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ABSTRAK 

 

Nama  : Elphina Rolanda 

Program Studi : Farmasi 

Judul  : Pengaruh Enkapsulasi Liposom terhadap Aktivitas Antibakteri 

Gentamisin Sulfat 

 

Penggunaan antibiotik dalam masyarakat sangat tinggi. Sampai saat ini, masih 

terdapat berbagai masalah yang ditimbulkan oleh penggunaan antibiotik. 

Gentamisin sulfat, antibiotik aminoglikosida dengan profil bioavailabilitas buruk 

dan efek samping, memerlukan jalan keluar untuk menjadikan antibiotik ini 

memiliki aktivitas lebih baik lagi dan aman. Liposom, sebagai karier pengantaran 

obat telah terbukti sukses meningkatkan aktivitas antibakteri banyak senyawa obat 

dari berbagai kelas antibiotik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 

hambat minimum (KHM) larutan gentamisin sulfat terhadap Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 adalah 15,63 ppm dan terhadap Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa adalah 62,5 ppm. Konsentrasi bunuh minimum (KBM) 

larutan gentamisin sulfat terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 

15,63 ppm dan terhadap Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah 

62,5 ppm sedangkan konsentrasi bunuh minimum suspensi liposom gentamisin 

sulfat terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 7,81 ppm dan 

terhadap Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah 3,91 ppm. Dengan 

demikian dapat ditarik kesimpulan bahwa enkapsulasi liposom meningkatkan 

aktivitas antibakteri gentamisin sulfat terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 dan Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa. 

 

Kata Kunci : antibakteri, gentamisin sulfat, liposom, Pseudomonas aeruginosa 
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ABSTRACT 

 

Name  : Elphina Rolanda 

Program Study: Pharmacy 

Title  : The Effect of Liposome Encapsulation on Antibacterial Activity 

of Gentamicin Sulfate 

 

The use of antibitotic in society is very high. Until this moment, there are various 

problem caused by the use of antibiotics. Gentamicin sulfate, an aminoglycoside 

antibiotic which has poor bioavailabily profe and side effect, requiring a way out 

to make it’s activity better and more safe. Liposome, as a carrier for drug delivery 

system, have been successfully improve the activity of many antibacteria 

compound from different classes of antibiotics. The result of this research shown 

that the the minimum inhibitory concentration (MIC) for gentamicin sulfate 

solution againts Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 is 15.63 ppm and 62.5 

ppm when againts Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa. Minimum 

bactericidal concentration (MBC) for gentamicin sulfate solution againts 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 is 15.63 ppm and when againts Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa is 62.5 ppm while the minimum bactericidal 

concentration for gentamicin sulfate liposomal suspension againts Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 is 7.81 ppm and when againts Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa is 3.91 ppm. Thus, the conclusion that can be drawn is 

liposome encapsulation improved gentamicin sulfate’s antibacteria activity againts 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa. 

 

Keywords : antibacteria, gentamicin sulfate, liposome, Pseudomonas aeruginosa 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1.  Latar Belakang 

 Antibiotik adalah substansi yang dalam konsentrasi rendah dapat 

menghambat pertumbuhan dan reproduksi bakteri dan fungi (Koolman dan 

Roehm, 2005). Berdasarkan sifatnya (daya hancurnya) antibiotik dibagi menjadi 

dua, yaitu : 

1.   Antibiotik yang bersifat bakterisidal, yaitu antibiotik yang bersifat 

destruktif terhadap bakteri. 

2.   Antibiotik yang bersifat bakteriostatik, yaitu antibiotik yang bekerja 

menghambat pertumbuhan bakteri. 

 Pada saat ini antibiotik masih sangat dibutuhkan oleh manusia. Menurut 

Strohl (1999) ada beberapa alasan pentingnya eksplorasi senyawa dan teknologi 

farmasetika antibiotik baru. Pertama: seiring dengan perkembangan metode 

pengobatan yang menggunakan berbagai macam antibiotik, telah menimbulkan 

kasus munculnya mikroba patogen yang resisten terhadap beberapa antibiotik  

yang berkaitan dengan penggunaan antibiotik tersebut. Sebagai contoh timbulnya 

mikroba patogen yang tahan terhadap penisilin, kasus Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin-Resistant Enterococci (VRE) 

khususnya Enterococcus faecium dan Enterococcus faecalis, dan β-lactam-

resistant Streptococcus pneumoniae. Kedua: dalam beberapa kasus antibiotik 

yang memiliki aktivitas biologi yang sangat tinggi tetap mampu dihambat 

aktivitasnya atau diinaktifkan oleh bakteri patogen. Sebagai contoh kasus infeksi 

yang disebabkan oleh Pseudomonas aeruginosa pada seseorang yang menderita 

cystic fibrosis pernah menjadi permasalahan serius pada dunia kedokteran. Ketiga: 

antibiotik memiliki keterbatasan pada sistem organ tubuh, yaitu pada kasus 

tertentu beberapa antibiotik memiliki sifat toksik terhadap salah satu organ yang 

peka terhadap antibiotik tersebut. Sebagai contoh pada kasus penggunaan 

gentamisin dan aminoglikosida lainnya akan dibatasi efektivitasnya karena 

antibiotik tersebut berhubungan dengan nefrotoksisitas dan ototoksisitas. 
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Antibiotik aminoglikosida digunakan secara tunggal atau kombinasi 

dengan penisilin atau sefalosporin untuk mengobati infeksi serius yang 

disebabkan oleh bakteri aerob Gram negatif maupun Gram positif. Namun, efek 

samping berupa nefrotoksisitas, ototoksisitas dan paralisis neuromuskular dari 

antibiotik aminoglikosida membatasi aplikasi klinis dari antibiotik golongan ini. 

Disamping itu, resistensi bakteri terhadap antibiotik golongan aminoglikosida 

meningkat yang bersumber dari elaborasi termediasi plasmid dari enzim 

pendegradasi aminoglikosida (Omri dan Ravaoarinoro, 1995). Enzim 

pendegradasi aminoglikosida antara lain adalah aminoglycoside modifying 

enzymes (aminogycosides acetyltransferase, aminoglycoside phosphorylase, dan 

aminoglycoside adenyl transferase). 

Liposom, sebagai karier untuk sistem penghantaran obat, telah terbukti 

sukses meningkatkan aktivitas antibakteri banyak senyawa obat dari berbagai 

kelas antibiotik. Alasan utama dari penggunaan liposom sebagai karier adalah 

kegunaan liposom dalam hal pelepasan obat terkendali, menurunkan regimen 

dosis dan atau memungkinkan pengadministrasian dosis yang lebih besar dengan 

toksisitas yang lebih rendah dan meningkatkan sensitivitas dari bakteri terhadap 

obat yang terenkapsulasi liposom dengan menghindari enzim serta inaktivasi 

secara imunologi dan kimia. Enkapsulasi aminoglikosida menggunakan liposom 

telah terbukti secara nyata mengubah self life dan area under curve (AUC) dan 

menyebabkan pergeseran dalam hal akumulasi obat dari ginjal ke organ lainnya, 

dengan demikian berpotensi untuk menurunkan nefrotoksisitas. Melalui penelitian 

terdahulu diketahui bahwa enkapsulasi liposom meningkatan aktivitas antibakteri 

piperasilin dan gentamisin terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dan 

Escherichia coli secara in vitro (Omri dan Ravaoarinoro,1995). 

Pada penelitian terdahulu telah dilakukan penelitian pengaruh enkapsulasi 

liposom terhadap aktivitas antibakteri golongan aminoglikosida yaitu amikasin, 

netilmisin, dan tobramisin. Melalui penelitian ini diketahui bahwa amikasin dan 

tobramisin terenkapsulasi liposom memiliki aktivitas antibakteri yang mirip 

dengan amikasin dan tobramisin bebas. Berbeda dengan netilmisin, netilmisin 

terenkapsulasi liposom memiliki aktivitas yang lebih baik dibandingkan dengan 

Pengaruh enkapsulasi..., Elphina Rolanda, FMIPA UI, 2012



3 
 

   Universitas Indonesia 

  

netilmisin bebas. Baik aktivitas amikasin, netilmisin, dan tobramisin diujikan 

terhadap bakteri Gram negatif dan Gram positif (Omri dan Ravaoarinoro,1995).  

