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Nanoenkapsulasi 2-Sitronelil Benzimidazol dengan Penyalut
Kasein Misel dan Uji Aktivitasnya sebagai Antibakteri

ABSTRAK

Derivatif benzimidazol seperti 2-sitronelil benzimidazol
diketahui memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram positif
Staphylococcus aureus dan gram negatif Escherichia coli.
Nanoenkapsulasi didefinisikan sebagai proses dimana molekul
bioaktif dikelilingi oleh lapisan, atau tertanam dalam matriks
homogen maupun heterogen yang memiliki keunggulan dapat
melindungi dari faktor luar seperti pH, oksigen dan cahaya.
Nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol dibuat dengan menggunakan
penyalut kasein misel. Karakterisasi nanokapsul menggunakan
Particle Size Analyzer (PSA) dan spektrofotometer Forier Transform
Infrared (FT-IR) dan Scanning Electron Microscopy (SEM),
sedangkan penentuan profil pelepasan dan penentuan jumlah bahan
aktif yang terenkapsulasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol memiliki ukuran rata-rata
partikel 1017 nm. Adanya serapan gugus imina pada bilangan
gelombang 1651,72 cm-1 spektra FT-IR menunjukkan bahan aktif
sudah tersalut. Morfologi permukaan  nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol berbentuk trapesium dengan permukaan kasar dan
tidak rata. Efisiensi enkapsulasi paling besar yaitu 79,97%.
Penentuan profil pelepasan 2-sitronelil benzimidazol pada waktu
pengadukan 15 hingga 45 menit terjadi peningkatan konsentrasi yang
konstan, dan terjadi peningkatan yang signifikan pada waktu
pengadukan 60 menit. Senyawa 2-sitronelil benzimidazol yang
dilakukan enkapsulasi memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri S. aureus dan E. coli dengan diameter zona hambat masing-
masing 10 mm, dan 8,3 mm.

Kata kunci : nanoenkapsulasi, 2-sitronelil benzimidazol, kasein
misel, antibakteri
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Nanoencapsulation of 2-Citronellyl Benzimidazole with Casein
Micelle as a Wall Material and Activity Test as Antibacterial

ABSTRACT

Benzimidazole derivative such as 2-citronellyl
benzimidazole known to have antibacterial activity against gram-
positive bacteria of Staphylococcus aureus and gram negative of
Escherichia coli. Nanoencapsulation is defined as a process in which
bioactive compounds are surrounded by a coating,or embedded in a
homogeneous or heterogeneous matrix which has the advantage of
protecting from external factors such as pH, oxygen and light. 2-
Citronellyl benzimidazole nanocapsule was prepared by using a
casein micelle coating. Characterization of nanocapsule using
Particle Size Analyzer (PSA) and Fourier Transform Infrared (FT-
IR) spectrophotometer and Scanning Electron Microscopy (SEM),
while the determination of  the release profile and determination of
the amount of encapsulated active compound by using UV-Vis
spectrophotometer. The 2-citronellyl benzimidazole nanocapsule has
an average particle size of 1017 nm. The presence of imine group has
wave number at 1651.72 cm-1 FT-IR spectra this band indicates the
active compound has been coated. Surface morphology of 2-
citronellyl benzimidazole nanocapsule is trapezoid with rough and
uneven surface. The greatest encapsulation efficiency is 79.97%.
Determination of 2-citronellyl benzimidazole release profile at
stirring time of 15 to 45 minutes increased constant concentration,
and there was a significant increase at 60 minutes stirring time.
Moreover, 2-Citronellyl benzimidazole encapsulated has
antibacterial activity against S. aureus, and E. coli with inhibitory
zone diameters of 10 mm and 8.3 mm respectively.

Keywords : nanoencapsulation, 2-citronellyl benzimidazole, casein
micelle, antibacterial
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Pengembangan obat- obatan dalam kimia medis selalu menjadi

perhatian bagi peneliti dalam mengatasi masalah berbagai jenis
penyakit yang semakin banyak jumlah penderitanya. Sehingga
menjadi tantangan besar untuk memenuhi kebutuhan masyarakat
akan obat – obatan seperti obat antibakteri, antijamur, anti-inflamasi
dan lain-lain. Pemakaian obat antibakteri telah banyak digunakan
dalam menanggulangi berbagai penyakit infeksi.Salah satu senyawa
yang dapat dijadikan obat antibakteri adalah turunan benzimidazol.
Turunan benzimidazol yang dilaporkan memiliki sifat antibakteri
adalah 2-sitronelil benzimidazol, sehingga dapat digunakan sebagai
obat antibakteri [1]. Senyawa 2-sitronelil benzimidazol diketahui
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram positif
Staphylococcus aureus dan gram negatif Enteropathogenic
escherichia coli (EPEC), Salmonella thypi [2, 3].

Daya tahan bakteri terhadap agen antibakteri menjadi
tantangan besar dalam perkembangan farmakologi. Mikroorganisme
telah berkembang selama bertahun-tahun dan mengembangkan
ketahanannya terhadap agen antibakteri yang ada. Oleh karena itu,
diperlukan teknologi alternatif dan inovasi obat baru untuk
menemukan solusi jangka panjang dalam masalah ini. Salah satu
teknologi semacam itu adalah nanoenkapsulasi senyawa bioaktif
dengan aktivitas antibakeri. Nanoenkapsulasi merupakan salah satu
bagian dari nanoteknologi yang telah berkembang dibeberapa
industri termasuk obat-obatan dengan dampak yang sangat baik [4].

Enkapsulasi didefinisikan sebagai proses dimana molekul
bioaktif dikelilingi oleh lapisan, atau tertanam dalam matriks
homogen maupun heterogen untuk memberi kapsul kecil dengan
banyak khasiat [5]. Dalam pembuatan nanokapsul melibatkan
penyalutan yang berukuran nano untuk mengemas suatu molekul
bioaktif agar terlindungi dari faktor luar seperti pH, oksigen, cahaya
dan lain-lain [6]. Selain itu, juga dapat menstabilkan molekul
volatil,dapat meningkatkan mekanisme penyerapan seluler [7], dapat
meningkatkan aktivitas biologinya karena adanya peningkatan rasio
permukaan terhadap volume dengan mengurangi ukuran partikel

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2

menjadi nano [8]. Sistem nanokapsul memiliki kemampuan untuk
melepaskan obat dan membawa zat aktif yang menyertakan efisiensi
enkapsulasi obat yang tinggi karena kelarutan obat yang optimal
dalam inti [9].

Pada  literatur, ada beberapa penyalut yang digunakan dalam
pembuatan nanokapsul, seperti kitosan nanopartikel, PCL
nanopartikel, alginat, campuran gelatin dengan gum arab dan natrium
kaseinat [10]. Namun kasein misel lebih disukai sebagai penyalut
karena memiliki ukuran yang kecil pada kisaran 40-300 nm dengan
ukuran rata-rata 150 nm. Selain itu, adanya kasein misel yang terdiri
dari dari αs1-kasein, αs2 kasein, β-kasein bersifat hidrofobik dan κ-
kasein bersifat hidrofilik sehingga pada lapisan permukaan dapat
berdifusi untuk menstabilkan misel melalui elektrostatik
intermolekuler dan tolakan sterik [11]. Disamping itu,  mampu untuk
menggabungkan diri menjadi nanopartikel [12] dan kaseinat
dilaporkan sebagai pembawa senyawa antimikroba yang ramah
lingkungan [13].

Penelitian yang dilakukan oleh Herkulano, dkk [14] dengan
variasi jumlah atau konsentrasi bahan penyalut dihasilkan perbedaan
nilai efisiensi enkapsulasi. Dengan demikian, menarik untuk
mempelajari pengaruh dari variasi jumlah kasein terhadap efisiensi
dari nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol.

