protein adhesin yang berperan penting
dalam kolonisasi kulit. Selain itu, bakteri ini memiliki berbagai
protein permukaan yang membantu menempel pada sel kulit dan
matriks  ekstraseluler yang menunjukkan morfologi khas
Staphylococcus kemampuan tinggi unntuk berkolonisasi pada

jaringan dan benda asing (Severn and Horswill, 2023)
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Gambar 2.9. Morfologi Staphylococcus epidermidis

(Severn and Horswill, 2023)
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3. Patogenitas

Staphylococcus epidermidis memiliki patogenitas oportunistik
yang sangat bergantung pada kondisi ruang dan lingkungannya.
Meskipun umumnya sebagai bakteri komensal kulit, bakteri ini
dapat menjadi penyebab utama infeksi terkait implan medis melalui
pembentukan biofilm yang melindungi sel bakteri dari sistem imun
antibiotik. ~ Patogenitasnya  diperkuat  oleh  kemampuan
menghasilkan faktor virulensi seperti protease (EcpA) yang dapat
merusak protein kulit, serta fenol-soluble modulins yang bersifat

sitotoksik dan imunomodulator (Severn and Horswill, 2023)

2.6.2 Bakteri Gram Negatif
a. Escherichia coli

Escherichia coli adalah bakteri gram negatif berbentuk batang (basil),
bersifar motil, serta tidak menghasilkan spora. Bakteri ini tumpuh
optimal pada suhu 37°C dan sering digunakan sebagai indikator
kebersihan serta adanya kontaminasi pada produk makanan
(Musthari, Riadi and Situmeang, 2019)

1. Taksonomi

Klasifikasi bakteri Escherichia coli menurut (Yu, Banting and
Neumann, 2021) ditunjukkan pada Tabel 2.4

Tabel 2.4. Taksonomi Escherichia coli

Kategori Keterangan
Domain Bacteria
Kingdom Monera
Filum Proteobacteria
Kelas Gammaproteobacteria
Ordo Enterobacterales
Famili Enterobacteriaceae
Genus Escherichia

Spesies Escherichia coli
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2. Morfologi

Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang
dengan ukuran sekitar 1-3 um panjang 0,4-0,7 um lebar, dan
memiliki flagela peritrik. Koloni Escherichia coli dalam media
nutrient agar tampak bulat, halus, berwarna abu-abu keputihan.
Pewarnaannya menunjukkan warna merah muda, menandakan
dinding sel tipis yang tersusun atas lapisan peptidoglikan (Yu,

Banting and Neumann, 2021)

Gambar 2.10. Morfologi Escherichia coli

(Yu, Banting and Neumann, 2021)
3. Patogenitas

Escherichia coli merupakan bakteri patogen yang memiliki beberapa
jenis strain dengan mekanisme patogenesis yang berbeda-beda.
Enterotoksigenik Escherichia coli (ETEC) menghasilkan dua jenis
enterotoksin, yaitu toksin tahan panas (LT-I dan LT-ii) serta toksin
tahan panas (STa dan STb), yang berperan dalam peningkatan sekresi
ion dan air di usus sehingga menyebabkan diare cair. Enteropatogenik
Escherichia coli (EPEC) menyebabkan kerusakan mikrovili pada
epitel usus halus melalui proses attachment and effacement, yang
dimediasi oleh pili dan gen pada lokus penipisan enterosit, serta
melibatkan sistem sekresi tipe Il untuk memasukkan protein virulen

ke dalam sel inang (Umarudin, 2023)
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Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC) memiliki kemampuan untuk
membentuk biofilm kental di permukaan usus, yang melindungi
bakteri dari sistem imun dan antibiotik, serta menghasilkan toksin
yang memicu sekresi cairan berlebih. Sementara itu, Enterohemoragik
Escherichia coli (EHEC) menghasilkan racun shiga yang
menghambat sintesis protein pada sel endotel ginjal dan dapat
menyebabkan sindrom untuk hemolitik. Adapun Enteroinvasif
Escherichia coli (EIEC) memiliki kemampuan menyerang dan
merusak epitel kolon melalui mekanisme invasi intraseluler yang
menyebabkan inflamasi dan ulserasi sehingga menimbulkan gejala
disentri (Umarudin, 2023)

b. Pseudomonas aeuruginosa
Pseudomonas aeuruginosa termasuk salah satu flora normal pada
usus serta kulit manusia. Bakteri ini bersifat saprofit, namun dapat
juga menjadi penyebab penyakit serius pada individu dengan

pertahanan tubuh yang lemah (Umarudin, 2023)

1. Taksonomi

Klasifikasi bakteri Pseudomonas aeuruginosa ditunjukkan pada
Tabel 2.5.