 Penelitian pengaruh enkapsulasi liposom terhadap aktivitas antibakteri 

gentamisin sulfat telah dilakukan sebelumnya. Hasil penelitian tersebut 

menyatakan bahwa enkapsulasi liposom dapat meningkatkan aktivitas antibakteri 

gentamisin sulfat. Kesimpulan tersebut didapat melalui hasil uji konstentrasi 

hambat minumum dan konsentrasi bunuh minimum dimana konsentrasi hambat 

minimum untuk gentamisin sulfat tidak terenkapsulasi liposom terhadap 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 adalah 4 ppm dan terhadap dua bakteri uji 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa PA-1 dan PA-136411 secara 

berurutan adalah 16 dan 512 ppm sedangkan untuk gentamisin sulfat 

terenkapsulasi liposom konsentrasi hambat minimum terhadap Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 10145 adalah 1 ppm dan terhadap dua bakteri uji Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa PA-1 dan PA-136411 secara berurutan adalah 

8 dan 32 ppm. Hasil untuk konsentrasi bunuh minimum juga memberikan 

kesimpulan yang sama dengan hasil konsentrasi hambat minimum yaitu terdapat 

peningkatan aktivitas antibakteri gentamisin sulfat jika dienkapsulasi dengan 

liposom. Pada penelitian tersebut digunakan 1,2-Dimiristoil-sn-gliserol-3-

fosfokolin (DMPC) sebagai lesitin pembentuk membran liposom dimana harga 

lesitin jenis ini cukup mahal. Maka dari itu, pada penelitian kali ini digunakan 

fosfatidilkolin kuning telur yang dari aspek harga terbilang lebih murah daripada 

1,2-Dimiristoil-sn-gliserol-3-fosfokolin (DMPC) sehingga diharapkan dengan 

biaya yang lebih murah dicapai efek terapi yang sama (Rukholm et al, 2005).  

 Gentamisin sulfat tersedia sebagai larutan steril dalam vial atau ampul 60 

mg/1,5 mL; 80 mg/2 mL; 120 mg/3 mL dan 280 mg/2 mL. Pemberian dengan rute 

injeksi mengharuskan sediaan gentamisin sulfat sebagai sediaan steril. Pemberian 

dengan rute injeksi menjadi pilihan terbaik untuk pemberian gentamisin sulfat 

karena hanya kurang dari 1% dari dosis akan diabsorbsi jika diberikan secara oral 

dan rektal serta akan berpenetrasi dengan sangat lambat jika diberikan secara 

intradermal. 
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1.2. Perumusan Masalah dan Ruang Lingkup 

 Masalah yang diangkat dalam penelitian ini adalah apakah enkapsulasi 

liposom dapat meningkatkan aktivitas antibakteri dari gentamisin sulfat. Ruang 

lingkup penelitian ini adalah Farmasetika-Mikrobiologi Eksperimental. 

1.3. Jenis Penelitian dan Metode yang Digunakan 

 Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental. Metode 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode hidrasi lapis tipis untuk 

enkapsulasi liposom gentamisin sulfat, metode dilusi cair untuk penentuan 

konsentrasi hambat minimum dan teknik penipisan lempeng agar untuk penentuan 

konsentrasi bunuh minimum. 

1.4. Hipotesis 

 Enkapsulasi liposom dapat meningkatkan aktivitas antibakteri gentamisin 

sulfat terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa. 

1.5. Tujuan Penelitian 

Mengetahui efek enkapsulasi liposom terhadap aktivitas antibakteri 

gentamisin sulfat pada Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Liposom 

Liposom merupakan struktur tertutup berbentuk sferis, yang dibentuk dari 

lipid bilayer melengkung yang menjerap fase air. Ukuran dari liposom berkisar 

antara 20 nm hingga beberapa mikrometer dan mungkin disusun dari satu atau 

beberapa membran konsentris, masing-masing dengan ketebalan sekitar 4 nm. 

Liposom memiliki sifat yang menarik karena karakteristik ampifilik dari lipid 

yang mampu menjadikan liposom sebagai pembawa obat yang baik. Obat yang 

bersifat hidrofilik akan terjerap pada bagian aqueous dari vesikel sedangkan yang 

lipofilik akan terjerap pada bagian lipid dari vesikel (Windholz, 1976). 

Liposom memiliki berbagai keuntungan, yaitu : 

a. Liposom memiliki bagian lipofil maupun hidrofil sehingga dapat digunakan 

untuk obat yang amfifatik, hidrofob dan hidrofil (Windholz, 1976) 

b. Liposom dapat dikarakterisasi baik secara kimia dan fisika 

c. Liposom cenderung biokompatibel karena bersifat biodegradable. 

d. Kurang toksik dan dengan imunogenitas rendah 

e. Liposom bisa digunakan sebagai pembawa obat untuk lepas terkendali 

f. Liposom membantu menurunkan paparan obat yang toksik terhadap jaringan 

yang sensitif 

g. Liposom dapat diberikan melalui berbagai rute pemberian 

h. Farmakokinetik dan biodistribusi liposom dapat dikendalikan dari komposisi 

lipid dan ukuran 

Klasifikasi liposom berdasarkan parameter struktur (Mayesm et al., 2003) 

a. Vesikel multilamellar 

1. Multilamellar large vesicle berukuran lebih besar dari 0,5 µm (MLV) 

2. Oligolamellar Vesicle berukuran antara 0,1-1 µm (OLV) 

b. Vesikel unilamellar 

1. Vesikel unilamellar kecil berukuran 20-100 nm (SUV) 

2. Vesikel unilamellar besar berukuran lebih besar dari 100 nm (LUV) 

3. Vesikel ukuran raksasa berukuran lebih dari 1 µm (GUV) 
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c. Vesikel multivesikular berukuran lebih dari 1 µm. (MVV) 

Beberapa metode pembuatan liposom (Swarbrick dan Boylan, 1994) 

a. Metode Lapis Tipis 

Metode lapis tipis umumnya menghasilkan liposom dengan tipe MLV atau 

SUV. Lapis tipis lemak yang mengandung fosfolipid dibentuk di dalam dinding 

labu gelas setelah fase organik diuapkan sempurna dengan evaporator, kemudian 

dibiarkan semalaman agar tercapai kondisi kesetimbangan dengan lingkungan 

Setelah itu lapis tipis dihidrasi dengan penambahan larutan dapar. Obat 

yang dienkapsulasi dapat ditambahkan ke dalam pelarut organik yang 

mengandung fosfolipid sebelum lapis tipis terbentuk atau ke dalam larutan dapar. 

Pengocokan pada suhu transisi (56-62
o
C) akan membentuk suspensi MLV. 

Untuk mengurangi ukuran liposom dan mempersempit rentang distribusi 

ukuran dapat dilakukan dengan ekstrusi. Ekstrusi adalah tahap pengecilan ukuran 

yang sesuai, dapat dilakukan melalui membran filter polikarbonat dengan 

ultrasonikasi sehingga dihasilkan dispersi SUV. 

b. Metode Injeksi 

Pelarut organik diinjeksikan ke dalam fase air dalam kondisi eksperimen yang 

berbeda, seperti temperatur fase air dan pelarut organik, kecepatan injeksi dan 

kecepatan pengadukan. 

Ada dua metode injeksi, antara lain: 

1. Injeksi eter 

Lapisan lipid dan eter diinjeksikan ke dalam fase air yang berisi zat 

yang akan dienkapsulasi pada suhu 55-65
o
C, hasilnya berupa LUV. 

Perbedaan utamanya terlihat pada lambatnya kecepatan injeksi dan 

perbedaan suhu antara larutan yang diinjeksikan dengan fase air. 

2. Injeksi etanol 96% 

Pada awalnya, injeksi etanol 96% adalah suatu alternatif untuk 

membuat SUV tanpa sonifikasi. Lipid dilarutkan dalam etanol 96%, 

kemudian diinjeksikan pada fase air yang mengalami pengadukan dengan 

alat pengaduk. MLV yang besar dan heterogen dapat diperoleh dengan 

cara meningkatkan konsentrasi lipid. Larutan lesitin pada pelarut organik 

disiapkan pada suhu tinggi dan diinjeksikan pada fase air yang dipanaskan. 
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c. Metode Demulsifikasi 

1. Reverse phase evaporation 

Vesikel reverse phase evaporation umumnya menghasilkan LUV 

yang dapat meningkatkan serapan untuk air dan zat polar. Mula-mula 

fosfolipid dilarutkan dalam eter atau pelarut lain yang mudah menguap, 

tambahkan fase air kemudian dikocok dengan ultrasonikasi. Pengecilan 

ukuran, homogenisasi ukuran dan penghilangan obat bebas sama dengan 

prosedur lapis tipis LUV yang memiliki kompartemen air yang cukup 

tinggi, sehingga baik digunakan untuk mengenkapsulasi obat yang bersifat 

polar. 

2. Emulsi ganda 

Pembuatan sama dengan reverse phase evaporation hanya saja 

dimulai dari mikroemulsi air dalam minyak 

Beberapa mekanisme pembentukan liposom (Lasic, 1995; Swarbrick dan Boylan, 

1994): 

a. Teori pertunasan (budding off) 

 Dimana berbagai cara penekanan pada fosfolipid yang terhidrasi, dalam 

susunan lamellar yang teratur, menyebabkan terbentuknya tunas dari lapis ganda 

lipid menuju ke arah ukuran yang tetap. 

b. Teori fragmen lapis ganda lipid yang terhidrasi 

Terjadi ketidakstabilan termodinamika saat permukaan hidrofobik terpapar 

fase air sehingga bergabung dengan fragmen lain untuk membentuk vesikel 

lemak. Ketidakstabilan termodinamika pada bagian tepi dari fragmen lapis ganda 

lipid menyebabkan pelengkungan dan ketika fragmen lapis ganda lipid saling 

berdekatan terbentuklah vesikel. 