1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan

masalah yang dapat diambil adalah :
1. Berapakah efisiensi dari pembuatan nanokapsul 2-sitronelil

benzimidazol menggunakan penyalut kasein misel?
2. Bagaimana karakteristik nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol

dengan penyalut kasein misel ?
3. Bagaimana profil pelepasan senyawa 2-sitronelil benzimidazol

dari penyalut kasein misel?
4. Bagaimana aktivitas antibakteri dari 2-sitronelil benzimidazol

yang dilakukan nanoenkapsulasi dengan penyalut kasein misel?
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1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan rumusan masalah diatas, batasan masalah yang dapat

diambil adalah :
1. Senyawa bioaktif 2-sitronelil benzimidazol berasal dari Institut

Atsiri Universitas Brawijaya Malang
2. Variasi jumlah kasein yang digunakan adalah 3, 4, dan 5 gram
3. Variasi waktu untuk profil pelepasan senyawa 2-sitronelil

benzimidazol adalah 15, 30, 45, dan 60 menit
4. Pembuatan nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol menggunakan

homogenizer dengan tipe IKA T25 Basic
5. Bakteri yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri adalah

bakteri gram positif S. aureus dan bakteri gram negatif E. coli

1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Menentukan efisiensi dari pembuatan nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol menggunakan penyalut kasein misel

2. Menentukan karakteristik nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
dengan penyalut kasein misel

3. Menentukan profil pelepasan senyawa 2-sitronelil benzimidazol
dari penyalut kasein misel

4. Menentukan aktivitas antibakteri dari 2-sitronelil benzimidazol
yang dilakukan nanoenkapsulasi dengan penyalut kasein misel

1.5 Manfaat Penelitian
Dari penelitian ini, diharapkan dapat memberikan manfaat

yaitu dalam melindungi senyawa 2-sitronelil benzimidazol serta
dalam meningkatkan resistensinya terhadap bakteri melalui
nanoenkapsulasi. Disamping itu juga dapat digunakan dalam
pengembangan senyawa 2-sitronelil benzimidazol untuk
meningkatkan nilai jual beli.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Potensi Derivatif Benzimidazol Sebagai Antibakteri
Agen antibakteri merupakan zat yang diturunkan dari

mikroba atau disintesis secara artifisial yang menghambat
pertumbuhan atau menghancurkan bakteri. Jika agen tersebut benar-
benar membunuh bakteri dikenal dengan bakterisida dan jika
menghambat pertumbuhan bakteri dikenal dengan bakteriostatik.
Senyawa antibakteri biasanya diberikan pada konsentrasi yang tidak
beracun atau berbahaya bagi penggunanya namun bisa dapat
digunakan sebagai senyawa terapeutik yang efektif untuk
menghentikan penyakit bakteri [15].

Benzimidazol biasa disebut dengan derivatif benzo imidazol.
Meskipun benzimidazol adalah nama yang paling umum dari
senyawa induk seri ini, nama lain seperti 1,3-benzodiazol sering
digunakan [16]. Benzimidazol berwujud kristal berwarna coklat
muda dengan berat molekul 118.14 g/mol dan memiliki titik leleh
169 - 171 °C (336 - 340 °F) [17]. Benzimidazol adalah senyawa
bisiklik yang terdiri dari cincin benzena yang menyatu dengan
imidazol, dan memiliki banyak sifat farmakologis[18]. Struktur
umum dari benzimidazol sebagai berikut :

Gambar 2.1: 1H-Benzimidazole [16]

Benzimidazol merupakan senyawa yang terbentuk oleh reaksi
kondensasi karbonil dengan amina primer[19] dan termasuk reagen
pengadsorpsi, dimana terdapat cincin azetidinon yang mampu
memunculkan beragam aktivitas biologis seperti aktivitas anti jamur
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dan anti bakteri[1]. Benzimidazol memiliki karakteristik asam.
Adanya gugus -NH- menjadikan benzimidazol bersifat asam kuat
dan juga lemah. Dan mampu untuk membentuk garam dengan asam
yang berbeda [20].

Substitusi pada posisi 1, 2 dan 5 pada cincin benzimidazol adalah
titik dimana dapat menunjukkan berbagai aktivitas farmakologis[20].
Senyawa 2-sitronelil benzimidazol berbentuk padatan berwarna
kuning dan dapat disintesis dengan mereaksikan 1,2 fenildiamin
dengan sitronelal [1]. Struktur dari 2-sitronelil benzimidazol sebagai
berikut :

Gambar 2.2: 2-sitronelil benzimidazol [1]

Peneliti mencari kegunaan dan aplikasi baru dari senyawa
heterosiklik.Senyawa derivatif benzimidazol telah banyak digunakan
dalam kimia medis dan pengembangan obat karena memiliki banyak
aktivitas medis dan biologi seperti antitumor, antibakteri, antijamur ,
antiviral, antidepresan, analgesik, anti-inflamasi dan sifat
antidiabetes. Digunakan secara luas sebagai obat anti-cacing, untuk
mengobati orang dan hewan yang terjangkit infeksi cacing pada
saluran cerna [3].

Benzimidazol heterosiklik merupakan kunci farmakofor, dan
benzimidazol tersubstitusi telah menimbulkan minat yang cukup
besar sebagai senyawa dengan aktivitas biologis yang luas dan
toksisitas yang relatif rendah [21]. Diketahui 2-sitronelil
benzimidazol memiliki aktivitas terhadap bakteri gram positif
Staphylococcus aureus dan gram negatif Enteropathogenic
escherichia coli (EPEC), Salmonella thypi [2, 3]. Senyawa 2,5,6 -
dan 2,5,7-trisubstitusi benzimidazol menunjukkan aktivitas yang
sangat baik yang menunjukkan penghambatan pertumbuhan lebih
dari 90% pada 1 μg / mL terhadap bakteri Francisella tularensis
[22]. Senyawa derivatif benzimidazol tersubstitusi pada posisi 2,
benzoxazole dan benzothiazole dievalusi terhadap bakteri E. coli dan
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S. aureus dengan pengukuran konsentrasi hambat minimum
menunjukkan zona hambatan pertumbuhan yang signifikan[23].

2.2 Penggunaan Nanoenkapsulasi Untuk Senyawa Antibakteri
Nanoteknologi telah dianggap sebagai salah satu teknologi

utama pada abad ke 21 dan menjanjikan sebuah revolusi dibidang
farmasi, medis dan makanan. Teknologi ini melibatkan perancangan,
sintesis, karakterisasi dan penerapan partikel atau sistem dengan
dimensi kurang dari 1 µm. Nanoteknologi  sekarang diterapkan
dalam sejumlah produk komersial seperti kosmetik dan tabir surya,
obat-obatan, tambalan gigi, makanan serta dalam filtrasi air dan
sistem katalitik [24].

Resistensi bakteri terhadap agen antibakteri menjadi salah
satu tantangan besar dalam industri obat dalam memenuhi
kebutuhan, sehingga perlu mencari dan menemukan sumber zat baru
dengan sifat antibakteri [4]. Penggabungan senyawa bioaktif dalam
sistem enkapsulasi bisa menjadi pendekatan yang baik. Enkapsulasi
didefinisikan sebagai proses di mana molekul bioaktif dikelilingi
oleh lapisan, atau tertanam dalam matriks homogen maupun
heterogen, untuk memberi kapsul kecil dengan banyak khasiat [5].
Enkapsulasi dalam partikel nanometrik merupakan alternatif yang
bagus, karena dengan ukuran nano  dapat meningkatkan mekanisme
penyerapan seluler dari pada sistem partikulat lainnya [7], dapat
meningkatkan aktivitas biologinya karena adanya peningkatan rasio
permukaan terhadap volume dengan mengurangi ukuran partikel
menjadi nano [8].Disamping itu, memiliki kemampuan untuk
melepaskan obat, bisa memperbaiki kestabilan zat aktif, serta
membawa zat aktif yang menyertakan efisiensi enkapsulasi obat
yang tinggi karena kelarutan obat yang optimal dalam inti [9].

Umumnya, nanopartikel didefinisikan sebagai partikel
koloid padat yang mencakup nanospheres dan nanokapsul. Salah
satu karakteristik mendasar mereka adalah ukurannya, yang
umumnya diambil sekitar 5-10 nm dengan batas ukuran atas ∼1000
nm, meskipun kisaran umumnya diperoleh adalah 100-500 nm [9].
Nanokapsul adalah sistem visikular, memiliki dua bagian yaitu
dinding polimer dan inti dimana komponen bioaktif diperangkap
pada sebuah rongga yang dikelilingi oleh membran polimer
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sedangkan nanospheres sistem matriks dimana komponen bioaktif
tersebar secara merata [4].

A B

Gambar 2.3: A) Polimer nanospheres , B) Polimer nanokapsul [4]

Dalam penelitian sebelumnya, sudah dilakukan studi
enkapsulasi senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas antibakteri
seperti enkapsulasi kapulaga dalam kitosan nanokomposit diketahui
memiliki efisiensi enkapsulasi lebih dari 90% dan memiliki potensi
antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
[25], pembuatan nanokapsul Eucalyptus staigeriana dengan penyalut
jambu mete yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Listeria
monocytogenes (Gram-positive) and Salmonella enteritidis (Gram-
negative) [14].

2.3 Potensi Kasein Misel Sebagai Penyalut Dalam
Nanoenkapsulasi

Protein merupakan komponen makro molekul utama yang
dibutuhkan makhluk hidup. Fungsi protein lebih diutamakan untuk
sintesis protein-protein baru sesuai kebutuhan tubuh, sementara
karbohidrat dan lipid digunakan untuk menjamin ketertersediaan
energi untuk tubuh. Protein susu merupakan kelompok molekul yang
bersifat heterogen, terdiri dari lima kategori yaitu kasein, protein
whey, protein globul lemak susu, enzim dan protein minor lainnya.
Protein utama adalah kasein dan protein whey [26].