Tabel 2.5. Taksonomi Pseudomonas aeruginosa

Kategori Keterangan
Domain Bacteria
Kingdom Monera
Filum Pseudomonadota
Kelas Gammaproteobacteria
Ordo Pseudomonadales
Famili Pseudomonaceae
Genus Pseudomonas
Spesies Pseudomonas earugionosa

Sumber: (Umarudin, 2023)
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2. Morfologi
Pseudomonas aerugionsa merupakan bakteri yang berbentuk batag
dengan ukuran sekitar 0,6 x 2 pum. Bakteri ini merupakan bakteri
gram negatif, dan umumnya tersusun secara tunggal, berpasangan,
atau kadang membentuk rantai pendek. Pertumbuhannya sangat
baik pada berbagai jenis media dengan suhu optimal antara 37-
42°C. Serta bersifat anaerob obligat (Umarudin, 2023)
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Gambar 2.1. Morfologi Pseudomonas aeruginosa

(Umarudin, 2023)
3. Patogenitas

Pseudomonas aeruginosa dapat bersifat patogen karena memiliki
banyak faktor yang mendukung kemampuannya dalam
menimbulkan penyakit. Kemampuannya menempel pada sel inang
dengan bantuan flagela dan pili tipe 1V, serta membentuk lapisan
pelindung berupa biofilm yang membuatnya sulit dibasmi. Bakteri
ini juga dapat menghasilkan berbagai racun enzim seperti
eksotoksin A, elastase, dan protease yang dapat merusak jaringan
tubuh. Bakteri ini menjadi penyebab infeksi berat, terutama pada
pasien dengan daya tahan tubuh lemah dan sering kali sulit diobati

karena sifatnya yang resisten terhadap banyak antibiotik.
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2.7 Metode Uji Bakteri
2.7.1 Metode Difusi
a. Metode Sumuran

Metode difusi sumuran termasuk salah satu teknik yang umum
digunakan dalam pengujian aktivitas antibakteri. Prinsip dari metode
ini yaitu dengan membuat sumuran atau lubang kecil pada media agar
padat yang telah diinokulasikan bakteri uji, kemudian sumuran
tersebut diisi dengan larutan atau ekstrak pada konsentrasi tertentu.
Selama inkubasi, senyawa aktif akan berdifusi ke dalam media dan
menghambat pertumbuhan bakteri di sekitarnya. Adanya zona bening
disekitar sumuran, yang disebut zona hambat, menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri dari senyawa yang di uji (Purnamaningsih dan
Supadmi., 2020).

Media yang sering digunakan adalah Muller Hinton Agar (MHA)
karena mampu mendukung pertumbuhan bakteri serta memberikan
hasil yang konsisten. Suspensi bakteri dengan kekeruhan standar
diinokulasikan secara merata, lalu dibuat sumuran berdiameter 6 mm.
Masing-masing sumuran diisi dengan dengan senyawa uji, biasanya
sekita 50 ul dengan variasi konsentrasi tertentu. Selanjutnya, cawan
agar diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah inkubasi
selesai, diameter zona hambat yang muncul diukur menggunakan alat

ukur jangka sorong (Purnamaningsih dan Supadmi., 2020).

b. Metode Cakram

Metode difusi cakram merupakan metode yang umum dipakai untuk
mengevaluasi aktivitas antibakteri dari suatu senyawa atau ekstrak.
Prinsip dasar metode ini adalah dengan menempatkan cakram kertas
steril yang telah direndam dalam larutan uji dengan konsentrasi
tertentu pada permukaan media agar padat yang sebelumnya telah
diinokulasikan suspensi bakteri uji. Suspensi bakteri biasanya
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disiapkan dengan menyesuaikan tingkat kekeruhan sesuai strandar
McFarland 0,5 agar konsentrasi bakteri seragam dan hasil pengujian
lebih terkontrol. Pada saat yang sama, cakram antibiotik komersial
digunakan sebagai kontrol positif untuk memastikan kepekaan
bakteri, sedangkan cakram kosong atau yang direndam pelarut
berfungsi sebagai kontrol negatif. Setelah cakram diletakkan secara
aseptis pada media agar, kemudian cawan diinkubasi dalam kondisi
terbalik pada suhu 37°C selama 24 jam. Selama masa inkubasi,
senyawa aktif dalam larutan uji berdifusi ke dalam media agar dan
berinteraksi dengan bakteri, aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan
terbentuknya zona hambat berupa area bening di sekitar cakram
tempat pertumbuhan bakteri terhambat (Muiz et al., 2021).

¢. Metode Silinder

Metode difusi silinder termasuk salah satu cara yang digunakan untuk
menilai aktivitas antibakteri dari suatu ekstrak terhadap bakteri uji.
Prosesnya diawali dengan menyiapkan suspensi bakteri yang
disetarakan dengan standar McFarland, kemudian dicampurkan ke
dalam media agar cair yang telah disterilkan dan media tersebut
dituangkan ke cawan petri dan dibiarkan memadat. Selanjutnya, pada
permukaan agar diletakkan silinder uji yang berfungsi sebagai wadah
untuk kontrol maupun sampel ekstrak dengan konsentrasi berbeda.
Kontrol negatif biasanya berupa aquadest steril, sedangkan kontrol
positif menggunakan antibiotik standar, lalu dibandingkan dengan

beberapa variasi konsentrasi ekstrak (Hartanti et al., 2023).

Setiap silinder kemudian diteteskan larutan sesuai perlakuan
menggunakan mikropipet dan seluruh prosedur dilakukan dalam
kondisi aseptis untuk mencegah kontaminasi. Setelah itu, cawan petri
diinkubasi pada suhu 37°C, umumnya selama 24 jam. Aktivitas
antibakteri diamati dari terbentunya zona hambat atau area bening di
sekitar silinder, yang menunjukkan penghambatan bakteri. Diameter
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zona hambat tersebut kemudian diukur menggunakan alat ukur seperti
jangka sorong untuk menilai efektivitas antibakteri dari ekstrak yang
diuji (Hartanti et al., 2023).