2.2. Fosfolipid 

Fosfolipid merupakan golongan molekul ampifilik yang paling sering 

digunakan untuk penggunaan farmasetika. Berdasarkan asal perolehannya, 

fosfolipid dapat dikelompokkan menjadi empat kelompok (Swarbrick dan Boylan, 

1994): 
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1.  Fosfolipid yang berasal dari alam  

Di alam ini terdapat dua sumber utama dari fosfolipid, yaitu telur dan 

kacang kedelai. Fosfolipid yang dapat diperoleh dari telur antara lain 

phosphatidylcholine (PC), phospatidylethanolamine (PE), dan sphingomyelin 

(SPM). Sedangkan dari kacang kedelai, fosfolipid yang dapat diperoleh antara lain 

PC, PE, dan phospatidylinositol (PI). Perbedaan antara fosfolipid yang diperoleh 

dari telur dan fosfolipid yang diperoleh dari kacang kedelai adalah letak rantai asil 

yang tak jenuh, di mana pada fosfolipid yang diperoleh dari telur memiliki rantai 

asil jenuh pada posisi 1 dan rantai asil tidak jenuh pada pada posisi 2. Sedangkan 

fosfolipid yang berasal dari kacang kedelai memiliki rantai asil tak jenuh baik 

pada posisi 1 maupun 2.  

2. Fosfolipid Alam Termodifikasi  

Merupakan fosfolipid dari alam yang mengalami modifikasi struktur kimia 

melalui proses tertentu seperti hidrogenasi parsial atau total guna mengurangi 

tingkat ketidakjenuhan. Dengan demikian fosfolipid alam termodifikasi 

diharapkan akan memiliki bentuk yang lebih baik dan lebih tahan terhadap 

oksidasi daripada bentuk asalnya.  

3. Fosfolipid Semisintesis  

Rantai asil dari fosfolipid alam secara kimia digantikan posisinya oleh 

rantai asil tertentu yang dikehendaki.   

4.    Fosfolipid Sintesis  

Golongan senyawa fosfolipid yang secara penuh dibuat melalui jalur 

sintesis kimia. 

2.3. Kolesterol 

Rumus struktur kolesterol 

 

 

 

 

Gambar 2.1. Struktur Bangun Kolesterol 

[Sumber: American Pharmaceutical Association, 2009] 
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Kolesterol berupa serbuk atau granul berwarna putih atau agak sedikit 

kekuningan yang mudah larut dalam aseton, larut dalam alkohol, eter dan benzen, 

tetapi praktis tidak larut dalam air. Kolesterol merupakan senyawa steroid yang 

penting karena menjadi prekursor sejumlah besar senyawa steroid yang sama 

pentingnya, seperti asam empedu, hormon korteks adrenal, hormon seks, vitamin 

D, glikosida kardiak, sitosterol dalam dunia tumbuhan dan beberapa alkaloid 

(American Pharmaceutical Association, 1994; Mayesm et al., 2003; Reynold, 

1982). 

Kolesterol terdapat di dalam jaringan dan lipoprotein plasma dan dapat 

dalam bentuk kolesterol bebas atau gabungan dengan asam lemak rantai-panjang 

sebagai ester kolesterol. Kolesterol merupakan prekursor semua senyawa steroid 

lainnya dalam tubuh, seperti kortikosteroid, hormon seks, asam empedu dan 

vitamin D. Kolesterol secara khas adalah produk metabolisme hewan dan 

karenanya terdapat di makanan yang berasal dari hewan seperti kuning telur, 

daging, hati dan otak (Chattopadhyay et al., 1988). 

Keberadaan kolesterol dalam liposom akan meningkatkan stabilitas 

dengan menurunkan mobilitas molekul dan mengurangi permeabilitasnya 

sehingga akan meningkatkan rigiditas dinding vesikel pada konsentrasi optimum. 

Penambahan kolesterol yang melewati batas optimum akan menyebabkan lapis 

tipis liposom yang terbentuk menjadi kaku, sehingga pengembangan saat hidrasi 

tidak maksimal. Apabila terlalu sedikit, maka dinding vesikel menjadi kurang 

kokoh. Banyak celah yang dapat dilalui air sehingga memungkinkan vesikel 

beragregasi. Kolesterol harus disimpan dalam keadaan tertutup rapat dan 

terlindung dari sinar matahari supaya tetap stabil (American Pharmaceutical 

Association, 2000). 

2.4. Antibakteri 

Berdasarkan mekanisme kerjanya antibakteri dibagi dalam lima kelompok 

(Ganiswara et al., 1995; Idris dan Dalima, 1993; Jawetz, Malnick dan Adelberg, 

1989): 

a. Antibakteri yang mengganggu sintesis dinding sel bakteri 

Dinding sel bakteri terdiri dari peptidoglikan yaitu komponen utama yang 

memberi bentuk dan kekakuan pada bakteri. Obat yang termasuk dalam kelompok 
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ini adalah penisilin dan sikloserin. Oleh karena tekanan osmotik dalam sel kuman 

lebih tinggi daripada di luar sel maka kerusakan dinding sel akan menyebabkan 

terjadinya lisis. 

b. Antibakteri yang mengganggu keutuhan membran sel bakteri 

Antibakteri dapat merusak membran sel setelah bereaksi dengan fosfat 

pada fosfolipid membran sel bakteri. Antiseptik yang mengubah tegangan 

permukaan (surface active agents), dapat merusak permeabilitas selektif dari 

membran sel bakteri. Kerusakan membran sel menyebabkan keluarnya berbagai 

komponen penting dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam nukleat, nukleotida 

dan lain-lain. Contohnya fenol dan ammonium kuartener. 

c. Antibakteri yang menghambat metabolisme sel mikroba 

Bakteri membutuhkan asam folat untuk kelangsungan hidupnya. Bakteri 

harus mensintesis sendiri asam folat dari asam para amino benzoat (PABA). 

Apabila sulfonamida atau sulfon bersaing dengan PABA untuk diikutsertakan 

dalam pembentukan asam folat, maka terbentuk analog asam folat yang non 

fungsional. Akibatnya kehidupan bakteri akan terganggu. Dengan mekanisme 

kerja ini diperoleh efek bakteriostatik. Contoh senyawa yang termasuk kelompok 

ini adalah sulfonamida. 

d. Antibakteri yang menghambat sintesis protein sel mikroba 

Obat yang termasuk dalam kelompok ini adalah golongan aminoglikosida, 

makrolida, linkomisin, tetrasiklin, dan kloramfenikol. Untuk kelangsungan 

hidupnya, sel bakteri perlu mensintesis berbagai protein. Sintesis protein 

berlangsung di ribosom dengan bantuan mRNA dan tRNA. Pada bakteri, ribosom 

terdiri atas dua sub unit, yang berdasarkan konstanta sedimentasi dinyatakan 

sebagai ribosom 30S dan 50S. Untuk berfungsi pada sintesis protein, kedua 

komponen ini akan bersatu pada pangkal rantai mRNA menjadi ribosom 70S. 

Antibiotik aminoglikosida berkaitan dengan komponen ribosom 30S dan 

menyebabkan kode pada mRNA salah dibaca oleh tRNA pada waktu sintesis 

protein. Akibatnya akan terbentuk protein yang abnormal dan nonfungsional bagi 

sel bakteri. 

Antibiotik makrolida berikatan dengan ribosom 50S dan menghambat 

translokasi kompleks tRNA-peptida dari lokasi asam amino ke lokasi peptida. 
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Akibatnya rantai polipeptida tidak dapat diperpanjang karena lokasi asam amino 

tidak dapat menerima kompleks tRNA-asam amino baru. 

Linkomisin juga berikatan dengan ribosom 50S dan menghambat sintesis 

protein. Tetrasiklin berikatan dengan ribosom 30S dan menghalangi masuknya 

kompleks tRNA-asam amino pada lokasi asam amino. Kloramfenikol berikatan 

dengan ribosom 50S dan menghambat pengikatan asam amino baru pada rantai 

polipeptida oleh enzim peptidil transferase. 

e. Antibakteri yang menghambat sintesis asam nukleat sel bakteri 

Antibakteri yang termasuk dalam kelompok ini adalah rifampisin dan 

golongan kuinolon. Rimfampisin berikatan dengan enzim polimerase-RNA (pada 

sub unit), sehingga menghambat sintesis RNA dan DNA oleh enzim tersebut. 

Golongan kuinolon menghambat enzim DNA girase pada kuman yang fungsinya 

menata kromoson yang sangat panjang menjadi bentuk spiral hingga bisa muat 

dalam sel bakteri yang bakteri yang kecil. 

2.5. Gentamisin Sulfat (Reynold, 1982) 

 

Gambar 2.2. Struktur Bangun Gentamisin Sulfat 

[Sumber : CAS Database List] 

Gentamisin sulfat adalah campuran kompleks dari gentamisin C1 sulfat, 

gentamisin C1A sulfat dan gentamisin C2 sulfat. Gentamisin sulfat dihasilkan oleh 

pembiakan Micronospora purpurea. Potensi gentamisin sulfat setara dengan tidak 

kurang dari 590 µg per mg gentamisin, dihitung terhadap zat yang telah 

dikeringkan. Jika dikeringkan, gentamisin sulfat mengandung 31% sampai 34% 
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sulfat dan tidak kurang dari 590 unit gentamisin per mg; 80000 unit gentamisin 

sulfat setara dengan 80 mg gentamisin sulfat.  