Kasein merupakan senyawa protein kompleks dengan garam
Ca, P dan sejumlah kecil Mg dan sitrat sebagai agregat
makromolekul yang disebut kalsium fosfo kaseinat atau kasein misel.
Kasein dapat dipresipitasi oleh asam atau enzim rennin dan
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presipitasi kasein oleh rennin ini merupakan dasar untuk
pembentukan curd dalam keju. Dalam susu sapi, kasein terdiri dari
empat peptida: αS1, αS2, β dan κ  berbeda dalam kandungan asam
amino, fosfor dan  karbohidratnya tetapi serupa dalam sifat ampifilik
mereka. Daerah hidrofilik dan hidrofobik kasein menunjukkan
distribusi blok dalam rantai protein. Peptida kasein membawa
muatan negatif pada permukaannya sebagai akibat dari fosforilasi
dan cenderung mengikat nanoclusters dari kalsium fosfat amorf.
Karena sifat-sifat ini, dalam kondisi yang sesuai, molekul kasein
teraglomerasi menjadi misel bola [27].

Kasein misel mengandung 94% protein dan 6% koloid
kalsium fosfat dalam bentuk kering, yang terdiri dari kalsium,
magnesium, fosfat, dan sitrat. Dalam kasein misel terdapat dua jenis
ikatan, tarikan hidrofobik (kekuatan pendorong untuk pembentukan
kasein misel) dan  tolakan elektrostatik (bertanggung jawab untuk
membatasi pertumbuhan polimer) yang bertanggung jawab dalam
struktur kasein misel [28].

Peptida kasein hadir dalam bentuk amorf, aglomerat stabil
yang dikenal sebagai kasein misel dalam kondisi yang sesuai [29]
dengan jari-jari 50–500 nm dan massa 103 – 3 x 106 kDa [30]. Kasein
misel yang khas mengandung ribuan molekul kasein, membentuk
94% dari misel. Sebagian besar dari mereka membentuk kompleks
stabil termodinamis dengan kalsium fosfat amorf, yang menyumbang
6% dari misel. Kalsium fosfat amorf membentuk nanoclusters bola
dengan diameter 3,5-5,0 nm, terpisah berjarak ~18 nm [31].

Dalam struktur  kasein misel, peptida αS1, αS2, dan β
membangun sebagian besar di bagian dalam. Sementara κ –kasein
membentuk lapisan 'berbulu' diluar yang menstabilkan misel secara
sterik. Menariknya, lapisan 'berbulu' ini tidak terdistribusi merata dan
hanya menutupi sebagian permukaan micellar (Gambar 2.4).
Struktur internal dari kasein misel sebenarnya tidak pasti, dan
berbagai model telah dibangun untuk menggambarkannya [27].
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Gambar 2.4: Struktur Kasein Misel dan Komposisinya [32]

Kasein misel menunjukkan perilaku yang beragantung pada
pH, mengalami pengetatan (tightening) dengan menurunnya pH dan
mengalami pembengkakan (swelling) dengan meningkatnya pH.
Potensial zeta yang diukur untuk kasein misel ditemukan menjadi -8
mV pada pH netral dan mendekati 0 mV dengan menurunnya pH.
Setelah mencapai titik di mana misel menjadi tidak stabil, menjadi
sulit untuk memperkirakan potensialnya, tetapi diharapkan menjadi 0
sekitar pH 4,8 dan memiliki nilai positif pada pH yang lebih rendah
[33]. Menurunkan pH di bawah titik isoelektrik 4.6-4.8
menyebabkan agregasi dan pengendapan misel dikombinasikan
dengan pelepasan kalsium, menunjukkan pentingnya ketersediaan
kation untuk pembentukan kasein misel. Faktanya, dipelajari pada
natrium dan kalsium kaseinat serta kasein menunjukkan bahwa
kation yang berbeda dapat mempengaruhi struktur misel dengan cara
yang rumit [27].

Kasein adalah protein heterogen dan terdiri dari empat
protein utama (kasein αs1, αs2, β dan κ) dan protein ini memiliki
kecenderungan kuat untuk berasosiasi satu sama lain untuk
membentuk kasein misel (~250 kDa) dan itu berada dalam
kesetimbangan dengan molekul kasein bebas (~25 kDa), dengan
demikian kaseinat cenderung menstabilkan emulsi agar stabil selama
pemanasan karena strukturnya yang tidak mengalami perubahan
konformasi yang disebabkan oleh panas seperti protein globular , dan
karena terdapat kombinasi mekanisme stabilisasi elektrostatik dan
sterik [34].

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11

Dalam enkapsulasi suatu senyawa, kasein misel telah
diaplikasikan dalam nanoenkapsulasi pada vitamin D, dihasilkan
bioavaibilitas vitamin D yang tinggi, dapat melindungi vitamin D
terhadap degradasi akibat panas dan penyimpanan serta
menunjukkan bahwa kasein misel dapat digunakan untuk
nanoenkapsulasi dalam aplikasi makanan dan minuman [35]. Kasein
misel juga digunakan dalam enkapsulasi senyawa propolis sebagai
formulasi alternatif senyawa antimikroba dengan ukuran mikro dan
nano partikel[36].

2.4 Spektroskopi FT-IR
Spektroskopi FT-IR adalah suatu teknik karakterisasi yang

banyak digunakan dalam fisika, kimia dan biologi. Spektroskopi FT-
IR memiliki keuntungan seperti resolusi spektral yang tinggi, rasio
sinyal ke noise yang baik, dan kemampuan untuk mengukur wilayah
spektrum yang luas dalam waktu yang singkat [37]. Sinar infra
merah (infra red = IR) mempunyai panjang gelombang yang lebih
panjang diabandingkan dengan UV-Vis, sehingga energinya lebih
rendah dengan bilangan gelombang antara 600-4000 cm-1 atau
sekitar (1,7 x 10-3 cm sampai dengan 2,5 x 10-4 cm). Sinar infra
merah hanya dapat menyebabkan vibrasi (getaran) pada ikatan baik
berupa rentangan (streaching) maupun berupa bengkokan (bending).
Energi vibrasi untuk molekul adalah spesifik yang berarti bilangan
gelombangnyapun spesifik. Namun pada prakteknya spektroskopi IR
lebih diperuntukkan untuk menentukan adanya gugus-gugus
fungsional utama dalam suatu sampel yang diperoleh berdasarkan
bilangan gelombang yang dibutuhkan untuk vibrasi tersebut [38].

Spektra infra merah (IR) adalah gambar antara persen
transmitansi (%T) terhadap bilangan gelombang. Setiap ikatan
mempunyai bilangan gelombang (v) yang spesifik sehingga spektra
IR dapat digunakan untuk melacak gugus fungsional suatu molekul.
Dengan demikian setiap molekul mempunyai spektra IR yang
spesifik atau sidik jari (fingerprint) tertentu. Namun demikian
spektra IR banyak digunakan untuk melacak gugus fungsi yang
spesifik seperti alkena, alkuna, karbonil, hidroksi, nitril, amina,
amida dan lain-lain yang berada pada sekitar 4000-1500 cm-1.
Menganalisis spektra IR dimulai dari kiri ke kanan atau dari bilangan
gelombang yang paling besar ke kecil [38].
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2.5 Particle Size Analyzer (PSA)
Particle Size Analyzer (PSA) adalah salah satu metode

pengukuran dalam riset nanoteknologi. Metode ini dapat
menganalisis partikel suatu sampel yang bertujuan menentukan
ukuran partikel dan distribusinya dari sampel yang representatif.
Ukuran partikel mempengaruhi banyak sifat material partikulat dan
merupakan indikator kualitas dan kinerja. Berlaku untuk bubuk,
suspensi, emulsi, dan aerosol. Ukuran dan bentuk bubuk
mempengaruhi sifat aliran dan pemadatan. Banyak operasi dan
teknologi untuk perubahan dalam ukuran partikel termasuk melalui
penghancuran, homogenisasi, emulsifikasi, mikrofluidisasi dan lain-
lain. Tahapan pemisahan seperti screening, penyaringan, siklon dan
lain-lain [39].

Ukuran partikel dapat ditentukan dengan mengukur
perubahan acak dalam intensitas cahaya yang tersebar dari suspensi
atau larutan. Partikel kecil dalam suspensi mengalami gerak termal
acak yang dikenal sebagai gerak Brown. Gerak acak ini diukur untuk
menghitung ukuran partikel menggunakan proses Dynamic Light
Scattering. Hasil utama dari Dynamic Light Scattering (DLS)
biasanya nilai rata-rata dari distribusi intensitas (disebut Z rata-rata)
dan indeks polidispersitas (PDI) untuk menggambarkan lebar
distribusi. Dan mungkin untuk mengubah dari intensitas ke volume
atau distribusi angka untuk dibandingkan dengan teknik lain.
Analisis gambar didasarkan pada distribusi bilangan yang sering
dikonversi ke basis volume, dan dalam hal ini ini adalah konversi
yang diterima dan valid. Gambar hasil analisis dengan PSA dapat
melaporkan distribusi berdasarkan panjang partikel dibandingkan
dengan ekuivalen bola, dan dapat membangun distribusi volume
berdasarkan bentuk selain bola [39].