2.7.2 Metode Dilusi
a. Dilusi Cair (Broth Dilution Test)

Metode dilusi cair merupakan salah satu teknik yang umum
digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri dengan cara mengamati
pertumbuhan bakteri pada media cair yang mengandung berbagai
konsentrasi sampel uji. Prinsipnya adalah mencampurkan ekstrak atau
senyawa uji dengan media cair steril, kemudian diinokulasi dengan
suspensi  bakteri uji yang kekeruhannya telah distandarkan
menggunakan McFarland. Selain itu, disiapkan pula kontrol positif
dengan antibiotik standar serta kontrol negatif tanpa bakteri untuk

memastikan validitas hasil (Pakadang et al., 2021).

Setelah dilakukan inokulasi, media diinkubasi pada suhu 37°C selama
waktu tertentu. Hasil pengamatan digunakan untuk menentukan
konsentrasi hambat minimum (MIC), yakni konsentrasi terendah dari
sampel yang masih dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Untuk
mengetahui konsentrasi bunuh minimum (MBC), inkubasi biasanya
diperpanjang guna melihat apakah bakteri benar-benar mati atau

hanya terhambat pertumbuhannya (Padakang et al., 2021).

b. Dilusi Padat (Solid Dilution Test)

Metode ini merupakan teknik yang digunakan dalam menetukan
konsentrasi bunuh minimum (MBC). Pada metode ini memiliki
prinsip yang sama seperti dilusi cair, hanya saja media yang
digunakan merupakan media padat. Perlakuan dilakukan dengan
mikroba uji diinokulasikan ke dalam media agar yang telah dicampur

dengan agen antimikroba pada konsentrasi tertentu. Kelebihan dari
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metode ini adalah satu konsentrasi agen antimikroba dapat dipakai
sekaligus untuk menguji beberapa jenis mikroba (Fitriana et al.,
2019).

2.8 Kerangka Penelitian
2.8.1 Kerangka Teori

Penelitian ini berangkat dari bahan alam, yaitu daun jambu mete
(Anacardium occidentale L.) yang sejak lama dikenal mengandung
berbagai senyawa aktif dengan potensi biologis. Daun ini kemudian
diekstraksi dengan metode maserasi hingga diperoleh ekstrak kental
yang selanjutnya diuji secara fitokimia untuk mengetahui kandungan
metabolit sekundernya, yaitu adanya alkaloid, flavonoid, saponin, dan
tanin, kelompok senyawa vyang sering dilaporkan memiliki
kemampuan antibakteri. Temuan ini menjadi dasar untuk
mengembangkan ekstrak daun jambu mete ke bentuk sediaan yang

lebih efektif, yakni nanoemulsi.

Proses formulasi dilakukan dengan metode high-energy method yang
mampu menghasilkan droplet berukuran sangat kecil, sehingga
diharapkan dapat meningkatkan stabilitas fisik sediaan sekaligus
memperkuat efek antibakteri. Nanoemmulsi yang diperoleh kemudian
dilakukan evaluasi sediaan, yaitu uji organoleptis, pH, viskositas,
homogenitas, dan stabilitas guna memastikan mutu sediaan.
Karakterisasi juga dilakukan dengan alat khusus yaitu particle size
analyzer guna mengetahui ukuran droplet dan nilai zeta potensial,
karena parameter ini berkaitan dengan kestabilan sistem nanoemulsi.
Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi
sumuran menggunakan Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
sebagai bakteri uji. Zona hambat yang muncul di sekitar sumuran
kemudian diamati dan diukur diameternya untuk menunjukkan sejauh
mana nanoemulsi daun jambu mete dapat menghambat pertumbuhan
bakteri.
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Pemanfaatan bahan alam

Daun jambu mete (Anacardivm occidentale L.}

Maserasi

Ekstrak kental

Skrining fitokimia

l

Alkaloid, flavonoid, saponin,
tannin, terpenoid

High-energy method

Formulasi nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidemtale
L) pada konsentrasi optimal

Uji evaluasi sediaan Karakterisasi sediaan Uji aktivitas antibakteri

Visual/alat Particle Size ||

Difusi sumuran
Analyzer

Diameter zona hambat

Uji organoleptis, pH,
viskositas,
homogenitas, stabilitas

Uji ukuran droplet,
indeks polidispersitas
dan uji zeta potensial

pada bakteri
Siaphylococcus aureus
dan Escherichia coli

Gambar 2.11. Kerangka Teori

2.8.2 Kerangka Konsep

Sediaan nanoemulsi akan diformulasikan dalam formulasi optimal
sebagai variabel bebas. Variabel kontrol yaitu sediaan tanpa ekstrak
daun jambu mete sebagai kontrol negatif dan antibiotik ciprofloxacin
(10/mL) sebagai kontrol positif. Adapun variabel terikat yaitu evaluasi
sediaan nanoemulsi, karakterisasi sediaan nanoemulsi, dan diameter

zona hambat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
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Formulasi nanoemulsi ekstrak daun jambu mete
(Anacardium occidentale L.)