Pemerian gentamisin sulfat adalah serbuk berwarna putih sampai 

kekuningan yang mengandung tidak lebih dari 15% air. Gentamisin sulfat larut 

dalam air, praktis tidak larut dalam alkohol, kloroform, dan eter. Larutan 

gentamisin sulfat dalam air memiliki perputaran bidang polarisasi ke kanan 

(dextrorotatory). Larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 4% dalam air 

memiliki pH 3,5 sampai 5,5. Larutan gentamisin sulfat disterilisasi dengan cara 

filtrasi. Penyimpanan gentamisin sulfat dianjurkan dalam wadah tertutup rapat. 

 Gentamisin sulfat inkompatibel dengan amfoterisin, sepalosporin, 

eritromisin, heparin, penisilin, sodium bikarbonat, dan natrium sulfadiazid.  

Larutan aqueous gentamisin sulfat stabil selama satu minggu dan akan berubah 

menjadi coklat jika diautoklaf. Hal ini dapat dihindari dengan menambahkan 

natrium metabisulfit dengan konsentrasi ≤ 80 µg per mL. 

Gentamisin sulfat adalah antibiotika golongan aminoglikosida yang 

mempunyai potensi tinggi dan berspektrum luas terhadap bakteri Gram positif dan 

Gram negatif dengan sifat bakterisid. Gentamisin sulfat mempunyai rentang terapi 

sempit, bersifat nefrotoksik dan ototoksik serta mempunyai variabilitas 

farmakokinetik interindividu cukup lebar, maka pemantauan kadar obat dalam 

darah pada penderita dengan gangguan fungsi ginjal adalah suatu kebutuhan agar 

keamanan dan efikasi terapi tercapai. Hal ini juga penting karena profil dosis dan 

kadar gentamisin dalam darah sukar diprediksi, terutama kadar puncak obat dan 

waktu paruh eliminasi (Peak-serum levels dan elimination half-life) (McEvoy, 

Miller, dan Litvak, 2005). 

Cara kerja gentamisin sulfat sebagai antibakteri adalah dengan berkaitan 

dengan komponen ribosom 30S dan menyebabkan kode pada mRNA salah dibaca 

oleh tRNA pada waktu sintesis protein. Akibatnya akan terbentuk protein yang 

abnormal dan nonfungsional bagi sel bakteri. Masalah resistensi yang sering 

menyebabkan gentamisin sulfat tidak lagi efektif sebagai antibakteri diantaranya 

adalah karena bakteri patogen menghasilkan enzim yang dapat memodifikasi 

struktur gentamisin sulfat dan golongan aminoglikosida lainnya, kekakuan 

membran luar bakteri, dan overekspresi dari efflux pump. 
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2.6. Evaluasi Liposom 

2.6.1. Morfologi (Bentuk Fisik) 

Evaluasi bentuk fisik liposom dilakukan dengan evaluasi terhadap ukuran 

dan lapisan dari liposom. Untuk dapat melihat ukuran liposom yang mikroskopik 

dibutuhkan suatu instrumen berupa mikroskop optik atau Scanning Electron 

Microscope (SEM), sedangkan untuk mengukur ketebalan yang terbentuk 

diperlukan instrumen yang dapat menganalisis liposom secara tiga dimensi 

menggunakan Transmission Electron Microscope (TEM). 

Karena keterbatasan mikroskop optik dalam melihat partikel yang 

berukuran nano maka untuk mengevaluasi liposom berukuran nano dibutuhkan 

alat Scanning Electron Microscope yang dapat mengukur ukuran partikel dan 

mengevaluasi bentuk partikel serta morfologinya. Teknik ini membutuhkan 

keadaan sampel yang kering dan juga diperlukan adanya agen pengontras yang 

diaplikasikan ke permukaan partikel, contohnya emas atau paladium (Williams 

dan Vaughn, 2007). 

Teknik yang serupa juga dengan SEM, yaitu Transmission Electron 

Microscopy dapat digunakan untuk mengevaluasi morfologi dari nanopartikel. 

Teknik ini membutuhkan kondisi vakum dan sampel harus dalam keadaan kering. 

Tomografi TEM memiliki resolusi gambar yang lebih tinggi dan gambar dapat 

diperbesar lebih banyak daripada menggunakan SEM (Williams dan Vaughn, 

2007).  

2.6.2. Distribusi ukuran partikel 

Distribusi ukuran partikel dapat diukur dengan menggunakan Particle Size 

Analyzer berupa Laser Light Scattering, Coulter Counter atau DLS/Photon 

Correlation Spectroscopy. Difraksi sinar laser pada Laser Light Scattering 

menggunakan cahaya difraksi, cahaya difusi atau keduanya dalam menghitung 

distribusi ukuran partikel. Analisis yang akurat dapat dilakukan pada partikel 

dalam rentang ukuran diameter 10 nm – 1 mm. Pada pengukuran dengan Coulter 

Counter, pengenceran dispersi diperlukan dan akurasinya dibatasi oleh partikel 

dengan ukuran diameter diatas 400 nm. Distribusi ukuran partikel dihitung 

melalui variasi tahanan elektrik ketika dispersi partikel melewati dua elektroda. 

Teknik ini membutuhkan persyaratan partikel yang sferis agar dapat mengukur 
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volume yang akurat. Pengukuran distribusi ukuran partikel menggunakan DLS 

memerlukan pengenceran dispersi dari partikel yang berukuran dibawah 6 µm. 

2.6.3. Daya jerap obat (Omri, Suntres, dan Shek, 2002) 

Salah satu evaluasi daya jerap obat adalah dengan menggunakan pengujian 

mikrobiologi. Pengujian mikrobiologi yang digunakan adalah uji konsentrasi 

hambat minimum metode cakram.  

Pengukuran daya jerap liposom dilakukan dengan membandingkan 

konsentrasi obat yang terjerap dengan konsentrasi total dengan rumus : 

%EP = 
          

  
 x 100% 

C terjerap adalah konsentrasi obat yang terjerap liposom, yaitu merupakan selisih 

dari konsentrasi total obat dengan konsentrasi akumulatif obat yang tidak terjerap 

liposom. Ct adalah konsentrasi total obat. Konsentrasi obat didapat dari hasil 

pengukuran serapan larutan.  

 Untuk mengetahui konsentrasi obat yang terjerap liposom terlebih dahulu 

dipisahkan obat yang terjerap liposom dengan yang tidak terjerap liposom. 

Terdapat 2 cara untuk memisahkan obat yang terjerap liposom dengan yang tidak 

terjerap liposom yaitu dengan cara dialisis dan sentrifugasi. Setelah dipisahkan, 

baik melalui proses dialisis maupun sentrifugasi akan didapati supernatant dan 

suspensi liposom murni (sudah tidak didapati lagi obat yang tidak terjerap 

liposom). Baik supernatant maupun suspensi liposom murni dapat digunakan 

untuk pengujiam daya jerap obat. Namun, untuk suspensi liposom murni tidak 

dapat langsung diujikan. Membran lipid suspensi liposom harus dipecah terlebih 

dahulu dengan menggunakan zat lain sebagai contoh adalah Triton X-100. 

2.7. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudumonas aeruginosa adalah bakteri Gram negatif dengan klasifikasi 

sebagai berikut (Bryan, Bryan, dan Bryan, 1962): 

Kingdom : Prokaryota 

Divisi  : Bacteria 

Kelas  : Schizomycetes 

Ordo  : Eubacteriales 

Famili  : Psedomonadeae 
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Genus  : Pseudomonas 

Spesies : Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa adalah salah satu dari Pseudomonas sp yang 

sering terdapat pada infeksi opportunistik dan infeksi nosokomial pada pasien 

immunocompromise sebagai akibat dari luka bakar atau trauma yang berat, 

penyakit seperti kanker, diabetes, dan cystic fibrosis (CF), immunosuppresion, dan 

operasi besar. Pseudomonas aeruginosa meningkat secara klinis karena resisten 

terhadap berbagai antimikroba dan memiliki kemampuan untuk mengembangkan 

tingkat Multidrug Resistance (MDR) yang tinggi, termasuk pada penisilin dan 

sefalosporin generasi pertama dan kedua, tetrasiklin, kloramfenikol, dan makrolid. 

Antimikroba yang mempunyai aktivitas terhadap Pseudomonas aeruginosa 

meliputi: aminoglikosida (gentamisin, amikasin, tobramisin), quinolon 

(ciprofloxacin dan levofloxacin, tapi tidak moksifloxacin), sefalosporin 

(seftazidim, sefepime, sefpirome, tapi tidak sefuroksim, seftriakson, sefotaksim), 

ureidopenisilin (piperasilin, ticarsilin: Pseudomonas aeruginosa pada dasarnya 

resisten terhadap penisilin lain), carbapenem (meropenem, imipenem, tapi tidak 

ertapenem), polimiksin (polimiksin B dan colistin), monobaktam (aztreonam). 