2.6 Scanning Electron Microscopy (SEM)
Scanning electron microscopy (SEM) adalah teknik lain

di mana hanya jumlah miligram material yang dapat digunakan
untuk menentukan ukuran partikel, bentuk, dan tekstur. Dalam SEM,
berkas elektron halus memindai seluruh sampel yang disiapkan
dalam serangkaian trek paralel. Elektron berinteraksi dengan sampel,
dan menghasilkan sinyal yang berbeda yang dapat dideteksi dan
ditampilkan pada layar tabung sinar katoda. Partikel kurang dari 1
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nm dapat dilihat dan, karena kedalaman fokus jauh lebih besar
daripada cahaya mikroskop, informasi pada tekstur permukaan dapat
dihasilkan. SEM membutuhkan lebih banyak persiapan sampel yang
memakan waktu dibandingkan dengan mikroskop optik dan tidak
dapat membedakan antara bahan kristal dan nonkristalin. Sementara
informasi yang diperoleh bersifat visual dan deskriptif, biasanya
tidak kuantitatif karena hanya beberapa partikel yang terlihat di
bidang tampilan. Namun, ketika SEM digunakan dengan teknik lain
dapat memberikan informasi tambahan yang dapat membantu
menjelaskan sifat bubuk seperti masalah aglomerasi atau aliran [40].

2.7 Pengujian Aktivitas Antibakteri
Penentuan kepekaan bakteri terhadap antibakteri dapat

dilakukan dengan metode difusi dan dilusi. Metode difusi adalah
suatu uji aktivitas antibakteri dengan menggunakan suatu cakram
kertas saring, yaitu suatu cawan yang berliang renik dan suatu
silinder tidak beralas yang mengelilingi obat dalam jumlah tertentu
ditempatkan pada pembenihan padat yang telah ditanami dengan
biakan tebal bakteri yang diperiksa setelah pengeraman. Garis tengah
daerah hambatan jernih yang mengelilingi obat dianggap sebagai
ukuran kekuatan hambatan terhadap bakteri yang diperiksa. Metode
dilusi adalah suatu uji aktivitas antibakteri dimana sejumlah zat
antimikroba dimasukkan ke dalam medium bakteriologi padat atau
cair, biasanya digunakan pengenceran dua kali lipat. Metode dilusi
bermanfaat untuk mengetahui seberapa banyak jumlah zat
antimikroba yang diperlukan untuk menghambat pertumbuhan atau
membunuh bakteri yang diuji [41]. Adapun faktor-faktor yang
mempengaruhi metode difusi agar antara lain [42] :

a. Pradifusi, perbedaan waktu pradifusi mempengaruhi jarak
difusi dari zat uji yaitu difusi antar pencadang.

b. Ketebalan medium agar penting untuk memperoleh
sensitivitas yang optimal. Perbedaan ketebalan media agar
mempengaruhi diameter hambat. Semakin tebal media,
semakin kecil diameter hambat yang terjadi.

c. Kerapatan inokulum, ukuran inokulum merupakan faktor
terpenting yang mempengaruhi lebar daerah hambat, jumlah
inokulum yang lebih sedikit menyebabkan obat dapat
berdifusi lebih jauh, sehingga daerah yang dihasilkan lebih
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besar, sedangkan jika jumlah inokulum lebih besar maka
akan dihasilkan daerah hambat yang kecil.

d. Komposisi media agar, perubahan komposisi media padat
merubah sifat media sehingga jarak difusi berubah. Media
agar berpengaruh terhadap ukuran daerah hambat dalam hal
mempengaruhi aktivitas beberapa bakteri, mempengaruhi
kecepatan difusi antibakteri dan mempengaruhi kecepatan
pertumbuhan antibakteri.

e. Temperatur inkubasi, mayoritas bakteri tumbuh baik pada
temperatur 370C.

f. Waktu inkubasi disesuaikan dengan pertumbuhan bakteri,
karena luas daerah hambat ditentukan beberapa jam pertama,
setelah diinokulasikan pada media agar, maka daerah hambat
dapat diamati segera setelah adanya pertumbuhan bakteri.
Pengaruh pH, adanya perbedaan pH media yang digunakan
dapat menyebabkan perbedaan jumlah zat uji yang berdifusi,
pH juga menentukan jumlah molekul zat uji yang mengion.
Selain itu pH berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri.
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan selama bulan maret hingga juni 2018 di

Laboratorium Kimia Organik, Institut Atsiri, Laboratorium
Instrumen Jurusan Kimia, dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya.
Analisis menggunakan SEM dilakukan di Universitas
Muhammadiyah Malang dan analisis menggunakan PSA dilakukan
di Institut Teknologi Sepuluh Nopember.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain beaker
gelas, gelas ukur 10 ml,  pipet ukur 0,5 ml, labu takar 10 ml, bola
hisap, gelas arloji, hot plate , pH meter, termometer, oven, pengaduk
magnet, stirer, tabung reaksi,erlenmeyer 250 ml,batang pengaduk,
neraca analitik, cawan petri, jarum ose, inkubator,vortex,
haemacytometer, spreader, coke bor, mikropipet, mikroskop,
homogenizer dengan tipe IKA T25 Basic, Spektrofotometer FT-IR
(8400S SHIMADZU), freeze dryer, spektrofotometer UV-Vis
Shimadzu 1601, PSA, SEM.

Bahan yang digunakan antara lain 2-sitronelil benzimidazol yang
berasal dari Institut Atsiri Universitas Brawijaya, susu sapi, buffer
asetat pH 4,6, etanol, eter, buffer fosfat pH 8,7, metanol, larutan
CaCl2 10%, NaOH 0,1 M, aquades, Nutrien agar, Nutrien Broth
biakan Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus.

3.3 Tahapan Penelitian
1. Identifikasi senyawa 2-sitronelil benzimidazol
2. Isolasi kasein dari susu
3. Pembuatan nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
4. Penentuan efisiensi dari pembuatan nanokapsul 2-sitronelil

benzimidazol
5. Karakterisasi nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
6. Penentuan profil pelepasan  senyawa 2-sitronelil benzimidazol
7. Uji aktivitas antibakteri
8. Analisis data
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3.4 Prosedur Kerja
3.4.1 Identifikasi Senyawa 2-Sitronelil Benzimidazol

Senyawa 2-sitronelil benzimidazol dilakukan identifikasi
dengan GC-MS. Senyawa 2-sitronelil benzimidazol sebanyak 0,05
mg dilarutkan dalam 2 ml metanol. Analisis dilakukan dengan
menginjeksikan sampel 0,2 µL menggunakan syringe pada
instrument GC-MS Shimadzu QP2010S. Puncak yang terdeteksi
pada kromatogram akan di analisis menggunakan spektra massa.
Sehingga hasil akhir analisis diperoleh total ionic chromatogram
(TIC) dan spektra massa dari masing-masing komponen [43]

3.4.2 Isolasi Kasein dari Susu
Susu sapi sebanyak 100 ml ditempatkan dalam gelas kimia

300 ml dan dihangatkan dengan hot plate sampai suhu 400C.
Ditambahkan 100 ml buffer asetat pH 4,6 secara perlahan sambil di
aduk, lalu di diamkan pada temperatur kamar. Endapan di dekantasi
dengan sedikir air kemudian ditambahkan 30 ml etanol secara
perlahan. Endapan disaring dengan kertas saring dan dicuci dengan
etanol-eter (1:1) 20 ml lalu dicuci dengan 20 ml eter. Endapan
dikeringkan dalam oven 1000C lalu di simpan dalam desikator dan
ditimbang endapan yang diperoleh.

3.4.3 Pembuatan Nanokapsul 2-Sitronelil Benzimidazol
Kasein sebanyak 3 gram dimasukkan gelas kimia 250 ml.

Ditambahkan dengan 50 ml buffer fosfat pH 8,7 lalu dilakukan
homogenisasi (homogenizer IKA T25 Basic) dengan kecepatan 9500
rpm. Ditambah 5 mL metanol yang mengandung 1,5 mg 2-sitronelil
benzimidazol  lalu ditambahkan 1 mL larutan CaCl2 10% sebanyak
enam kali setiap 5 menit saat proses homogenisasi berlangsung.
Kemudian pH campuran dicek dengan kertas pH, ditambahkan
NaOH 0,1 M atau HCl 0,1 M hingga pH netral. Kemudian dilakukan
homogenisasi (homogenizer IKA T25 Basic) dengan kecepatan 9500
rpm selama 5 menit dan disaring endapan dengan kertas saring[36,
44]. Nanokapsul yang diperoleh dilakukan freeze drying selama 2 x
24 jam (tekanan 15 Pa, suhu camber -54oC, suhu sampel -200C)
untuk memperoleh nanokapsul yang kering. Dilakukan dengan
prosedur yang sama dengan jumlah kasein yang berbeda yaitu 4 g
dan 5 g.
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3.4.4 Penentuan Efisiensi dari Pembuatan Nanokapsul
2-Sitronelil Benzimidazol

Dibuat larutan stok 2-sitronelil benzimidazol dengan
konsentrasi 100 ppm ( 3 mg 2-sitronelil benzimidazol dilarutkan
dalam 30 ml metanol) . Kemudian larutan stok tersebut diencerkan
menjadi 80, 60, 50, 40, 30, 20 dan 10 ppm. Setelah dilakukan
pengenceran, masing-masing larutan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Tabung reaksi pertama diisi dengan 5 ml metanol sebagai
blanko, dan tabung reaksi kedua hingga ke enam diisi dengan larutan
2-sitronelil benzimidazol 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, dan 100 ppm.
Larutan dengan konsentrasi 20 ppm diukur absorbansinya untuk
menentukan panjang gelombang maksimum. Kemudian masing-
masing larutan diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
Shimadzu 1601 yang kemudian dibuat kurva baku hubungan antara
konsentrasi dengan absorbansi.

