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Abstrak

Telah dilakukan sintesa hidrogel hibrid maleoil kitosan (MKS)-dialdehid alginat (DAA) melalui reaksi basa Schiff antara gugus
amina dari MKS dengan gugus aldehid dari DAA pada berbagai rasio perbandingan dalam larutan buffer fosfat pH 7,4. Hidrogel
yang diperoleh dikarakterisasi dengan spektrofotometer FT-IR dan dilakukan uji aktivitas antibakterinya terhadap E.coli dan S.
aureus untuk mengevaluasi potensinya sebagai antibakteri. Berdasarkan spektrum FT-IR, hidrogel telah berhasil disintesa
dengan munculnya puncak karakteristik dari struktur hemiasetal pada 864,11 cm™ merupakan vibrasi stretching dari ikatan
-C-N- yang menunjukkan bahwa telah terjadi reaksi kopling diantara gugus CHO pada DAA dan NH: dari MKS dan didukung
dengan adanya puncak pada 1627,92 cm-! yang berhubungan dengan terbentuknya gugus —C=N-. Pada uji aktivitas antibakteri
hidrogel hanya perbandingan 5:5, 3:7 dan 1:9 (MKS:DAA) yang menunjukkan adanya aktivitas terhadap E.coli masing-masing
6,18 , 8,15 dan 6,80 (mm), sedangkan terhadap S. aureus seluruh hidrogel menunjukkan aktivitas yaitu, 8,00, 10,10, 10,08,
8,15 dan 7,00 (mm). Aktivitas antibakteri akan meningkat seiring dengan peningkatan jumlah DAA tetapi menurun kembali
seiring dengan penurunan MKS. Hal ini dapat dikaikan dengan banyaknya ikatan basa Schiff yang terbentuk pada saat
pembentukan hidrogel yang menyebabkan atom N bersifat kationik sehingga dapat mengikat muatan negatif pada permukaan
sel bakteri. Hidrogel hibrid MKS-DAA dengan rasio perbandingan 5:5 sangat potensial digunakan sebagai hidrogel yang bersifat
antibakteri untuk aplikasi biomedis.

Kata kunci: Antibakteri, Hidrogel MKS-DAA, Basa Schiff

1. Pendahuluan

Hidrogel pada saat ini telah menarik perhatian karena aplikasinya yang sangat luas terutama dibidang farmasi
dan biomedis. Berbagai upaya telah dilakukan untuk mengembangkan hidrogel dengan fitur gabungan seperti
halnya struktur fisik tiga dimensi yang sesuai, sifat mekanik yang diinginkan, kemampuan menyerap air yang
tinggi, biodegradasi dan biokompatibilitas, yang semuanya sangat diperlukan untuk applikasi biomedis.Hidrogel
adalah jaringan polimer tiga dimensi hidrofilik yang terikat silang secara fisika atau kimia yang tidak larut namun
mampu menyerap dan memerangkap sejumlah besar air atau cairan biologis dan volumenya akan meningkat secara
drastis[9], sehingga sangat mirip dan kompatibel dengan jaringan makhluk hidup[1,21]. Sebagai tanggapan atas
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kepedulian lingkungan, penelitian yang intensif baru-baru ini diarahkan pada penggunaan polimer alami yang
berlimpah seperti kitin, pati, selulosa, kitosan dan alginat untuk memproduksi hidrogel[9].

Kitosan adalah polisakarida alami yang merupakan kopolimer amina glukosa dan unit N-asetilglukosamin yang
dihubungkan oleh ikatan B-(1-4) glikosida, diperoleh melalui deasetilasi Kitin [2,7,8,9,21] secara parsial maupun
penuh dan memiliki tiga jenis gugus nukleofilik fungsional yaitu NH; pada C-2, OH sekunder C-3 dan OH primer
C-6 (14), serta memiliki aktivitas antimikroba sehingga banyak aplikasi telah ditemukan baik sendiri atau dicampur
dengan polimer alami yang lain [ 2,7,9].