Antimikroba-antimikroba ini harus diberikan secara injeksi, kecuali 

fluoroquinolon, karena di beberapa rumah sakit, penggunaan fluoroquinolon 

dibatasi hanya untuk infeksi berat untuk menghindari berkembangnya resistensi 

Pseudomonas aeruginosa. 

Infeksi Pseudomonas yang serius sering terjadi di rumah sakit (infeksi 

nosokomial). Pseudomonas aeruginosa biasanya ditemukan di tempat yang 

lembab, seperti bak cuci dan wadah air kemih. Bahkan organisme ini ditemukan 

dalam cairan antiseptik tertentu. Infeksi paling serius terjadi pada orang yang 

sistem kekebalannya terganggu, baik karena pengobatan (contoh: kemoterapi dan 

pemberian imunosupresan) maupun penyakit (contoh: AIDS) yang disebut juga 

infeksi oportunis. Pseudomonas aeruginosa bisa menginfeksi darah, kulit, tulang, 

telinga, mata, saluran kemih, katup jantung dan paru-paru. Luka bakar juga bisa 

terinfeksi oleh Pseudomonas aeruginosa yang menyebabkan terbentuknya nanah 

berwarna hijau kebiruan pada luka bakar . 
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2.8. Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa memiliki beberapa faktor virulensi yang 

menunjang patogenitas dan resistensi bakteri tersebut terhadap beberapa agen 

antimikrobial. Hal ini meliputi kapsul alginat yang dapat memiliki mukus, 

keberadaan eksoenzim S, elastase dan fosfolipase C, serta sebuah Chaperone 

Usher pathway yang aktif. 

Pseudomonas aeruginosa telah menampakkan sifat resistensi terhadap 

beberapa jenis antibiotik. Melalui sebuah studi yang dilakukan di Tunis, Tunisia 

diketahui bahwa 60,9% isolat Pseudomonas aeruginosa resisten terhadap 

piperasilin, 53,4% resisten terhadap ceftazidim, 37,6% terhadap imipenem, 70,6% 

terhadap cefsulodime, 59,3% terhadap tobramisin, 80% terhadap gentamisin, 

62,4% terhadap amikasin, dan 53,4% terhadap siprofloksasin. Studi yang sama 

juga dilakukan di Turki dan didapati bahwa 70% Pseudomonas aeruginosa 

resisten terhadap gentamisin dan tobramisin demikian pula di Spanyol dan Italia 

didapati hasil yang serupa.  

Terdapat 3 kelas resistensi pada Pseudomonas aeruginosa yaitu resistensi 

intrinsik, resistensi didapat, dan resistensi adaptif (Breidenstein et al., 2011). 

Resistensi intrinsik (intrinsic resistance) bersifat stabil dan diwariskan. 

Mekanisme dari resistensi instrinsik dikarenakan rendahnya permeabilitas 

membran bakteri, produksi enzim β-laktamase dan overekspresi dari efflux pump. 

Resistensi didapat (acquired resistance) juga bersifat stabil dan diwariskan. 

Mekanisme dari resistensi ini adalah transfer horizontal serta mutasi yang dapat 

menyebabkan berkurangnya pengambilan zat ke dalam sel bakteri dan 

overekspresi dari efflux pump. Resistensi adaptif (adaptive resistance) merupakan 

resistensi yang timbul karena dampak kondisi lingkungan sehingga resistensi tipe 

ini juga bergantung pada kondisi lingkungan. Mekanisme resistensi adaptif adalah 

perubahan ekspresi gen termasuk overekspresi dari enzim β-laktamase dan efflux 

pump karena faktor yang memicu ekspresi dari gen yang mengatur ekspresi enzim 

β-laktamase dan efflux pump. 

2.9. Uji Aktivitas Antibakteri 

Berdasarkan sifat toksisitas selektif, ada antimikroba yang menghambat 

pertumbuhan mikroba dikenal sebagai aktivitas bakteriostatik, dan ada yang 
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bersifat membunuh mikroba dikenal sebagai aktivitas bakterisid. Kadar hambat 

minimal (KHM) antibakteri adalah kadar minimal dari antibakteri yang diperlukan 

untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Kadar bunuh minimal (KBM) 

antibakteri adalah kadar minimal dari antibakteri yang diperlukan untuk 

membunuh bakteri. Antibakteri dapat meningkat aktivitasnya dari bakteriostatik 

menjadi bakterisid, apabila kadar antibakteri tersebut ditingkatkan lebih besar dari 

KHM. 

Metode yang umum dipakai untuk menguji aktivitas antibakteri adalah 

(Lorian, 1980) : 

a. Metode pengenceran agar (Teknik dilusi) 

Pada metode ini, aktivitas zat antibakteri ditentukan sebagai kadar hambat 

minimal (KHM), yaitu zat antibakteri dengan konsentrasi terendah yang masih 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Metode ini dapat berupa : 

 Cara pengenceran serial dalam tabung  

Pada cara ini zat antibakteri yang akan diuji aktivitasnya 

diencerkan secara serial dengan pengenceran kelipatan dua dalam media 

cair (contoh: kaldu nutrisi untuk bakteri dan sabouraud cair untuk jamur) 

dan selanjutnya diinokulasikan dengan bakteri uji. Setelah itu 

diinkubasikan pada suhu 37
o
C selama 18 sampai 24 jam (untuk bakteri) 

dan pada suhu kamar selama 1 sampai 2 minggu (untuk jamur) 

 Cara penipisan lempeng agar 

Pada cara ini zat antibakteri yang akan ditentukan aktivitas 

antibakterinya diencerkan secara serial dengan metode pengenceran 

kelipatan dua di dalam media agar yang masih dalam fase cair bersuhu 

40
o
C sampai 50

o
C yang kemudian dituangkan ke dalam cawan petri. 

Setelah lempeng agar membeku, ditanam inokulum bakteri dan kemudian 

diinkubasi pada suhu dan jangka waktu yang sesuai dengan pertumbuhan 

bakteri yang diuji (18-24 jam, 37
o
C). 

b. Metode difusi agar 

Pada metode ini zat antibakteri yang akan ditentukan aktivitas 

antibakterinya berdifusi pada lempeng agar yang telah ditanami bakteri yang akan 

diuji. Dasar pengamatannya terbentuk atau tidaknya zona hambatan di sekeliling 
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cakram atau silinder yang berisi zat antibakteri (Pelczar, 1986). Metode difusi ini 

dapat dilakukan dengan cara : 

 Cara parit (ditch) 

Pada media agar yang ditanami inokulum dibuat parit kemudian 

diisi dengan zat antibakteri dan diinkubasikan pada suhu dan jangka waktu 

yang sesuai untuk jenis bakterinya. Pengamatan dilakukan atas ada atau 

tidaknya zona hambatan di sekeliling parit. 

 Cara lubang atau cawan (hole atau cup) 

Pada media agar yang telah ditanami inokulum dibuat lubang 

kemudian diisikan dengan zat antibakteri. Modifikasi dari cara ini adalah 

meletakkan silinder pada media agar kemudian diisi dengan zat 

antibakteri. Setelah diinkubasi pada suhu dan jangka waktu yang sesuai 

dengan bakteri, pengamatan dilakukan dengan melihat ada atau tidaknya 

zona hambatan di sekeliling lubang atau silinder. 

 Cara cakram (disc) 

Kertas cakram yang mengandung zat antibakteri diletakkan di atas 

lempeng agar yang telah ditanami inokulum kemudian diinkubasikan pada 

suhu dan jangka waktu yang sesuai dengan jenis bakterinya (18-24 jam, 

37
o
C). Selanjutnya dilihat ada atau tidaknya zona hambatan disekeliling 

kertas cakram. 

c. Turbidimetri 

Pada metode ini, pengamatan aktivitas antibakteri didasarkan atas 

kekeruhan yang terjadi pada media pembenihan. Pertumbuhan bakteri juga dapat 

ditentukan dari perubahan yang terjadi pada sebelum dan sesudah inkubasi, yang 

dilakukan dengan mengukur serapannya secara spektrofotometri. Adanya 

pertumbuhan bakteri ditandai dengan peningkatan jumlah sel bakteri yang 

mengakibatkan meningkatnya kekeruhan. Kekeruhan yang terjadi umumnya 

berbanding lurus dengan serapannya yang berarti semakin banyak jumlah sel 

maka akan terlihat semakin keruh dan serapannya akan semakin besar 
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BAB 3 

METODE PENELITIAN 

3.1. Lokasi 

Lokasi penelitian adalah di Laboratorium Farmasetika, Laboratorium 

Teknologi Sediaan Steril dan Laboratorium Mikrobiologi-Bioteknologi 

Departemen Farmasi Fakultas MIPA Universitas Indonesia Depok. 