Masing – masing filtrat hasil penyaringan nanokapsul 2-
sitronelil benzimidazol sebanyak 1 ml dilarutkan dalam 2 ml metanol
dan diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum
dengan Spektrofotometer UV-Vis Shimadzu 1601. Data absorbansi
yang dihasilkan diinterpolasikan dengan persamaan garis dari kurva
baku hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi. Kemudian
dihitung konsentrasi 2-sitronelil benzimidazol yang tersalut untuk
menentukan efisiensi nanokapsul.

3.4.5 Karakterisasi Nanokapsul 2-Sitronelil Benzimidazol
3.4.5.1 Karakterisasi dengan FT-IR

Sampel nanokapsul diambil secukupnya dihaluskan bersama
dengan padatan KBr dengan perbandingan 1:10 menggunakan
mortar. Campuran tersebut dibuat pellet dengan menggunakan
pompa hidrolik hingga menjadi pellet yang transparan. Pellet
ditempatkan pada tempat sampel pada instrument FT-IR Shimadzu
8400S. Sehingga akan diperoleh spektra antara bilangan gelombang
terhadap persen transmitansi yang menentukan serapan gugus fungsi
yang terdapat dalam sampel melalui vibrasi molekul.
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3.4.5.2 Karakterisasi dengan PSA

Sampel dilakukan karakterisasi menggunakan PSA untuk
mengetahui distribusi ukuran partikel nanokapsul. Sampel
nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol sebanyak 50 mg didispersikan
dalam 7 ml aquades. Kemudian dianalisis menggunakan PSA nano
yang berada di Institut Teknologi Sepuluh Nopember.

3.4.5.3 Karakterisasi dengan SEM

Sampel dilakukan karakterisasi menggunakan SEM untuk
mengetahui morfologi permukaan dari nanokapsul. Sedikit sampel
nanokapsul diletakkan pada tempat sampel lalu dimasukkan dalam
instrumen SEM Hitachi TM-3000. Elektron akan dilepaskan melalui
electron gun. Lalu lensa elektromagnetik akan memfokuskan berkas
elektron. Koil pemindai akan mengarahkan berkas elektron terfokus
pada spesimen dan detektor akan menangkap sinyal dari elektron.
Analisis dilakukan di Universitas Muhammadiyah Malang.

3.4.6 Penentuan Profil Pelepasan Senyawa 2-Sitronelil
Benzimidazol

Nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol sebanyak 0,25 g
dimasukkan dalam gelas kimia 100 ml. Ditambahkan 10 ml metanol
dan ditutup dengan aluminium foil. Kemudian diaduk dengan
menggunakan magnetik stirer dengan waktu 15, 30, 45 dan 60 menit.
Filtrat pada masing-masing waktu diukur absorbansinya pada
panjang gelombang maksimum dengan Spektrofotometer UV-Vis
Shimadzu 1601 untuk menganalisis konsentrasi dari 2-sitronelil
benzimidazol yang terlepas dari penyalut. Data absorbansi yang
dihasilkan diinterpolasikan dengan persamaan garis dari kurva baku
hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi. Setelah diketahui
konsentrasi dari 2-sitronelil benzimidazol dari masing – masing
waktu, kemudian dibuat kurva hubungan antara konsentrasi 2-
sitronelil yang terlepas  terhadap waktu.
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3.4.7 Uji Aktivitas Antibakteri
3.4.7.1 Peremajaan dan Penginokulasian Bakteri

Nutrien agar sebanyak 4 g dimasukkan kedalam erlenmeyer
250 ml lalu ditambahkan aquades hingga 200 ml. Larutan dipanaskan
sambil diaduk hingga larut lalu disterilkan. Nutrien agar yang steril
tersebut diambil sebanyak 5 ml dimasukkan kedalam tabung reaksi
dan diletakkan dengan kemiringan 30-450 dan ditunggu hingga
memadat. Kultur bakteri E.coli, dan S. aureus diambil sebanyak 1
ose menggunakan jarum ose, lalu digoreskan zig-zag pada
permukaan media agar miring kemudian diinkubasi pada suhu 37oC
selama 24 jam.

3.4.7.2 Pembuatan Suspensi Bakteri
Nutrient broth sebanyak 1,6 g dalam botol sampel

ditambahkan aquades 200 mL. Larutan diaduk hingga larut
kemudian disterilkan. Nutrient broth yang telah steril dimasukkan
dalam tabung reaksi. Bakteri yang telah tumbuh di media agar
diambil sebanyak 1 ose, dicelupkan ke dalam media nutrient broth
sampai tidak ada bakteri yang menempel pada jarum ose, kemudian
diinkubasi selama 2 jam pada suhu 370C. Suspensi bakteri E.coli,
dan S. aureus dihitung dibawah mikroskop menggunakan
haemacytometer hingga diperoleh 105-108 CFU/ml.

3.4.7.3 Penentuan Zona Hambat dengan Metode Difusi Sumuran
Pada penentuan zona hambat nanokapsul 2-sitronelil

benzimidazol metode yang digunakan adalah metode difusi sumuran.
Nanokapsul benzimidazol 0,25 g  dalam 10 ml metanol dilakukan
pengadukan menggunakan magnetik stirer selama  47,46 menit, dan
dibandingkan dengan lama pengadukan 32,46 dan 17,46 menit
sebagai larutan uji, metanol sebagai kontrol positif dan aquades
sebagai kontrol negatif.  Pengamatan dilakukan setelah inkubasi
selama 24 jam.

Sebanyak 3 cawan petri yang sudah steril disiapkan. Nutrien
agar yang sudah steril dituangkan ke dalam cawan petri secara
aseptis dan ditunggu hingga memadat. Suspensi bakteri sebanyak
100 µL dimasukkan pada permukaan agar menggunakan mikropipet
dan diratakan menggunakan spreader. Sumuran dilakukan
menggunakan coke bor sebanyak 5 lubang sumuran, 3 lubang
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sumuran diisi dengan larutan uji dengan variasi waktu pengadukan
(17,46; 32,46; dan 47,46 menit) dan 1 lubang sumuran untuk metanol
sebagai kontrol positif, serta aquades sebagai kontrol negatif masing-
masing sebanyak 100 µL. Lalu diinkubasi pada suhu 370C  selama
24 jam. Zona bening yang terbentuk diamati sebagai luas zona
hambat.

3.4.8 Analisis Data
3.4.8.1 Penentuan Efisiensi dari Pembuatan Nanokapsul 2-
Sitronelil Benzimidazol

Hasil dari pengukuran absorbansi dari masing – masing
nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol dengan variasi jumlah kasein
dimasukkan ke dalam persamaan garis kurva baku. Persamaan garis
yang diperoleh sebagai berikut :

y = ax + b
dimana y merupakan absorbansi dan x merupakan konsentrasi 2-

sitronelil benzimidazol.
Penentuan efisiensi dari nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol

yaitu dengan perbandingan 2-sitronelil benzimidazol yang
terenkapsulasi dengan total 2-sitronelil benzimidazol yang
digunakan, yang dapat dihitung dengan menggunakan persamaan
berikut :

EE (%)  = x 100%

Dimana EE (%)  merupakan efisiensi enkapsulasi 2-sitronelil
benzimidazol, mx adalah jumlah 2-sitronelil benzimidazol yang
terenkapsulasi dan mo jumlah 2-sitronelil benzimidazol total

3.4.8.2 Karakterisasi dengan FT-IR
Hasil pita serapan dari kasein hasil isolasi, nanokapsul

blanko dan nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol yang diperoleh
dianalisis untuk mengetahui gugus fungsi spesifiknya. Kemudian
dibandingkan satu sama lain.

3.4.8.3 Karakterisasi dengan PSA
Hasil dari karakterisasi menggunakan PSA, dapat diketahui

distribusi ukuran partikel nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol.
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3.4.8.4 Karakterisasi dengan SEM
Hasil dari karakterisasi menggunakan SEM, dapat

mengetahui morfologi permukaan dari nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol.