Sifat aktivitas antimikroba kitosan terkait dengan struktur polikationiknya akan menghasilkan interaksi
elektrostatik yang kuat dengan permukaan sel bakteri bermuatan negatif, sehingga mengganggu membran sel dan
menyebabkan kebocoran [1,18]. Namun aktivitas ini terbatas hanya dalam medium asam sampai pH sekitar 6,5
ketika polimer ini dapat larut dan mengemban muatan positif [13,18, 21].

Kelarutan yang buruk dari kitosan tidak dimodifikasi dalam air menyebabkan pemanfaatannya terbatas terutama
dalam bidang farmasi. Oleh karena itu, derivatisasi kitosan bertujuan meningkatkan kelarutan kitosan dalam media
air dan kisaran pH yang lebih luas dan pada saat bersamaan meningkatkan kemampuan sifat antimikrobanya [9,13].
Selain modifikasi dari kitosan sehingga larut air, penggabungannya dengan polimer lain diantaranya dengan alginat
teroksidasi melalui keterikatan silang kimia mungkin salah satu metode yang efektif untuk mengatasi kekurangan
tersebut dan untuk mendapatkan bahan campuran dengan fungsi dan sifat yang diinginkan termasuk aktivitas
antimikrobanya[5].

Alginat merupakan biopolimer anionik linier dan bersifat hidrofilik, merupakan salah satu bahan yang
berlimpah, biasanya diperoleh dari ganggang coklat(Phaeophyceae), tetapi dapat juga disintesis oleh beberapa
bakteri [4,16]. Modifikasi alginat bertujuan untuk mendapatkan sifat dan fungsi yang diinginkan, salah satu
diantaranya adalah dengan melakukan oksidasi gugus -OH pada posisi C-2 dan C-3 natrium alginat dengan
oksidator natrium periodat sehingga menghasilkan dialdehid alginat yang akan menghadirkan gugus yang lebih
reaktif dan degradasi yang lebih cepat saat digunakan untuk aplikasi biomedis [4].

Ikatan silang antara turunan kitosan dengan alginat terksidasi dapat terjadi melalui pembentukan basa Schiff
yang disebut juga dengan Hugo Schiif , yaitu senyawa organik yang terbentuk melalui reaksi kondensasi antara
amina primer dengan karbonil aktif (aldehid atau keton) pada kondisi yang spesifik. Secara struktural, basa Schiff (
dikenal juga sebagai imina atau azometin, -C=N-)(15). Senyawa ini secara luas digunakan untuk industri dan juga
dilaporkan memiliki berbagai macam aktivitas antimikroba dengan spektrum yang luas terhadap bakteri dan jamur.
Sudah banyak basa Schiif turunan kitosan yang disintesis diantaranya adalah kitosan-glutaraldehid[8], Kkitosan
dengan p-klorobenzaldehida[14], kitosan-vanilin [15], semuanya menunjukkan aktivitas antimikroba lebih tinggi
daripada kitosan sendiri.Demikian juga dengan hidrogel berbasis kitosan-dekstran yang terbentuk melalui ikatan
basa Schiff ternyata efektif terhadap S.aureus, S.pyogenes, E.coli, dan C.perfringens dan aktivitasnya lebih kuat
terhadap S. aureus dibandingkan E. coli. Ikatan basa Schiff yang terdapat pada senyawa ini telah terbukti
berpengaruh terhadap aktivitas biologisnya[1].

Secara khusus pada bidang perawatan kesehatan, pengembangan hidrogel yang bersifat antimikroba untuk
berbagai mikroorganisme patogen adalah sangat penting. Sehingga pada penelitian ini akan dilakukan pembuatan
hidrogel in situ yang terjadi melalui pembentukan ikatan silang kimia (ikatan basa Schiff) antara maleoil kitosan
(MKS) dengan dialdehid alginat (DAA) pada suhu kamar dengan berbagai rasio perbandingan, kemudian
dilakukan karakterisasi dan evaluasi uji aktivitas antibakteri dari hidrogel yang terbentuk terhadap bakteri E. Coli
dan S.aureus dalam pemanfaatannya lebih lanjut dalam bidang biomedis.