Variabel bebas | Variabel terikat I

Variabel kontrol
| 1 1

Evaluasi Karakterisasi Diameter K(-)
sediaan sediaan zona hambat

Sediaan Nanoemulsi

Gambar 2.12. Kerangka Konsep

2.9 Hipotesis
2.9.1 Hipotesis Null (H0)

1. Hasil uji fisikokimia dan karakterisasi ukuran partikel dan zeta
potensial dari nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete
(Anacardium occidentale L.) tidak memenuhi syarat evaluasi sediaan
nanoemulsi

2. Tidak terdapat perbedaan zona hambat pemberian nanoemulsi
ekstrak etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.)

terhadap bakteri Staphylococcus aureus.dan Escherichia coli

2.9.2 Hipotesis Alternatif (H1)

1. Hasil uji fisikokimia dan karakterisasi ukuran partikel dan zeta
potensial dari nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete
(Anacardium occidentale L.) memenuhi syarat evaluasi sediaan
nanoemulsi

2. Terdapat perbedaan zona hambat pemberian nanoemulsi ekstrak
etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) terhadap

bakteri Staphylococcus aureus.dan Escherichia coli



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian  ini  termasuk dalam  penelitian  eksperimental yang
memformulasikan ekstrak daun jambu mete (Anacardium occidentale L.)
sebagai sediaan nanoemulsi dengan potensi sebagai antibakteri. Uji aktivitas
antibakteri dilakukan dengan metode difusi sumuran untuk mengetahui efek
nanoemulsi ekstrak (Anacardium occidentale L.) terhadap pertumbuhan

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di:

1. Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Lampung untuk melakukan uji determinasi daun
jambu mete (Anacardium occidentale L.) .

2. Laboratorium Kimia Analisis Farmasi Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung untuk melakukan pembuatan ekstrak etanol
96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.).

3. Laboratorium Farmasetika Dasar Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung untuk melakukan pembuatan sediaan nanoemulsi.

4. Characterization Laboratoty Fakultas Teknik Universitas No. untuk
melakukan karakterisasi sediaan nanoemulsi ekstrak etanol 96%
daun jambu mete (Anacardium occidentale L.).



34

5. Laboratorium Mikrobiologi dan Parasitologi Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung untuk melakukan uji antibakteri sediaan
nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete (Anacardium

occidentale L.) terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian uji potensi antibakteri nanoemulsi berbasis ekstrak etanol 96%
daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli ini akan dilakukan pada bulan Oktober 2025
—Januari 2026.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat Penelitian

Partcle Size Analyzer, Rotary evaporator (Buchi®), oven (Mammert®),
incubator (Faithful®), waterbath, magnetic stirrer, Viskometer
Brookfield (Ametek®), Ph meter, bejana maserasi, timbangan analitik
(Shimadzu®), Erlenmeyer (Pyrex®), gelas beaker, rak tabung reaksi
(Pyrex®), jangka sorong, mikropipet (Iwaki®), cawan petri (Normax®),
cawan porselen (Pyrex®), corong kaca, batang pengaduk, pipet tetes

(Pyrex®), gunting, pinset, sudip, jarum ose.

3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu ekstrak daun jambu
mete, tween 80, polietilene glikol 400, aquadest, etanol 96%, virgin
coconut oil, larutan standar McFarland 0,5, reagen mayer, reagen
dragendorff, reagen wagner, serbuk mg, HCI pekat, asam asetat anhidra,
asamm sulfat pekat, masker kertas saring, aluminium foil, MHA
(Mueller Hinton Agar), bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia

coli.
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3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah formulasi nanoemulsi ekstrak

etanol 96% daun jambu mete (Anacardium occidentale L.).

3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah hasil uji evaluasi pada sediaan
nanoemulsi, hasil karakterisasi sediaan nanoemulsi, dan ukuran diameter
zona hambat (mm) terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia

coli.

3.4.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol pada penelitian ini adalah sediaan nanoemulsi tanpa
ekstrak daun jambu mete (Anacardium occidentale L.) sebagai kontrol

negatif dan antibiotik ciprofloxacin (10pu/ml) sebagai kontrol positif.

3.5 Definisi Operasional

Definisi operasional merupakan suatu pernyataan mengenai prosedur atau
tindakan yang diperlukan untuk mengukur atau mengidentifikasi terjadinya

suatu variabel dalam konteks tertentu (Harvey et al., 2024).

Tabel 3.1. Definisi Operasional

Variabel Definisi Alat ukur Hasil ukur Skala
ukur
Variabel bebas Formulasi Timbangan Formulasi Rasio
nanoemulsi nanoemulsi

ekstrak etanol 96%
daun jambu mete
(Anacardium
occidentale L.)