3.2. Alat 

Timbangan analitik (Ohaus, Acculab), pH meter (Eutech Instruments), 

hotplate (Corning), bio safety cabinet (ESCO), inkubator (Memmet), pengaduk 

magnetik (Corning), evaporator HS-2005S-N Hahnvapor (Hahnshin Scientific 

Co.), vortex mixer model VM-2000 (Digisystem Laboratory), mikroskop 

konvokal (Olympus), scanning electron microscope (SEM) (Inspect F50), 

Particle Size Analyzer (PSA) (Malvern Zetasizer), autoklaf (Hirayama, Jepang), 

oven (Lab Line Instruments Inc), pipet mikro (Socorex), cakram kertas (Fiorroni), 

mikroskop optik, pembakar bunsen, ose ujung bulat, glass beads, carbon tape 

conductivity, labu bulat dan peralatan gelas lainnya.  

3.3. Bahan 

Fosfatidilkolin kuning telur (Sigma), kolesterol (Sigma), gentamisin sulfat 

(Fahrenheit), air suling (Brataco dan Fakultas Farmasi Universitas Indonesia), 

aquabidest (Ikapharmindo), kloroform pro analis (Merck), Na2HPO4 (Merck), 

KH2PO4 (Merck), isolat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Departemen 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia), isolat Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa (Departemen Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Indonesia), gas N2,  suspensi standar McFarland III, 

media agar nutrisi (Difco), media kaldu Mueller-Hinton (Oxoid), media agar 

cetrimide (Merck), media tioglikoat (Difco), dan media agar Mueller-Hinton 

(Oxoid). 
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3.4. Metode Pelaksanaan 

3.4.1. Pembuatan Liposom (Rukholm et al., 2005) 

Liposom dibuat dengan menggunakan metode hidrasi lapis tipis. 

Fosfatidilkolin kuning telur dan kolesterol ditimbang dengan perbandingan rasio 

molar 2:1 dan dilarutkan dalam 10 mL kloroform pro analis. Larutan dalam 

kloroform tersebut kemudian dievaporasi menggunakan alat rotary evaporator 

dengan suhu ± 60
o
C selama 60 menit dengan kecepatan bervariasi antara 50 - 120 

rpm dan kondisi vakum untuk menguapkan kloroformnya hingga terbentuk 

lapisan tipis. Lapisan tipis yang telah terbentuk kemudian dialiri gas nitrogen dan 

didiamkan selama 24 jam. Setelah 24 jam, lapisan tipis di dalam labu evaporator 

dihidrasi dengan 30 mL larutan gentamisin sulfat dalam dapar fosfat steril pH 7,4 

dengan konsentrasi 10 mg/mL sambil dikelupas dengan glass beads dengan 

kecepatan rotary evaporator sebesar 60 rpm hingga terbentuk suspensi berwarna 

putih susu. Suspensi kemudian di vortex selama 15 menit, disimpan dalam lemari 

pendingin.   

Berikut adalah formulasi liposom yang akan dibuat: 

Tabel 3.1. Formulasi Liposom 

Bahan Formulasi I Formulasi II 

Fosfatidilkolin kuning telur 800 mg 800 mg 

Kolesterol 200 mg 200 mg 

Gentamisin - 300 mg 

 

3.4.2. Pembuatan Larutan Stok Gentamisin Sulfat (Rukholm et al., 2005) 

Sebanyak 100 dan 200 mg gentamisin sulfat ditimbang dan masing-masing 

dilarutkan dalam 100 mL dapar fosfat steril pH 7,4. Setelah gentamisin larut 

sempurna, larutan disaring dengan filter bakteri lalu larutan dengan konsentrasi 

2.000 ppm dibuat seri pengenceran dengan kelipatan dua sesuai metode Kirby-

Bauer yaitu konsentrasi 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95; 

0,98 ppm untuk uji konsentrasi hambat minimum dan larutan dengan konsentrasi 

1.000 ppm dibuat seri pengenceran dengan konsentrasi 500; 250; 125; 62,5; 31,25, 

dan 15,63 ppm untuk uji penjerapan liposom. 
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3.4.3. Evaluasi liposom (Saputra, 2011) 

3.4.3.1. Morfologi Liposom 

Evaluasi secara morfologi dilakukan dengan melihat bentuk dan ukuran 

liposom dengan menggunakan scanning electron microscope (SEM). 

3.4.3.2. Pengukuran Distribusi Ukuran Partikel 

Pengukuran distribusi ukuran partikel dilakukan pada suspensi liposom 

kosong dan suspensi liposom gentamisin sulfat menggunakan alat Particle Size 

Analyzer (PSA). Larutan air suling dimasukkan ke dalam fluid tank sebagai 

baseline, kemudian sampel dimasukkan ke dalam fluid tank tetes demi tetes 

hingga konsentrasi mencukupi, setelah itu akan terukur ukuran partikel globul 

liposom. 

3.4.3.3. Penentuan Efisiensi Penjerapan Liposom 

a.  Pemurnian Suspensi Liposom 

Terlebih dahulu gentamisin sulfat yang terenkapsulasi liposom dipisahkan 

dengan gentamisin sulfat yang tidak terenkapsulasi liposom dengan sentrifugasi 

50.000 g selama 30 menit pada suhu 4°C. Supernatant diambil lalu di 

resuspensikan. Prosedur ini dilakukan sebanyak 3 kali sehingga didapat 3 

supernatant. Setiap supernatant hasil sentrifugasi diujikan secara mikrobiologi 

dengan metode cakram. Endapan hasil sentrifugasi tahap III diresuspensikan 

kembali sehingga diperoleh liposom murni. 

b. Pembuatan Kurva Kalibrasi Larutan Stok Gentamisin Sulfat dan Uji 

Mikrobiologi Supernatant dengan Metode Cakram 

Kurva kalibrasi larutan stok gentamisin sulfat diperoleh dengan 

menggunakan uji aktivitas antibakteri metode cakram. Prosedur penentuan 

diameter zona hambat terhadap bakteri adalah sebagai berikut (Pelczar, 1985; 

Mueller, 1978) : 

1. Pembuatan Inokulum Bakteri (Lorian, 1980) 

Biakan bakteri yang telah berumur 24 jam pada agar miring diambil beberapa 

sengkelit dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10,0 mL aquabidest 

hingga diperoleh kekeruhan suspensi kuman yang sama dengan standar 
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McFarland III (10
9
 CFU/mL) kemudian dilakukan pengenceran hingga diperoleh 

konsentrasi akhir 10
5
 CFU/mL. 

2. Penyiapan lempeng agar lapisan dasar (base layer) 

Media agar nutrisi steril yang masih cair (suhu 40
o
C sampai 50

o
C) dituang 

secara aseptis sebanyak ±20 mL ke dalam cawan petri steril yang berdiameter 12 

cm dan dibiarkan hingga membeku 

3. Pembuatan lapisan perbenihan bakteri (seed layer) 

Lapisan perbenihan bakteri dibuat dengan cara menyiapkan ±15 mL agar 

Mueller-Hinton yang masih cair (suhu 40
o
C sampai 50

o
C) dalam tabung reaksi 

volume 10 mL. Inokulum bakteri 10
5
 CFU/mL dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi tersebut sebanyak 1,0 mL dan di-vortex hingga homogen. Campuran 

tersebut kemudian dituang ke dalam cawan petri yang sudah berisi lapisan dasar 

(base layer). Biarkan beberapa saat hingga membeku. 

4. Penentuan diameter zona hambat 

Cakram kertas berdiameter 6 mm diletakkan secara aseptis di atas 

permukaan perbenihan yang telah membeku dengan jarak tertentu. Sebanyak 20 

µL larutan stok gentamisin sulfat dengan konstentrasi 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 

31,25; dan 15,63 ppm dan ketiga supernatant hasil pemurnian dengan sentrifugasi 

dipipetkan ke cakram kertas tersebut. Kemudian cawan petri tersebut diinkubasi 

pada suhu ruang selama 24 jam. Zona hambat yang terbentuk diukur 

menggunakan jangka sorong. 

5. Pembacaan hasil 

Pembacaan hasil percobaan didasarkan pada zona hambatan yang 

terbentuk di sekeliling koloni bakteri dan dinyatakan dalam tiga kategori yaitu: 

a. Zona hambatan total yaitu apabila zona hambatan yang terbentuk disekeliling 

cakram kertas terlihat jernih 

b. Zona hambatan parsial yaitu apabila zona hambatan  yang terbentuk masih 

memperlihatkan adanya beberapa koloni bakteri 

c. Zona hambatan nol yaitu apabila tidak ada zona hambatan yang terbentuk 

disekeliling cakram kertas 

6. Hasil berupa konsentrasi dan zona hambat diinterpretasikan ke dalam 

persamaan regresi linier 
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7. Konsentrasi gentamisin sulfat bebas yang terdapat pada supernatant dihitung 

dengan mensubtitusikan zona hambat  yang terdapat pada cakram kertas yang 

mengandung supernatant ke persamaan regresi linier. 

c.  Perhitungan Efisiensi Penjerapan Liposom 

Jumlah gentamisin sulfat yang terjerap dalam liposom dihitung dengan 

cara mengurangi jumlah obat pada larutan awal yang digunakan untuk hidrasi 

dengan jumlah gentamisin sulfat bebas yang terdapat pada supernatant hasil 

sentrifugasi.  