3.4.8.5 Uji Aktivitas Antibakteri
Penentuan zona penghambatan dapat dihitung menggunakan

persamaan berikut :
Zona hambat = Ʃ diameter zona hambat pada beberapa sisi sumur –

diameter sumuran
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Identifikasi Senyawa 2-Sitronelil Benzimidazol
Senyawa 2-sitronelil benzimidazol yang digunakan merupakan

hasil sintesis. Sehingga perlu dilakukan identifikasi dengan
menggunakan GC-MS sebelum dienkapsulasi. Data kromatogram
(TIC) dari hasil identifikasi 2-sitronelil benzimidazol seperti yang
dilakukan oleh Karoma dalam skripsinya [43] ditunjukkan dalam
Gambar 4.1 dan Gambar 4.2

Berdasarkan hasil dari kromatogram tersebut diketahui
bahwa hanya terbentuk satu komponen utama yang ditandai dengan
adanya satu puncak dengan waktu retensi sebesar 15,339 menit yang
menunjukkan keberadaan senyawa 2-sitronelil benzimidazol dengan
kadar 100%. Rasio massa per muatan (m/z) dari spektra massa 2-
sitronelil benzimidazol yaitu sebesar 242 yang merupakan puncak
dasar terbentuknya senyawa 2-sitronelil benzimidazol dibuktikan
dengan spektra massa sebagai berikut :

Gambar 4.1: Kromatogram 2-sitronelil benzimidazol
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Bagan 1

4.2 Isolasi Kasein dari Susu
Kasein yang digunakan untuk enkapsulasi merupakan hasil

isolasi dari susu sapi. Protein utama dalam susu adalah kasein dan
whey [26]. Kasein termasuk jenis phospoprotein, terdiri dari
beberapa unit asam amino yang terikat dengan ikatan peptida.
Peptida kasein berbentuk amorf, aglomerat stabil yang dikenal
sebagai kasein misel dalam kondisi yang sesuai [29]. Dalam  kasein
terdapat empat peptida yaitu αS1, αS2, β dan κ . Peptida tersebut
memiliki kecenderungan kuat untuk berasosiasi satu sama lain untuk
membentuk kasein misel [34]. Kasein dapat diendapkan dengan
asam, pada pH 4,6-4,8 kasein mengalami agregasi dan
pengendapan[27]. Oleh karena itu, kasein dalam susu dapat
dikoagulasikan atau digumpalkan oleh asam.

Kasein yang dihasilkan berdasarkan hasil isolasi dari susu
berbentuk endapan dan berwarna putih tulang seperti yang disajikan
dalam Gambar 4.3. Rendemen dan massa kasein yang diperoleh
disajikan dalam Tabel 4.1. Berdasarkan hasil penelitian, isolat kasein
yang diperoleh memiliki rendemen yang berbeda-beda. Susu dari
berbagai sapi memiliki kandungan kasein yang berbeda pula [27].

Gambar 4.2: Spektra  massa  2-sitronelil benzimidazol
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Tabel 4.1: Rendemen isolasi kasein
Volume susu (ml) Massa Kasein (g) Rendemen (%)

100 6,63 6,40

100 5,26 5,10

100 4,81 4,70

4.3 Nanokapsul 2-Sitronelil Benzimidazol
Enkapsulasi didefinisikan sebagai proses di mana molekul

bioaktif dikelilingi oleh lapisan, atau tertanam dalam matriks
homogen maupun heterogen, untuk memberi kapsul kecil dengan
banyak khasiat [5]. Enkapsulasi dalam partikel nanometrik
merupakan alternatif yang bagus, karena dapat meningkatkan
mekanisme penyerapan seluler, dapat meningkatkan aktivitas
biologinya, disamping itu bisa memperbaiki kestabilan zat aktif [7–
9]. Kasein misel dipilih sebagai penyalut dalam enkapsulasi 2-
sitronelil benzimidazol karena terdiri dari dari αs1-kasein, αs2 kasein,
β-kasein bersifat hidrofobik dan κ-kasein bersifat hidrofilik, serta
mampu menggabungkan diri menjadi nanopartikel, disamping itu
dilaporkan sebagai pembawa senyawa antimikroba yang ramah
lingkungan [11–13]. Nanokapsul yang diperoleh dari hasil penelitian
berupa padatan berwarna putih seperti yang terlihat pada Gambar
4.4.

Gambar 4.3: Kasein hasil isolasi
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Keterangan : A =  kasein 3 g B = kasein 4 g

C = kasein 5 g D = kasein 3 g

Pembuatan nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol dilakukan
dengan variasi jumlah kasein, pada Tabel 4.2 disajikan massa
nanokapsul yang diperoleh dari masing-masing nanokapsul dengan
jumlah kasein yang berbeda. Berdasarkan tabel tersebut, dapat dilihat
massa nanokapsul semakin besar dengan bertambahnya jumlah
kasein.

Gambar 4.4: Nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
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Tabel 4.2: Massa nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
No Sampel Massa kasein Massa nanokapsul (gram)

1 Nanokapsul A 3 9,27

2 Nanokapsul B 4 10,05

3 Nanokapsul C 5 12,47

4 Nanokapsul D 3 8,58
Keterangan : Nanokapsul D tanpa 2-sitronelil benzimidazol (Blanko)

4.4 Penentuan Efisiensi Nanokapsul dengan Spektrofotometer
UV-Vis
Penentuan efisiensi bertujuan untuk mengetahui berapa besar

konsentrasi  bahan aktif  yang dapat dienkapsulasi oleh kasein misel.
Efisiensi yang dimaksud dalam penelitian ini ialah perbandingan
antara konsentrasi 2-sitronelil benzimidazol yang terenkapsulasi
dengan konsentrasi 2-sitronelil benzimidazol total. Untuk
memisahkan nanokapsul dengan 2-sitronelil benzimidazol yang tidak
terenkapsulasi dilakukan penyaringan dengan kertas saring, filtat
yang diperoleh mengandung 2-sitronelil benzimidazol yang tidak
terenkapsulasi. Efisiensi yang tinggi mengindikasikan bahwa bahan
aktif cukup terenkapsulasi ke dalam penyalut, yang mana
meningkatkan kestabilan terhadap oksidasi selama penyimpanan
[45].  Analisis dilakukan pada panjang gelombang maksimum 2-
sitronelil benzimidazol 280,8 nm. Kurva baku disajikan dalam
Lampiran C. Hasil dari pengukuran efisiensi disajikan dalam Tabel
4.3

Tabel 4.3: Pengukuran efisiensi nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol

Sampel
Massa

penyalut
(g)

Konsentrasi
yang

disalutkan
(ppm)

Konsentrasi
yang

tersalut
(ppm)

%EE

Nanokapsul
A

3 300 222,36 74,12%

Nanokapsul
B

4 300 239,91 79,97%

Nanokapsul
C

5 300 204,13 68,04%
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Berdasarkan hasil pengukuran dapat diketahui konsentrasi 2-
sitronelil benzimidazol yang tersalut. Konsentrasi yang tersalut
berbeda-beda pada masing-masing nanokapsul. Dengan massa
penyalut 3, 4, dan 5 gram diperoleh konsentrasi yang tersalut
berturut-turut sebesar 222,36 ; 239,91 ; 204,13 ppm. Selanjutnya
dilakukan perhitungan efisiensi nanokapsul dan diperoleh persen
efisiensi nanokapsul A, B, dan C masing-masing sebesar 74,12% ;
79,97% dan 68,04%. Hasil tersebut memungkinkan bahwa bagian
kasein misel yang bersifat hidrofobik yang terletak pada sub misel
mengikat 2-sitronelil benzimidazol.

4.5 Karakterisasi Nanokapsul
4.5.1 Karakterisasi dengan FT-IR

Karakterisasi dengan FT-IR digunakan untuk mengetahui
gugus fungsi yang terdapat pada nanokapsul yang dihasilkan.
Karakterisasi dilakukan pada daerah serapan bilangan gelombang
400-4000 cm-1. Spektra spektrofotometer IR dari isolat kasein,
nanokapsul tanpa bahan aktif (blanko) dan nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol ditampilkan dalam Gambar 4.5
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Gambar 4.5: Spektra IR nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
dibandingkan dengan blanko dan kasein.
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Karakter dari kasein ditunjukkan adanya serapan vibrasi
gugus CH2 pada bilangan gelombang 2920 cm-1 dan 2850 cm-1 [46].
Vibrasi tersebut mengindikasikan adanya asam amino yang terdapat
dalam kasein seperti leusin, isoleusin, glutamin, serine, prolin.
Dalam penelitian ini serapan dari gugus CH2 pada isolat kasein
2924,65 cm-1 dan 2853,29 cm-1 , pada blanko 2926,57 cm-1 dan
2855,21 cm-1 , dan pada nanokapsul benzimidazol 2924,65 cm-1 dan
2853,29 cm-1 . Adanya serapan vibrasi dengan bilangan gelombang
1725-1750 cm-1 mengindikasikan adanya gugus karbonil (C=O) [46].
Dalam penelitian ini terdapat serapan dari gugus karbonil (C=O)
pada isolat kasein, blanko dan nanokapsul benzimidazol memiliki
bilangan gelombang yang sama yaitu 1746,22 cm-1 . Selain itu, juga
terdapat serapan dari gugus OH pada isolat kasein 2400-3600 cm-1 ,
pada blanko 2400-3300 cm-1 , pada nanokapsul benzimidazol 2410-
3400 cm-1. Adanya gugus karbonil dan gugus OH dengan profil
serapan yang sangat lebar, menggambarkan gugus karboksil yang
terdapat pada asam amino dalam kasein. Dan juga terdapat serapan
dari gugus amina (N-H) pada isolat kasein 3420,32 cm-1 , pada
blanko 3343,17 cm-1 pada nanokapsul benzimidazol 3202,37 cm-1.