Variabel terikat

Diameter zona Zona hambat Jangka sorong Zona hambat Rasio
hambat adalah area bening dalam  satuan
pertumbuhan (tidak ada mm

bakteri pertumbuhan

Staphylococcus mikroba) yang
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aureus

terbentuk di
sekitar antibakteri
di agar setelah
periode inkubasi,
dimana senyawa
antibakteri  telah
berdifusi ke dalam
medium agar
dengan konsentrasi
yang cukup untuk
menghambat
pertumbuhan
mikroba (Shen et
al., 2024)

Variabel terikat

Uji evaluasi Evaluasi sediaan Syarat mutu  Uji Katego
sediaan nanoemulsi masing-masing organoleptis, rik
nanoemulsi uji evaluasi uji ~ Ph, uji numeri
homogenitas, k
uji  viskositas,
uji stabilitas
Variabel terikat
Karakterisasi Karakterisasi Particel size  Uji ukuran Rasio
nanoemulsi nanoemulsi analyzer droplet dan zeta
potensial
Variabel kontrol
Formula kontrol Formulasi Jangka sorong Zona hambat Rasio
negatif (-) tanpa nanoemulsi tanpa dalam  satuan
ekstrak ekstrak mm
Variabel kontrol
Formulasi kontrol Antibiotik Jangka sorong Zona hambat Rasio
positif (+) ciprofloxacin dalam  satuan
(10/ml) mm

3.6 Sampel Penelitian

Sampel dalam penelitian ini adalah sediaan nanoemulsi ekstrak etanol 96%

daun jambu mete. Adapun kontrol negatif (-) yaitu nanoemulsi tanpa ekstak

dan kontrol antibiotik ciprofloxacin (10u/ml ). Pada penelitian ini, setiap

formulasi nanoemulsi termasuk kontrol positif dan kontrol negatif, dilakukan

tiga kali pengujian ulang dengan total kelompok perlakuan sebanyak tiga

kelompok pada dua bakteri, sehingga total pengulangan mencapai 18 Kali.

Pengulangan tiga Kkali

menyatakan bahwa pengujian antibakteri

ini mengacu pada penelitian sebelumnya yang

dilakukan dengan tiga Kkali
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pengulangan untuk setiap perlakuan sebagai standar minimal replikasi guna

menjamin konsistensi serta keabsahan data (Manso et al., 2023)

3.6.1 Kelompok Perlakuan dalam Uji Aktivitas Antibakteri

Pada penelitian ini, kelompok perlakuan uji aktivitas antibakteri adalah

sebanyak tiga kelompok. Kelompok uji dapat dilihat pada Tabel 3.2

Tabel 3.2. Kelompok Perlakuan dalam Uji Antibakteri

No. Kelompok Perlakuan

1. K(-) Kelompok Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
diuji dengan nanoemulsi tanpa ekstrak daun jambu mete

2. F Kelompok Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
yang diuji dengan nanoemulsi ekstrak daun jambu mete
pada konsentrasi optimal hasil penelitian terkait.

3. K(+) Kelompok Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
yang diuji dengan antibiotik ciprofloxacin (10u/ml)

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan untuk memastikan identitas spesies yang
digunakan dalam penelitian, sehingga kesesuaian bahan dengan tujuan
penelitian dapat terjamin. Identifikasi dilakukan berdasarkan ciri
morfologi makroskopik seperti bentuk daun dan susunan daun, tepi daun,
warna, serta karakteristik batang dan tangkai, kemudian dibandingkan
dengan kunci determinasi maupun spesimen herbarium sebagai
pembanding. Selain pengamatan makroskopik, penentuan spesies juga
dapat diperkuat dengan karakteristik tambahan seperti bau khas, tekstur
simplisia, atau uji mikroskopik sederhana bila diperlukan. Pendekatan ini
sesuai dengan metode identifikasi botani yang diterapkan pada penelitian
tanaman obat (Ramadani et al., 2017) Proses determinasi tanaman pada
penelitian ini akan dilakukan oleh Laboratorium Biologi Fakultas

Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.



38

3.7.2 Preparasi Sampel
3.7.2.1 Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Jambu Mete

Pembuatan serbuk simplisa dimulai dengan tahap pencucian dan
sortasi basah untuk memisahkan kotoran serta bagian yang rusak.
Selanjutnya, daun dipotong dengan ukuran sekitar 2 cm sebelum
masuk tahap pengeringan (Dharma et al., 2020). Pengeringan
dilakukan dengan cara diangin-anginkan di bawah sinar matahari.
Penelitian sebelumnya oleh (Wahdaningsih et al., 2023)
menunjukkan bahwa metode pengeringan dengan matahari
menghasilkan tingkat flavonoid total dan fenol total yang lebih
tinggi dibandingkan dengan pengeringan oven. Setelah kering,
daun digiling menggunakan blender hingga halus, lalu diayak

untuk memperoleh serbuk yang seragam.

3.7.2.2 Pembuatan Ekstrak Daun Jambu Mete

Pembuatan ekstrak daun jambu mete menggunakan pelarut etanol
96%. Pemilihan etanol 96% sebagai pelarut didasarkan pada
kemampuannya dalam mengekstrak senyawa polar dan semi-
polar, sehingga lebih optimal dibanding etanol absolut yang
cenderung hanya melarutkan senyawa nonpolar (Junior et al.,
2025). Metode ekstrasi yang dipilih pada penelitian ini adalah
maserasi. Metode ini memiliki kelebihan berupa peralatan dan
prosedur yang sederhana, tingkat ekstraksi tinggi, serta
fleksibilitas dalam pemilihan pelarut sesuai dengan komponen

yang ingin dipilih (Garcia-Vaquero et al., 2018)