Pengukuran daya jerap liposom dilakukan dengan membandingkan 

konsentrasi obat yang terjerap dengan konsentrasi total dengan rumus : 

 

 %EP = 
          

  
 x 100%  

 

C terjerap adalah konsentrasi gentamisin sulfat yang terjerap liposom, yaitu 

merupakan selisih dari konsentrasi total gentamisin sulfat dalam larutan yang 

digunakan saat hidrasi dengan konsentrasi akumulatif gentamisin sulfat yang tidak 

terjerap liposom. Ct adalah konsentrasi total gentamisin sulfat pada larutan 

gentamisin sulfat yang digunakan saat proses hidrasi. 

3.4.4. Pembuatan Media Tioglikolat Cair 

Media Tioglikolat Cair (Difco) dengan pH 7,1 ± 0,2 komposisinya : 

Bacto kastion   15,00  g 

Bacto ekstrak ragi   5,00  g 

Bacto dekstrosa   5,00  g 

Natrium klorida   2,50  g 

L-sistin    0,50  g 

Natrium tioglikolat   0,50  g 

Bacto agar    0,75  g 

Rezazurin    0,001  g 
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Cara pembuatan:  

Sebanyak 29,5 g bahan dilarutkan dalam 1 liter air suling kemudian dipanaskan 

hingga larut sempurna, lalu disterilkan dalam autoklaf 121
o
C selama 15 menit. 

 

3.4.5. Uji Sterilitas 

Pemeriksaan ini bertujuan untuk mengetahui sterilitas bahan yang akan 

digunakan, yaitu media perbenihan, cakram kertas, larutan stok gentamisin sulfat, 

suspensi liposom kosong dan suspensi liposom gentamisin sulfat. Untuk 

pemeriksaan ini digunakan media tioglikolat cair steril. Pemeriksaan dilakukan 

dengan menggunakan 15 tabung reaksi steril yang dibagi menjadi 5 kelompok, 

tiap kelompok terdiri dari 3 tabung reaksi (setiap sampel diuji triplo) dan 3 tabung 

reaksi yang lain digunakan sebagai kontrol media. Tiga tabung reaksi kelompok I 

masing-masing diisi dengan cakram kertas dan 10 mL media tioglikolat cair yang 

telah disterilkan. Tiga tabung reaksi kelompok II masing-masing diisi dengan 1 

mL larutan stok gentamisin sulfat yang telah disaring menggunakan filter bakteri 

dan 9 mL media tioglikolat cair yang telah disterilkan. Tiga tabung reaksi 

kelompok III masing-masing diisi dengan 1 mL suspensi liposom kosong dan       

9 mL media tioglikolat cair yang telah disterilkan. Tiga tabung reaksi kelompok 

IV masing-masing diisi dengan 1 mL suspensi liposom gentamisin sulfat dan        

9 mL media tioglikolat cair yang telah disterilkan. Tiga tabung reaksi kelompok V 

masing-masing diisi dengan 10 mL media tioglikolat cair yang telah disterilkan 

sebagai kontrol media. Lima belas tabung reaksi tersebut diinkubasi selama 7 hari 

pada suhu 37
o
C. Pengamatan dilakukan dengan melihat pertumbuhan bakteri 

dalam tabung reaksi yang ditandai dengan perubahan larutan dalam tabung reaksi 

dari jernih menjadi keruh dan membentuk gumpalan seperti kapas. Bahan uji 

dinyatakan steril bila media tioglikolat cair tetap jernih (Anonim, 1994). 

Pemeriksaan sterilitas terhadap media agar nutrisi, agar cetrimide, kaldu 

Mueller-Hinton dan agar Mueller-Hinton dilakukan dengan cara menuang 

masing-masing agar steril ke dalam cawan petri atau tabung reaksi steril, 

kemudian dibiarkan membeku dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. 

Pengamatan dilakukan dengan melihat apakah ada pertumbuhan jamur, bakteri, 
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atau kontaminan lain. Jika media terlihat jernih, maka media tersebut dinyatakan 

steril (Anonim, 1994). 

3.4.6. Suspensi McFarland III 

Suspensi McFarland adalah suspensi yang mengandung BaSO4 digunakan 

sebagai pembanding kekeruhan terhadap jumlah kuman adalah sebagai 

berikut : 

 

Tabel 3.2. Komposisi larutan McFarland III 

No. Larutan 1% H2SO4 

(mL) 

Larutan 1% BaCl2 

(mL) 

Jumlah Bakteri 

10 9,0 1,0 3,0 x 10
9
 

9 9,1 0,9 2,7 x 10
9 

8 9,2 0,8 2,4 x 10
9
 

7 9,3 0,7 2,1 x 10
9
 

6 9,4 0,6 1,8 x 10
9
 

5 9,5 0,5 1,5 x 10
9
 

4 9,6 0,4 1,2 x 10
9
 

3 9,7 0,3 0,9 x 10
9
 

2 9,8 0,2 0,6 x 10
9
 

1 9,9 0,1 0,3 x 10
9
 

 

3.4.7. Pembuatan Media Agar Nutrisi 

Agar nutrisi (Difco) dengan pH 6,8 ± 0,2 komposisinya : 

Bacto ekstrak daging sapi 3,00 g 

Bacto pepton   5,00 g 

Bacto agar            15,00 g 

Cara pembuatan : 

Sebanyak 23 g bahan dilarutkan dalam 1 liter air suling, kemudian dipanaskan 

hingga larut sempurna, lalu disterilkan dalam autoklaf 121
o
C selama 15 menit.  
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3.4.8. Pembuatan Media Agar Mueller-Hinton 

Agar Mueller-Hinton (Difco) dengan pH 7,3±0,1, komposisinya : 

Infus daging sapi  300,00 g 

Asam kasamino (teknis)   17,50 g 

Kanji       1,50 g 

Bacto agar    17,00 g 

Cara pembuatan : 

Sebanyak 38 g bahan dilarutkan dalam 1 liter air suling, kemudian dipanaskan 

hingga larut sempurna, lalu disterilkan dalam autoklaf 121
o
C selama 15 menit.  

3.4.9.  Pembuatan Agar Cetrimide 

Agar cetrimide (Merck) dengan pH 7,2±0,2, komposisinya : 

Pepton dari gelatin       20 g 

MgCl2        1,4 g 

K2SO4         10 g 

N-setil-N,N,N-trimetilammoniumbromida   0,3 g 

Agar      13,6 g 

Cara pembuatan : 

Sebanyak 45,3 gram bahan dilarutkan dalam 1 liter air suling, panaskan hingga 

larut sempurna. Sterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121
o
C. 

3.4.10. Pembuatan Biakan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa 

3.4.10.1. Pembuatan Daerah Kerja Aseptis 

Siapkan 1 buah bunsen dalam biosafety cabinet (BSC) laminar air flow 

(LAF) kemudian nyalakan bunsen selama 10 menit hingga mendapatkan nyala api 

berwarna biru, kemudian siapkan alat-alat yang diperlukan, seperti rak tabung 

reaksi bersama tabung sterilnya di sekitar daerah aseptis. 

3.4.10.2. Pembuatan Agar Miring 

    Buka kapas penyumbat tabung reaksi, bakar bibir tabung. 
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 Buat agar miring dengan menuang ± 5 mL media agar cetrimide cair ke dalam 

tabung reaksi steril yang masing – masing telah diberi nama sesuai nama jenis 

bakteri. 

 Bakar kembali bibir tabung. Sumbat kembali tabung dengan kabar lalu 

letakkan miring pada papan pembentuk agar miring dan biarkan memadat. 

  Semua pekerjaan di atas dilakukan dengan memperhatikan prosedur kerja 

aseptis. 

3.4.10.3.  Teknik Inokulasi pada Agar Miring 

 Ambil isolat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa 

   Inokulasi dengan jarum ose 

a) Bakar jarum ose dari bagian pangkal dalam terus hingga ke bagian lup 

(ujung) sampai berpijar merah. 

b) Biarkan selama beberapa detik sampai ose menjadi dingin, kemudian segera 

ambil tabung reaksi yang berisi kultur bakteri, buka penutupnya dengan 

ketiga jari tengah, manis dan kelingking sedangkan jari telunjuk dan ibu jari 

memegang jarum ose. 

c) Bakar bibir tabung reaksi dengan cara memutar tabung sehingga semua 

bagian bibir tabung terkena api. 

d) Segera masukkan jarum ose ke dalam tabung reaksi, lalu segera keluarkan. 

Usahakan ketika memasukkan jarum ose jangan sampai menyentuh dinding 

tabung dan lakukan di dekat pembakar bunsen. 

e) Bakar kembali bibir tabung reaksi dan segera tutup. Ingat, jarum ose jangan 

dibakar kembali karena akan membunuh bakteri yang akan diinokulasikan. 

f) Ambil tabung reaksi lainnya yang akan diinokulasi, buka tutupnya dengan 

cara yang sama dengan cara (b) dan bakar bibirnya dengan cara yang sama 

dengan cara (c) 

g) Segera masukkan jarum ose ke dalam tabung tadi sebagaimana cara (d). 

h) Bakar bibir tabung reaksi dan tutup sebagaimana cara (c). 

i) Bakar kembali jarum ose sebagaimana cara (a). 
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  Inokulasikan biakan bakteri pada agar miring yang masing – masing telah di 

beri nama jenis bakteri menggunakan jarum ose ujung bulat dengan cara 

menggoreskan pada media agar miring (jarum ose di flambeer dahulu sebelum 

dan sesudah mengambil bakteri untuk diinokulasikan ke media). 