Berdasarkan Gambar 4.5 pada spektra nanokapsul
benzimidazol terdapat serapan dari gugus imina (C=N) yang
merupakan karakter dari benzimidazol. Gugus imina ditunjukkan
dengan adanya serapan pada bilangan gelombang 1651,72 cm-1.
Sedangkan pada spektra isolat kasein dan blanko tidak terdapat
serapan dari gugus imina. Dengan adanya serapan baru pada
bilangan gelombang 1651,72 cm-1 yang merupakan gugus imina dari
benzimidazol menunjukkan jika benzimidazol sudah tersalut dalam
kasein misel. Untuk mempermudah dalam menggolongkan serapan
bilangan gelombang pada spektra akan ditabulasikan hasil analisis
gugus fungsi dari spektra IR yang diperoleh, ditampilkan dalam
Tabel 4.4
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Tabel 4.4: Gugus fungsi dan bilangan gelombang nanokapsul
benzimidazol terhadap isolat kasein dan blanko.

Gugus
Bilangan gelombang (cm-1)

Kasein Blanko
Nanokapsul

benzimidazol
N-H amina 3420,32 3343,17 3202,37

C-H
2924,65
2853,29

2926,57
2855,21

2924,65
2853,29

C=O 1746,22 1746,22 1746,22

C=C 1520,56 1516,71 1541,78
C=N - - 1651,72
OH 2400-3600 2400-3300 2410-3400

4.5.2 Karakterisasi dengan PSA

Karakterisasi dengan PSA digunakan untuk mengetahui
ukuran serta distribusi ukuran partikel dari nanokapsul benzimidazol.
Distribusi ukuran partikel nanokapsul yang dihasilkan ditampilkan
dalam Gambar 4.6 dan Gambar 4.7. Sedangkan hasil tabulasi
ukuran partikel dalam Tabel 4.5 ditunjukkan ukuran partikel dari
nanokapsul blanko dan pada Tabel 4.6 ditunjukkan ukuran partikel
nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol.

Gambar 4.6: Distribusi ukuran partikel nanokapsul tanpa 2-sitronelil
benzimidazol (blanko)
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Tabel 4.5: Ukuran partikel nanokapsul tanpa 2-sitronelil
benzimidazol (blanko)

Ulangan
Ukuran

(nm)

Standar
deviasi
(nm)

Intensitas
(%)

1 1028 134,8 100

2 1279 361 69,80

3 1228 293 82,30

Gambar 4.7: Distribusi ukuran partikel nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol

Tabel 4.6: Ukuran partikel nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol

Ulangan
Ukuran

(nm)

Standar
deviasi
(nm)

Intensitas
(%)

1 984,7 174,1 100

2 1022 192,0 93,20

3 1047 139,4 100

Berdasarkan hasil penelitian, ukuran rata-rata dari
nanokapsul blanko adalah 1178 nm, sedangkan ukuran rata-rata dari
nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol adalah 1017 nm. Setelah
dilakukan uji statistik dengan uji t independent menggunakan
program SPSS 23 (Lampiran E.3), ukuran partikel nanokapsul
blanko dan ukuran partikel nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol
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tidak ada perbedaan yang nyata. Dengan demikian, bahan aktif yang
ditambahkan sudah masuk ke dalam penyalut sehingga ukuran yang
dihasilkan tidak beda nyata.

Salah satu karakteristik mendasar nanokapsul adalah
ukurannya, yang umumnya diambil sekitar 5-10 nm, dengan batas
ukuran ~1000 nm, walaupun kisaran yang umumnya didapat adalah
100-500 nm [9]. Dalam definisi IUPAC nanopartikel merupakan
partikel dengan ukuran antara 1-100 nm dengan lapisan antarmuka
disekitarnya. Dari Tabel 4.5 dan Tabel 4.6 menunjukkan ukuran
partikel yang dihasilkan masih cukup besar dan diatas 500 nm
sehingga ukuran partikel yang diperoleh bisa dikatakan seminano.
Dalam penelitian ini, dimungkinkan dengan dilakukannya freeze
drying mengalami proses koagulasi dan ikatan yang terjadi semakin
kuat, sehingga ukuran yang dihasilkan cukup besar. Penelitian yang
dilakukan oleh Gora [47] melalui homogenisasi tekanan tinggi
selama 2 siklus pada tekanan 500 dan 1000 bar diikuti dengan 5
siklus pada 1500 bar dihasilkan ukuran partikel sebelum dilakukan
freeze drying lebih kecil dibandingkan setelah dilakukan freeze
drying, yang sebelumnya memiliki ukuran rata-rata 190,5 nm
menjadi 250,8 nm.

Kecepatan dan waktu pengadukan selama homogenisasi juga
mempengaruhi ukuran partikel yang dihasilkan. Seperti yang telah
dilakukan oleh Li [48] mengatakan jika kecepatan dan waktu
pengadukan memiliki pengaruh yang penting terhadap ukuran
partikel. Kecepatan pengadukan tinggi dapat menghasilkan energi
panas dalam sistem emulsi, yang mengarah ke peningkatan suhu, dan
kemudian suhu tinggi menurunkan viskositas sistem dispersi untuk
mendapatkan ukuran partikel yang lebih kecil. Kecenderungan
serupa juga diamati untuk waktu pengadukan yang juga terkait
dengan perubahan tegangan antarmuka dan viskositas, yang
disebabkan oleh kecepatan tinggi yang diaduk.

4.5.3 Karakterisasi dengan SEM
Karakterisasi dengan SEM digunakan untuk melihat

morfologi permukaan dari nanokapsul 2-sitronelil benzimidazol dan
nanokapsul blanko. Hasil dari karakterisasi ini disajikan dalam
Gambar 4.8
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Gambar 4.8: Morfologi permukaan nanokapsul benzimidazol
(kanan) dan blanko (kiri)

Nanokapsul yang telah dilakukan freeze drying dilakukan
karakterisasi menggunakan SEM untuk mengetahui morfologi
permukaan dari nanokapsul. Analisis dengan SEM dilakukan dengan
perbesaran 9000x seperti yang terlihat pada Gambar 4.8.
Berdasarkan hasil dari karakterisasi dengan SEM morfologi
permukaan dari nanokapsul benzimidazol berbentuk trapesium
dengan permukaan yang kasar dan tidak rata, sedangkan pada
nanokapsul blanko berbentuk aglomerat dengan permukaan yang
lebih halus. Dari penelitian Dalgleish [49] mengenai kemungkinan
struktur kasein misel  menggunakan field-emission SEM gambar
yang dihasilkan menunjukkan permukaan misel tanpa lapisan, dan
menunjukkan bahwa permukaan misel mungkin memiliki struktur
yang jauh lebih kompleks, memiliki permukaan yang tidak halus dan
mengandung celah diantara diantara sub struktur.

4.6 Profil Pelepasan Senyawa 2-Sitronelil  Benzimidazol
Penentuan profil pelepasan senyawa 2-sitronelil

benzimidazol dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis.
Analisis dilakukan pada panjang gelombang maksimum 2-sitronelil
benzimidazol 280,8 nm. Kurva baku disajikan dalam Lampiran C.
Penentuan profil pelepasan 2-sitronelil benzimidazol dari penyalut
dilakukan melalui pengadukan dengan magnetik stirer dalam waktu
yang ditentukan dengan konsentrasi awal 2-sitronelil benzimidazol
29,81 ppm. Konsentrasi bahan aktif yang terlepas disajikan dalam
Lampiran C.3. Berikut adalah profil pelepasan senyawa 2-sitronelil
benzimidazol.
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Gambar 4.9 menunjukkan hubungan antara konsentrasi
terhadap waktu, dari gambar tersebut terlihat bahwa seiring
bertambahnya waktu (lama pengadukan) konsentrasi 2-sitronelil
yang terlepas meningkat. Pada waktu pengadukan 15 hingga 45
menit terjadi peningkatan konsentrasi 2-sitronelil benzimidazol  yang
konstan, dan terjadi peningkatan yang signifikan pada waktu
pengadukan 60 menit. Dengan lama pengadukan 60 menit 90%
bahan aktif yang tersalut terlepas dari penyalut.