2. Metode

Alat. Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah; timbangan analitis (Metler Toledo), lumpang dan
alu, hotplate/magnetic stirrer, magnetic bar, termometer, pH meter (Hanna), spektrofotometer (UV-1800
Shimadzu), autoclave, batang pengaduk, bunsen, cawan petri, jarum ose, jangka sorong, kapas, pipet mikro, lemari
pendingin, incubator, oven vakum, spatula, vortex, dan alat-alat gelas lainnya

Bahan. Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah; kitosan, maleoil kitosan, dialdehid alginat,
larutan buffer phosfat (NazHPO4-NaH2PO,), asam asetat glasial, etanol , akuades, kertas pH universal, nutrient agar
(NA), Mueller Hinton agar (MHA), etanol, biakan Staphlococcus aureus, biakan Escherichia coli. Semua bahan
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kimia digunakan tanpa pemurnian lebih lanjut.

Pembuatan hidrogel hibrid MKS-DAA. Maleoil kitosan (MKS) telah dipersiapkan sebelumnya menurut
prosedur yang dilakukan oleh Zhu, et al. In [22], Fan, et al. In [3], Mukhopadhyay, et al. in [10] dan dialdehid
alginat (DAA) menurut prosedur Wang, et al. in [19], Subur, et al. in [12].

Hidrogel hibrid MKS-DAA dipersiapkan dengan mengadopsi prosedur yang telah dilakukan oleh Tan, et al. in
[17], Yu, et al. in [20] sebagai berikut, hidrogel hibrid MKS-DAA dibuat dengan melarutkan masing-masing 20
mg/ml MKS dan DAA dengan proporsi yang berbeda dalam lima rasio (9:1, 7:3, 5:5, 3:7, 9:1) dengan total
konsentrasi polimer yang digunakan masing-masing 10 ml dalam larutan buffer fosfat pH 7,4.Campuran larutan
direaksikan di botol polietilen sebagai cetakan dengan pengadukan pada suhu kamar sampai terbentuk
hidrogel.Hidrogel yang terbentuk dikarakterisasi dengan spektrofotometer FT-IR.

2.1. Pembuatan media.

Pembuatan media Nutrient Agar. Sebanyak 7 g nutrient agar dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan dilarutkan
dengan 250 ml akuades, dipanaskan sampai semua larut dan mendidih, kemudian disterilkan dalam autoclave pada
suhu 121 °C selama 15 menit.

Pembuatan media agar miring dan stok kultur bakteri. Ke dalam tabung reaksi yang steril dimasukkan 3 ml
media NA steril, didiamkan pada suhu kamar sampai memadat pada posisi miring membentuk sudut 30 -45 °C.
Biakan bakteri dari stairn utama diambil dengan jarum ose steril lalu diinokulasi pada permukaan media NA miring
dengan cara menggores, kemudian diinkubasi pada suhu 35 °C selama 18-24 jam.

Pembuatan media Mueller Hilton Agar (MHA). Sebanyak19 g serbuk Mueller Hinton Agar, dimasukkkan
dalam erlenmeyer lalu dilarutkan dengan 5000 ml akuades dan dipanaskan sehingga semua larut dan mendidihlalu
disterilkan dalam autoclave pada suhu 121 °C selama 15 menit.

Pembuatan inokolum bakteri. Sebanyak 3,25 g nutrient broth dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan dilarutkan
dengan 250 ml akuades, dipanaskan sampai semua larut dan mendidih, kemudian disterilkan dalam autoclave pada
suhu 121 °C selama 15 menit dan didinginkan. Lalu koloni mikroba diambil dari stok kultur menggunakan jarum
ose steril lalu disuspensikan ke dalam 10 ml media nutrient broth steril dalam tabung reaksi dan diinkubasikan pada
suhu 35 °C selama 3 jam, lalu diukur panjang gelombang dengan menggunakan spektrofotometer UV-VIS panjang
gelombang 580 — 600 nm.