Pembuatan ekstrak diawali dengan penimbangan satu bagian
serbuk kering simplisia, dalam penelitian ini sebanyak 1.000 mg
ke dalam maserator, kemudian tambahkan 10 bagian pelarut,
dalam penelitian ini yaitu sebanyak 10 L (Kementerian

Kesehatan RI, 2017). Kemudian, sampel direndam selama 3x24
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jam dengan diaduk sesekali. Setelah 3x24 jam, sampel kembali
dimaserasi selama 3x24 jam. Kemudian, filtrat etanol 96%
disaring untuk memperoleh ekstrak murni. Selanjutnya, proses
penguapan dilakukan menggunakan rotary evaporator pada suhu
40°C guna menghilangkan pelarut sekaligus memekatkan ekstrak
(Pedro et al., 2025). Ekstrak kemudian dikeringkan lebih lanjut
menggunakan waterbath pada suhu 40°C hingga diperoleh
ekstrak kental (Nurwaini, Hakiki and Kusumowati, 2024).
Kemudian, dilakukan perhitungan rendemen dengan syarat
rendemen pada ekstrak kental daun jambu mete yaitu tidak
kurang dari 7,8% (Kementerian Kesehatan RI, 2017). Rumus
perhitungan rendemen sebagai berikut (Alviola Bani et al., 2023).

Berat ekstrak yang diperoleh
Rendemen = - — X100%
Berat simplisia

3.7.3 Skrining Fitokimia
3.7.3.1 Uji Alkaloid

Sebanyak 0,5 g ekstrak kental dilarutkan dalam aquadest dan
ditambahkan 1 ml asam klorida 2N, kemudian dipanaskan di atas
penangas air selama 2 menit. Kemudian ditambahkan 2 tetes
pereaksi Dragendroff, Mayer, dan Wagner. Adanya alkaloid
ditunjukkan dengan terbentunya endapan berwarna jingga pada
pereaksi Dragendroff, endapan putih pada pereaksi Mayer, dan

warna jingga pada pereaksi Wagner (Purwanti et al., 2025).

3.7.3.2 Uji Flavonoid

Sebanyak 0,5 g ekstrak kental dilarutkan oleh 10 ml aquadest dan
ditambahkan serbuk mg 0,5 g. Kemudian ditambahkan 5 tetes
HCI pekat. Terbentuknya warna kuning jingga hingga merah
menunjukkan hasil positif adanya kandungan flavonoid
(Purwanti et al., 2025)
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3.7.3.3 Uji Saponin

Sebanyak 0,5 g ekstrak kental dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, kemudian ditambahkan 10 ml air panas. Setelah
didinginkan, larutan dikocok kuat selama 10 detik. Apabila
terbentuk busa stabil dengan tinggi 1-10 cm yang bertahan lebih
dari 10 menit, maka sampel dinyatakan positif mengandung

saponin (Purwanti et al., 2025)

3.7.3.4 Uji Tanin

Sebanyak 0,5 g ekstrak kental dicampurkan dengan 10 ml larutan
FeCl;. Terbentuknya warna hijau hingga biru pekat menunjukkan

hasil positif adanya kandungan tanin (Purwanti et al., 2025)

3.7.3.4 Uji Terpenoid

Sebanyak 1 ml sampel ekstrak dimasukkan pada tabung reaksi
dan ditambahkan 2 tetes asam asetat anhidra serta 1 tetes asam
sulfat pekat. Sampel dinyatakan mengandung terpenoid apabila

terjadi perubahan warna menjadi jingga (Purwanti et al., 2025)

3.7.4 Formulasi Nanoemulsi
3.7.4.1 Formula Sediaan Nanoemulsi

Formulasi nanoemulsi ekstrak daun jambu mete (Anacardium
occidentale L.) pada Tabel 3.3.

Tabel 3.3 Formulasi Sediaan Nanoemulsi

Nama Zat Fungsi Jumlah (%)
Ekstrak daun jambu mete Zat aktif 5%
Tween 80 Surfaktan 60%
Polietilene Glikol 400 Ko-surfaktan 10%

Virgin coconut oil Fase minyak 25%
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3.7.4.2 Metode Pembuatan Nanoemusi

Pembuatan nanoemulsi dilakukan dengan menggunakan High
energy methode. Langkah kerja dilakukan sebgai berikut (Fitriah
et al., 2023):

1. Pembuatan nanoemulsi ekstrak daun jambu mete diawali
dengan persiapan bahan ekstrak daun jambu mete dan
komponen lainnya yaitu virgin coconut oil (VCO) dan
campuran surfaktan dan kosurfaktan, yaitu tween 80 dan PEG
sesuai dengan komposisi hasil optimasi.