Pelepasan bahan aktif dari misel polimer dipengaruhi banyak
faktor seperti panjang segmen polimer pembentuk inti, afinitas antara
bahan aktif dengan inti, dan jumlah bahan aktif yang dimuat [50].
Kelarutan senyawa bioaktif juga menentukan laju dan sifat pelepasan
dari sistem matriks polimer. Semakin larut suatu senyawa , semakin
cepat laju pelepasan dan kinetika pelepasan akan semakin tinggi[51].

4.7 Uji aktivitas antibakteri
4.7.1 Penentuan zona hambat

Penentuan zona hambat dilakukan menggunakan metode
difusi sumuran. Adanya aktivitas antibakteri ditandai dengan zona
bening yang terbentuk. Zona hambat yang terbentuk pada berbagai
media biakan bakteri disajikan dalam Gambar 4.10.Diameter zona
hambat yang teramati diukur dengan menggunakan penggaris.
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Gambar 4.9: Profil pelepasan 2-sitronelil benzimidazol
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Gambar 4.10: Zona hambat yang terbentuk terhadap bakteri
S.aureus (kanan) dan E.coli (kiri)

Keterangan : a = air , m = metanol
1 = pengadukan 17,46 menit
2 = pengadukan 32,46 menit
3 = pengadukan 47,46 menit

Pada Tabel 4.7 disajikan diameter zona hambat yang
terukur memiliki diameter yang berbeda-beda pada masing-masing
larutan uji terhadap bakteri E.coli, dan S.aureus .

Tabel 4.7: Diameter zona hambat
Bakteri Jumlah sel

bakteri
(CFU/ml)

Lama
pengadukan
(menit)

Diameter
hambat (mm)

S.aureus 8,4 x 10 7 17,46
32,46
47,46

5,3
10
8

E.coli 7,8 x 10 7 17,46
32,46
47,46

5
8,3
4

Berdasarkan Tabel 4.7 dibuat grafik seperti pada Gambar 4.11
berikut ini :
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Gambar 4.11: Diameter zona hambat

Diameter zona hambat paling besar ditunjukkan dalam
menghambat bakteri S.aureus . Selanjutnya diikuti daya hambat
terhadap bakteri E.coli . Pada bakteri S. aureus dan E.coli diameter
zona hambat terbesar terjadi pada lama pengadukan 32,46 menit
masing-masing 10 mm dan 8,3 mm. Menurut Davis and Stout dalam
Karoma [43] kriteria daya hambat yang memiliki diameter zona
hambat >20 mm (sangat kuat), 10-20 mm (kuat), 5-10 mm (sedang)
dan <5 mm (lemah). Hasil penentuan zona hambat terhadap bakteri
S. aureus memberikan diameter zona hambat diantara 5-10  mm,
maka memiliki aktivitas antibakteri yang tergolong sedang terhadap
bakteri S. aureus dan E.coli.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan lama
pengadukan  menggunakan magnetik stirer selama 47,46 menit, dan
dibandingkan dengan lama pengadukan 32,46 dan 17,46 menit.
Semakin lama pengadukan yang dilakukan, konsentrasi
benzimidazol yang terlepas kemungkinan akan juga semakin besar.
Namun dari diameter zona hambat yang dihasilkan tidak
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap bertambahnya
konsentrasi bahan aktif yang terlepas. Menurut Elifah dalam Laili
[42] diameter zona hambat tidak selalu naik sebanding dengan
naiknya konsentrasi, kemungkinan ini terjadi karena perbedaan
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kecepatan difusi senyawa antibakteri pada media agar serta jenis
konsentrasi senyawa antibakteri yang berbeda juga memberikan
diameter zona hambat yang berbeda. Penelitian yang dilakukan oleh
Karoma [43] uji aktivitas antibakteri 2-sitronelil benzimidazol
(diklorometana) dengan waktu inkubasi 24 jam terhadap bakteri S.
aureus dengan konsentrasi 100, 300, dan 500 ppm dihasilkan
diameter zona hambat masing-masing 6 mm, 8,3 mm dan 5 mm.
Sedangkan terhadap bakteri E. coli masing-masing 12 mm, 9 mm,
11,67 mm. Jika dilihat dari konsentrasi yang digunakan, bila
dibandingkan benzimidazol yang tidak dilakukan nanoenkapsulasi
dengan benzimidazol yang dilakukan nanoenkapsulasi, meskipun
pada akhirnya dilakukan pelepasan. Bisa dikatakan jika dilakukan
nanoenkapsulasi dengan konsentrasi bahan aktif yang sedikit sudah
memberikan zona hambat terhadap bakteri. Hal ini sesuai dalam
Faridi [8] dengan nanoenkapsulasi dapat meningkatkan aktivitas
biologinya karena adanya peningkatan rasio permukaan terhadap
volume dengan mengurangi ukuran partikel menjadi nano.

Penelitian yang dilakukan oleh Harti, dkk [41] menyatakan
jika pengujian aktivitas antibakteri metode difusi sumuran dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu jenis media yang digunakan,
jumlah inoculum bakteri, sifat mikrobia dan kelarutan senyawa uji.
Jenis media mempengaruhi kemampuan tumbuh dari mikroba uji
yaitu faktor sterilitas dan fertilitas media. Jumlah inokulum berkaitan
dengan kepadatan sel dalam suspensi sel yang digunakan. Sifat
mikroba berkaitan dengan morfologis dan fisiologis mikroba yang
dipengaruhi oleh gen tersebut. Kelarutan senyawa uji meliputi
kemampuan untuk terdifusi ke dalam media agar, hal ini
berhubungan dengan polaritas senyawa uji.

Mekanisme suatu senyawa dalam menghambat bakteri di
awali dengan cara merusak dinding sel. Perubahan komponen
organik dan transportasi nutrisi yang mengakibatkan timbulnya efek
toksik terhadap lapisan dinding sel bakteri. Setelah dinding sel
bakteri rusak dilanjutkan dengan komponen aktif yang menembus
lapisan dalam bakteri[52]. Komponen bioaktif dapat menganggu dan
mempengaruhi integrasi membran sitoplasma yang mengakibatkan
kebocoran intraseluler sehingga menyebabkan lisis sel, dan
denaturasi protein. Selain itu, juga bisa dengan cara menginaktivasi

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38

enzim, mekanisme tersebut menunjukkan kerja enzim akan
menganggu dalam mempertahankan kelangsungan aktivitas mikroba
sehingga mengakibatkan enzim akan memerlukan energi dalam
jumlah besar untuk mempertahankan kelangsungan aktivitasnya.
Akibatnya energi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan menjadi
berkurang dan aktivitas mikroba menjadi terhambat. Pertumbuhan
bakteri akan terhenti jika kondisi tersebut berlangsung secara terus
menerus[53].

Uji aktivitas penghambatan antibakteri terhadap bakteri gram
positif (S.aureus) lebih kuat dibandingkan bakteri gram negatif (E.
coli). Hal ini sesuai dengan sifat dinding sel bakteri tersebut.
Menurut Pelczar dalam Lestari [54] struktur dinding sel bakteri gram
negatif lebih kompleks dibandingkan struktur dinding sel bakteri
gram positif. Bakteri gram negatif memiliki dinding sel yang terdiri
dari 3 lapisan yaitu, lapisan luar, lapisan tengah dan lapisan dalam.
Sedangkan bakteri gram positif hanya mempunyai lapisan tunggal
pada dinding selnya.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa :

1. Penentuan efisiensi dari pembuatan nanokapsul 2-sitronelil
benzimidazol menggunakan penyalut kasein misel
menunjukkan persen efisiensi paling besar 79,97%

2. Ukuran rata-rata dari nanokapsul tanpa bahan aktif adalah
1178 nm, sedangkan ukuran rata-rata dari nanokapsul
dengan bahan aktif adalah 1017 nm. Karakterisasi dengan
FT-IR diperoleh spektra nanokapsul benzimidazol terdapat
serapan dari gugus imina (C=N) yang merupakan karakter
dari benzimidazol. Gugus imina ditunjukkan dengan adanya
serapan pada bilangan gelombang 1651,72 cm-1.
Karakterisasi dengan SEM menunjukkan morfologi
permukaan nanokapsul berbentuk trapesium dengan
permukaan kasar dan tidak rata.

3. Profil pelepasan 2-sitronelil benzimidazol dari penyalut
kasein misel pada waktu pengadukan 15 hingga 45 menit
terjadi peningkatan konsentrasi 2-sitronelil benzimidazol
yang konstan, dan terjadi peningkatan yang signifikan pada
waktu pengadukan 60 menit.

4. Senyawa 2-sitronelil benzimidazol yang dilakukan
nanoenkapsulasi dengan penyalut kasein misel memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. aureus, dan E. coli
dengan diameter zona hambat masing- masing 10 mm, 8,3
mm

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut, dengan alternatif lain
yang diperlukan dalam proses nanoenkapsulasi. Serta menghindari
terjadinya koagulasi dalam pembuatan nanokapsul.
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