Penentuan aktivitas antibakteri. Penentuan aktifitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi sumur,
dimana dibuatkan sumur dengan diameter 6 mm pada media agar yang telah diinokulasi oleh E.coli dan S.aureus,
lalu dimasukkan sampel yang akan diuji aktivitasnya ke dalam sumur dan diamati zona bening yang terbentuk
setelah diinkubasi selama 24 jam. Zona bening yang terbentuk menunjukkan daya hambat yang dihasilkan sampel
uji terhadap E.coli dan S.aureus dan diukur dengan menggunakan jangka sorong ( ketelitian mm)

3. Hasil dan Pembahasan

Hidrogel hibrid MKS-ADA. Hidrogel hibrid terbentuk secara in situ melalui pencampuran MKS dan DAA
pada berbagai rasio perbandingan dengan pengadukan pada suhu kamar yang terjadi melalui pembentukan basa
Schiff (gugus —C=N-) sebagai hasil reaksi kondensasi dari gugus amina pada turunan kitosan (MKS) yang larut
pada kondisi pH fisiologis dengan gugus karbonil aktif dari dialdehid alginat (DAA) yang didesain sebagai H1,
(MKS:DAA= 9:1), H2(7:3), H3(5:5), H4(3:7) dan H5 (1:9). Terbentuknya hidrogel hibrid tersebut dikarakterisasi
dengan spektrofotometer FT-IR seperti yang diperlihatkan pada Gambar 1.



12 Subur P. Pasaribu, dkk / ST Conference Series 02 (2019)

— — T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Gambar 1. Spektrum FT-IR hidrogel hibrid MKS-DAA dengan rasio perbandingan 5:5

Berdasarkan Spektrum FT-IR hidrogel hibrid MKS-DAA dengan rasio perbandingan 5:5 (H5) sebagai contoh
(Gambar 1) diperoleh puncak karakteristik dari struktur hemiasetal pada 864,11 cm™ yang merupakan vibrasi
stretching dari ikatan —C-N- yang menunjukkan bahwa telah terjadi reaksi kopling diantara gugus CHO pada DAA
dan NH; dari MKS, hal yang sama juga telah diverifikasi sebelumnya oleh Kamoun. in [6],Tan, et al. in [17], Yu,
et. In [20] dan dan didukung dengan adanya puncak pada 1627,92 cm-! yang berhubungan dengan terbentuknya
gugus —C=N- (basa Schiff atau imina) (20, 11, 8, 15), dimana basa Schiff ini merupakan pengikat silang antara MKS
dan DAA dan sangat berperan dalam aktivitas antibakteri.

Aktivitas antibakteri. Hasil pengujian aktivitas antibakteri hidrogel hibrid MKS-DAA pada berbagai rasio
perbandingan dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel 1 berikut ini.

a.Bakteri E. coli

b.Bakteri S. auerus
Keterangan : H1 — H5 = Rasio perbandingan maleoil kitosan : dialdehid alginate (MKS : DAA
Gambar 2.Zona hambat hidrogel MKS-DAA terhadap bakteri a. E. coli dan b. S. aureus
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Tabel 1. Aktivitas antibakteri hidrogel hibrid MKS-DAA (H1-H5) terhadap Eschericia coli dan Staphyloccocus aureus

Bakteri Hidrogel Diameter Zona Hambat (mm)
H1 (9:1) -
H2 (7:3) -
Escherichia coli H3 (5:5) 6.18
H4 (3:7) 8,15
H5 (1:9) 6,80
H1 (9:1) 8,00
H2 (7:3) 10,10
Staphylococcus auerus H3 (5:5) 10,08
H4 (3:7) 8.15
H5 (1:9) 7,00

Keterangan : H1 — H5 = Rasio Perbandingan Maleoil kitosan : Dialdehid alginate (MKS : DAA)
(-) = Tidak terdapat zona bening

Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri dari hidrogel MKS-DAA seperti yang terdapat pada Gambar 2 dan
Tabel 1, menunjukkan bahwa ada perbedaan pola aktivitas biologis terhadap kedua bakteri uji. Aktivitas terhadap
E.Coli hanya perbandingan 5:5, 3:7, 1:9, yang memiliki aktivitas dengan diameter penghambatan masing- masing
6,18 , 8,15 dan 6,80 (mm), sedangkan 9:1 dan 7:3 tidak memiliki aktivitas. Hal ini mengindikasikan bahwa
dengan adanya kenaikan DAA pada perbandigan 5:5 sampai 3:7 ( H3-H4) terjadi kenaikan aktivitas dan menurun
kembali pada perbandingan 1:9 (H5) seiring dengan penurunan kandungan MKS-nya. Hal ini disebabkan bahwa
pada perbandingan H3-H4 ikatan silang yang terbentuk (juga merupakan pembentukan basa Schiff, -C=N-) lebih
banyak terjadi sehingga aktivitas antibakterinya meningkat dan menurun kembali seiring dengan penurunan
kandungan MKS yang menyebabkan ikatan silangnya juga berkurang. Sedangkan aktivitas antibakteri hidrogel
hibrid terhadap bakteri S.aureus pada seluruh rasio perbandingan (H1-H5) menunjukkan adanya aktivitas, dan
aktivitas terkuat pada perbandingan 7:3 dan 5:5 masing-masing sekitar 10,10 mm dan 10,08 mm, sedangkan yang
paling lemah 1:9 (7mm). Terjadinya peningkatan kandungan DAA pada rasio perbandingan H1 ke H2
menyebabkan terjadinya peningkatan aktivitas dan menurun mulai dari H3 ke H5 seiring dengan penurunan
kandungan MKS yang mengindikasikan bahwa perbandingan ini berpengaruh terhadap jumlah ikatan basa Schiff
yang terbentuk dan tingkat kepadatan ikatan silang yang tentu saja mempengaruhi aktivitas antibakterinya.
Penggabungan bagian pengikat silang hidrofilik ke molekul turunan kitosan memungkinkan sintesis hidrogel
dengan hidrofilisitas yang lebih tinggi, dengan kemampuan membengkak lebih baik dalam media berair (pH
fisiologis) dan pelarut organik, juga dengan densitas muatan positif yang lebih besar, dimana gugus C=0 dan NH
dalam hidrogel dapat terprotonasi dan akibatnya muatan positifnya diperkuat, sehingga menyebabkan aktivitas
antimikrobanya lebih baik [9].

Dari keseluruhan sampel yang dilakukan uji aktivitasnya menunjukkan bahwa sifat antibakterinya lebih kuat
terhadap bakteri S.aureus dibandingkan dengan E.Coli.Hal Ini kemungkinan dapat dikaitkan dengan dinding sel
bakteri yang berbeda. Dinding sel bakteri Gram positif tersusun dari lapisan peptidoglikan yang banyak pori-pori,
sehingga memungkinkan molekul asing tanpa kesulitan masuk ke sel dan menyebabkan penyerapan ion lebih cepat,
sedangkan dinding sel bakteri Gram negatif terbentuk dari selaput tipis poliglikogen peptida dan membran luar yang
terdiri dari lipopolisakarida, lipoprotein dan fosfolipid. Karena struktur selnya yang rumit, membran luarnya
berpotensi menghalangi masuknya molekul asing [5,9].

Berdasarkan aktivitas antibakterinya maka rasio perbandingan pembentukan hidrogel yang paling baik
digunakan adalah 5:5 karena memilki aktivitas terhadap kedua bakteri sehingga dapat dimanfaatkan lebih lanjut
dalam bidang biomedis.

4. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa;

1. Hidrogel hibrid maleoil kitosan-dialdehid alginat (MKS-DAA) telah berhasil disintesa pada berbagai rasio
perbandingan MKS dan DAA.
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Aktivitas antibakteri hidrogel akan meningkat seiring dengan peningkatan jumlah DAA tetapi menurun
kembali seiring dengan penurunan MKS dan hidrogel yang terbentuk dengan rasio perbandingan 5:5 sangat
potensial digunakan sebagai hidrogel yang bersifat antibakteri untuk aplikasi biomedis.
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