2. Dibuat campuran tween 80 dan PEG 400 lalu ditambahkan
fase minyak, yaitu virgin coconut oil (VCO).

3. Ekstrak daun jambu mete ditambahkan pada campuran
kemudian dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer
dengan kecepatan 1400 rpm selamat 5 menit. Kemudian

dilakukan ultrasonikasi selama 40 menit

3.7.5 Evaluasi Sediaan Nanoemulsi
3.7.5.1 Uji Organoleptik

Uji organoleptik dilakukan dengan memanfaatkan kemampuan
indra manusia untuk menilai sifat fisik sediaan. Evaluasi
organoleptik pada nanoemulsi meliputi pengamatan terhadap
warna, bau, kejernihan, serta adanya pemisahan fase.
Pemeriksaan ini bertujuan sebagai bentuk pengawasan mutu
sediaan (Widyastuti and Saryanti, 2023)

3.7.5.2 Uji Ph

Pengukuran Ph dilakukan dengan meggunakan Ph meter.
Elektroda pada Ph meter dikalibrasi dengan menggunakan larutan
Ph netral, dan larutan Ph asam. Selanjutnya, elektroda dicuci
dengan aquadest atau air bebas mineral, keringkan menggunakan
tisu. Elektroda yang telah dikalibrasi dicelupkan ke dalam sampel
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sediaan nanoemulsi hingga menunjukkan pembacaan yang stabil.
Persyaratan Ph sediaan oral yaitu 4-7 (Widyastuti and Saryanti,
2023).

3.7.5.3 Uji Viskositas

Pengujian viskositas pada sediaan nanoemulsi dilakukan dengan
menggunakan alat Viskometer Brookfield No. 3 dengan
kecepatan putaran 30 rpm. Pengujian ini bertujuan untuk
mengetahui kekentalan sediaan nanoemulsi. Adapun rentang
viskositas pada sediaan nanoemulsi yang baik adalah 10-2000
Cps (Widyastuti and Saryanti, 2023)

3.7.5.5 Uji Stabilitas

Uji stabilitas dilakukan dengan menempatkan formula
nanoemulsi dalam botol kaca berkapasitas 100 ml. Pengujian
dilakukan melalui enam siklus penyimpanan, yaitu menyimpan
sediaan pada suhu dingin 4°C di lemari es, kemudian
dipindahkan ke suhu ruang selama 48 jam. Setelah setiap siklus,
sediaan diamati untuk menilai adanya perubahan berupa Ph dan
viskositas (Widyastuti and Saryanti, 2023)

3.7.6 Karakterisasi Sediaan Nanoemulsi
3.7.6.1 Uji Ukuran Droplet

Pengujian ukuran droplet sediaan nanoemulsi dilakukan dengan
menggunakan alat Particle Size Analyzer (PSA). Formulasi
nanoemulsi dimasukkan ke dalam kuvet, kemudian dibaca
ukuran partikelnya. Ukuran partikel yang memenuhi rentang
nanopartikel yaitu pada 20-200 nm (Hernawan Nugroho and
Permata Sari, 2018).
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3.7.6.2 Uji Indeks Polidispersitas

Pengujian indeks polidispersitas (PDI) nanoemulsi dilakukan
dengan prinsip Dynamic Light Scattering (DLS) menggunakan
alat Particle Size Analyzer. Nilai PDI dianalisis sebagai indikator
homogenitas ukuran droplet, di mana nilai PDI < 0,3 merupakan
distribusi ukuran yang cukup sempit dan seragam serta
mencerminkan stabilitas fisik nanoemulsi yang baik (Akhter
et al., 2024).

3.7.6.2 Uji Zeta Potensial

Analisis zeta potensial dilakukan dengan menggunakan Particle
Size Analyzer. Sampel nanoemulsi diambil secukupnya,
dimasukkan dalam kuvet, kemudian ditempatkan pada holder.
Selanjutnya, dipilih menu pengukuran zeta potensial (dalam
satuan Mv) untuk memperoleh nilai kestabilan koloid dari
sediaan. Syarat zeta potensial yang baik untuk sediaan
nanoemulsi adalah £ 30 Mv (Widyastuti and Saryanti, 2023)

3.7.7 Uji Aktivitas Antibakteri Sediaan Nanoemulsi
3.7.7.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat bertujuan untuk mencegah kontaminasi oleh
mikroorganisme. Alat yang akan digunakan dibungkus dengan
aluminium foil, kemudian dipanaskan dalam autoklaf pada suhu
121°C selama 15. Peralatan gelas, yaitu pinset disterilisasi
dengan api menggunakan bunsen (Jildeh et al., 2021).

3.7.7.2 Pembuatan Larutan McFarland

Larutan McFarland 0,5 dibuat dengan mencampurkan larutan
Barium Klorida (BaClz) dan Asam Sulfat (H2SOs) pada

konsentrasi 1.5 x 10: CFU/ml sehingga menghasilkan endapan
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Barium Sulfat yang menyebabkan kekeruhan sesuai standar
(Mahesh et al., 2025).

3.7.7.3 Pembuatan Media MHA (Mueller Hinton Agar)

Media Mueller Hinton Agar disiapkan dengan menimbang 38 g
serbuk MHA dan melarutkannya dalam 1000 ml air
terdeionisasi/aquadest pada gelas beaker. Larutan dipanaskan
dengan pengadukan (hot plate atau magnetic stirrer) hingga
mendidih dan tampak bening untuk memastikan semua
komponen terlarut sempurna. Setelah itu, larutan didinginkan
sedikit dan disterilisasi dengan autoklaf pada 121°C selama 15
menit. Setelah sterilisasi, media dibiarkan mendingin hingga +45-
50°C lalu dituangkan ke dalam cawan petri steril dengan volume
penuangan seragam (+15-25 ml per cawan). Piring yang sudah

padat kemudian disimpan pada suhu 2-8°C (Ayu Ratmini, 2022).

3.7.7.4 Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli dilakukan dengan mengambil 1 ose bakteri daan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan
NaCl fisiologis 0,9%. Kemudian tabung reaksi dikocok hingga
campuran homogen dan memiliki kekeruhan suspensi sesuai

dengan standar McFarland (Tyasningsih et al., 2022).

3.7.7.5 Peremajaan Mikroba

Proses peremajaan bakteri dilakukan dengan mengambil 1 ose
bakteri dan goreskan pada media agar, kemudian diinkubasi
dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam (Tuttle et al.,
2021).
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3.7.7.6 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri diawali dengan pembuatan
sumuran menggunakan alat pelubang atau pipet. Kemudian,
sampel ekstrak ditambahkan ke dalam sumuran. Selanjutnya,
cawan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, dan aktivitas
antibakteri diamati dari terbentuknya zona hambat di sekitar

sumuran (Bubonja-Sonje et al., 2020).

3.7.7.7 Perhitungan Zona Hambat Bakteri

Zona hambat bakteri diamati pada medium setelah proses
inkubasi selama 24 jam. Daerah bening yang terbentuk
mengelilingi sumuran menunjukkan adanya sensitivitas bakteri
terhadap senyawa antimikroba yang diuji. Luas zona hambat ini
ditentukan dengan mengukur diameter jernih secara horizontal
dan vertikal dengan menggunakan jangka sorong, kemudian hasil
pengukuran dinyatakan dalam satuan milimeter (Tansil et al.,
2016).

Gambar 3.1. Diameter Zona Hambat

Diameter zona hambat dihitung menggunakan rumus:

DH + DV
PH* DY) _ ps

2
Keterangan:
=ittt - Zona hambat
DV : Diameter vertikal
DH : Diameter horizontal
DS : Diameter sumuran

(Tansil et al., 2016)
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Setelah perhitungan zona hambat, selanjutnya dilakukan
kategorisasi terhadap zona hambat. Tabel 3.4. merupakan
kategorisasi zona hambat bakteri.

Tabel 3.4 Kategorisasi Zona Hambat Bakteri

Kategori Diameter zona hambat
Lemah <5mm
Sedang 5-10 mm

Kuat 10-20 mm
Sangat kuat >20 mm

Sumber (Sarah et al., 2024)



3.8 Alur Penelitian
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3.9 Pengolahan dan Analisis Data

Analisis deskriptif dilakukan untuk menggambarkan hasil evaluasi sediaan
nanoemulsi dari seluruh variasi konsentrasi yang diuji, termasuk kontrol
positif dan kontrol negatif. Hasil pengujian disajikan dalam bentuk tabel yang
mencakup parameter uji organoleptik, Ph, kadar air, bobot jenis, viskositas,
dan stabilitas. Setiap pengujian dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan
guna memperoleh data yang lebih akurat, dan data yang ditampilkan

dilengkapi dengan keterangan agar lebih mudah dipahami.

Untuk analisis perbedaan rata-rata, data yang digunakan berupa hasil
pengukuran zona hambat pertumbuhan bakteri pada formulasi, termasuk
kelompok kontrol. Analisis kuantitatif ini dilakukan dengan menggunakan
perangkat lunak statistik IBM SPSS. Tahap pertama adalah uji normalitas
dengan metode Shapiro-Wilk untuk menentukan distribusi data. Data
dinyatakan berdistribusi normal apabila memperoleh nilai P>0,05. Jika data
berdistribusi normal, maka perbedaan rata-rata dianalisis menggunakan uji
Two-Way ANOVA, sedangkan bila data tidak berdistribusi normal digunakan

uji non-parametik Kruskal-Wallis.

3.10 Etik Penelitian

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari Komisis Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung selaku institusi tempat penelitian dengan
No0.81/UN26.18/PP.05.02.00/2026. Surat persetujuan etik dapat dilihat pada

Lampiran 1.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Hasil uji fisikokimia pada sediaan nanoemulsi berupa uji organoleptik, uji
pH, uji viskositas, dan uji stabiitas memenuhi standar parameter sediaan
nanoemulsi yang baik. Hasil uji karakterisasi sediaan nanoemulsi yaitu uji
ukuran partikel, uji indeks polidispersitas, dan uji zeta potensial
memenuhi standar parameter sediaan nanoemulsi yang baik, yaitu secara
berurut sebesar 67.0 £ 7.2; 0.191 + 0.078; -32.56 £ 0.72.

2. Nanoemulsi ekstrak etanol 96% daun jambu mete (Anacardum
occidentale L.) menunjukkan aktivitas antibakteri sedang terhadap bakteri
gram positif Staphylococcus aureus dan aktivitas antibakteri lemah

terhadap bakteri gram negatif Escherichia coli.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka beberapa saran yang

dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan uji stabilitas sediaan dalam jangka waktu yang lebih lama
untuk mengetahui kestabilan fisik nanoemulsi selama penyimpanan.

2. Disarankan dilakukan pengujian aktivitas antibakteri dengan metode lain,
seperti metode dilusi, untuk memperoleh data yang lebih lengkap

mengenai potensi daya hambat nanoemulsi.
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