  Inkubasikan semua media yang telah diinokulasikan ke dalam inkubator 37
o
C 

selama 18-24 jam. 

3.4.11. Identifikasi Bakteri 

Pertama identifikasi bakteri dilakukan dengan teknik pewarnaan Gram. 

Suspensi bakteri diambil sebanyak 1 sampai 2 sengkelit, diletakkan di atas kaca 

objek, kemudian disebar setipis mungkin membentuk lingkaran dengan diameter 1 

cm dan difiksasi dengan melewatkannya di atas api. Larutan karbol kristal ungu 

sebanyak ditambahkan hingga melapisi seluruh preparat dan dibiarkan selama 5 

menit, kemudian dicuci dengan air. Diteteskan larutan lugol hingga melapisi 

seluruh preparat, biarkan selama 1 menit, cuci dan bilas dengan alkohol 96% 

selama 30 detik. Cuci kembali dengan air. Larutan air fukhsin diteteskan hingga 

melapisi seluruh preparat kemudian dibiarkan selama 1-2 menit, cuci dengan air 

dan dibiarkan mengering. Tetesi minyak immersi di atas preparat. Bentuk dan 

warna sel bakteri dalam preparat diamati dengan menggunakan mikroskop. 

Kedua, pengamatan makroskopik koloni pada media cetrimide. 

Pengamatan dilakukan terhadap warna koloni bakteri setelah bakteri diinkubasi 

selama 18-24 jam pada suhu 37
o
C. 

Untuk pengamatan resistensi dilakukan dengan menggunakan metode 

cakram. Pada cawan petri I seed layer ditanamkan inokulum Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 dan pada seed layer cawan petri II ditanamkan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa. Kemudian, ke dalam 

setiap cawan petri ditambahkan sebuah cakram kertas kosong dan sebuah cakram 

kertas yang telah ditetesi larutan gentamisin sulfat. Setiap cawan petri diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37
o
C. Setelah 24 jam, dilakukan pengamatan terhadap 

zona hambat yang terdapat pada setiap cakram kertas. 
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3.4.12. Pembuatan Media Kaldu Mueller-Hinton 

Media kaldu Mueller-Hinton (Oxoid) dengan pH 7,3±0,1, komposisi : 

Infusa daging   300 g 

Kasein hidrolisat 17,5 g 

Pati     1,5 g 

Cara pembuatan : 

Sebanyak 21,0 gram bahan dilarutkan dalam 1 liter air suling dan dipanaskan 

hingga larut sempurna. Sterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit suhu 121
o
C. 

3.4.13. Uji Aktivitas Antibakteri 

3.4.13.1. Pembuatan Inokulum Bakteri (Lorian, 1980) 

Biakan bakteri yang telah berumur 24 jam pada agar miring diambil 

beberapa sengkelit dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10,0 mL 

aquabidest hingga diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar McFarland III 

(10
9
 CFU/mL) kemudian dilakukan pengenceran hingga diperoleh konsentrasi 

5x10
5
 CFU/mL. 

3.4.13.2. Pembuatan Larutan Uji 

Larutan stok gentamisin sulfat dan suspensi gentamisin sulfat 

terenkapsulasi liposom dibuat seri pengenceran dengan konsentrasi 1.000; 500; 

250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95; 0,98 ppm dalam kaldu Mueller-

Hinton. 

3.4.13.3. Penentuan Kadar Hambat Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal 

(KBM) terhadap Bakteri (Pelczar, 1986; Mueller, 1978) 

Pada penelitian ini pengukuran KHM dilakukan dengan menggunakan 

metode dilusi cair dengan kelompok uji sebagai berikut: 

1. Kelompok uji A : Larutan gentamisin sulfat dengan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

2. Kelompok uji B  : Suspensi liposom gentamisin sulfat dengan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

3. Kelompok uji C     : Larutan gentamisin sulfat dengan inokulum Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa. 
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4. Kelompok uji D  : Suspensi liposom gentamisin sulfat dengan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa.  

Ke dalam tabung reaksi volume 10 mL yang telah berisi 0,5 mL seri pengenceran 

sampel (larutan stok gentamisin sulfat dan liposom gentamisin sulfat) masing-

masing ditambahkan 0,1 mL inokulum bakteri 10
6
 CFU/mL. Vortex campuran 

tersebut hingga homogen dan inkubasi pada suhu 28-30
o
C selama 18-24 jam. 

Setelah 18-24 jam dilakukan pengamatan hasil berupa KHM yaitu konsentrasi 

terendah sampel dimana tidak terdapat lagi pertumbuhan bakteri yang ditandai 

dengan jernihnya larutan. 

Untuk penentuan KBM, lempeng agar cetrimide yang telah membeku dan 

dibiarkan semalaman pada suhu ruang kemudian diinokulasikan dengan sampel 

hasil uji KHM sebanyak dua sengkelit dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

28-30
o
C. Pada penentuan KHM dan KBM ini digunakan 5 kontrol yaitu : 

1. Kontrol A adalah kontrol bakteri, terdiri dari 0,9 mL kaldu Mueller-Hinton 

yang diinokulasi dengan 0,1 mL inokulum bakteri, tanpa larutan uji. 

2. Kontrol B adalah kontrol larutan stok gentamisin sulfat, terdiri dari 0,9 mL 

kaldu Mueller-Hinton dan 0,1 mL larutan uji, tanpa inokulum bakteri. 

3. Kontrol C adalah kontrol liposom terdiri dari 0,8 mL kaldu Mueller-Hinton, 0,1 

mL suspensi liposom kosong, dan 0,1 mL inokulum bakteri. 

4. Kontrol D  adalah kontrol gentamisin sulfat terenkapsulasi liposom, terdiri dari 

0,9 mL kaldu Mueller-Hinton dan 0,1 mL suspensi liposom gentamisin sulfat, 

tanpa inokulum bakteri. 

5. Kontrol E adalah kontrol media, terdiri dari 1,0 mL kaldu Mueller-Hinton 

tanpa inokulum bakteri. 

Hasil berupa KBM ditentukan dengan pengamatan pada konsentrasi 

terendah dimana sudah tidak ada lagi pertumbuhan koloni bakteri pada plat agar 

cetrimide. 
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BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1.  Pembuatan Liposom 

 Formula liposom yang digunakan pada pembuatan suspensi liposom dapat 

dilihat pada Tabel 3.1. Fosfatidilkolin kuning telur dan kolesterol pada setiap 

formula tersebut dilarutkan secara aseptis (dalam laminar air flow) dalam 10 mL 

kloroform pro analis. Setelah fosfolipid dan kolesterol larut sempuna, campuran 

tersebut kemudian dievaporasi menggunakan vacuum rotary evaporator guna 

menghasilkan lapisan tipis.  

Pada pembuatan lapis tipis liposom terlebih dahulu dilakukan uji 

pendahuluan untuk mendapatkan kondisi optimum pembuatan lapis tipis liposom. 

Melalui uji pendahuluan didapatkan kondisi optimum pembuatan liposom yaitu 

pada suhu 60
o
C dan kecepatan bervariasi yaitu antara 50-120 rpm serta diselingi 

dengan sesekali menyalakan pompa vakum evaporator. Kecepatan yang bervariasi 

ditujukan untuk menghasilkan lapis tipis yang merata pada labu evaporator. 

Semakin tinggi kecepatan vacuum rotary evaporator maka semakin tinggi pula 

posisi lapis tipis yang terbentuk pada labu vacuum rotary evaporator. Pertama 

diawali dengan kecepatan terendah yaitu 50 rpm untuk membentuk lapisan tipis 

pada bagian terbawah labu evaporator. Setelah 10 menit, pompa vakum 

evaporator dinyalakan selama 15 detik untuk membantu penguapan kloroform. 

Setelah pompa vakum dimatikan, evaporator tetap dibiarkan pada kondisi 

kecepatan 50 rpm selama 5 menit. Berikutnya, kecepatan rotary evaporator 

dirubah menjadi 70, 90, dan 120 rpm. Setiap kecepatan tersebut berlangsung 

selama 15 menit. Sebelum perpindahan ke kecepatan berikutnya pompa vakum 

dinyalakan selama 15 detik dan setelah pompa vakum dimatikan kecepatan 

vacuum rotary evaporator dibiarkan sama terlebih dahulu selama 5 menit sebelum 

berpindah ke kecepatan berikutnya. 

Setelah terbentuk lapis tipis yang merata pada labu evaporator lapis tipis 

yang terbentuk pada labu evaporator dialiri dengan gas N2. Prosedur ini ditujukan 

untuk menghilangkan sisa kloroform yang masih terdapat pada lapis tipis serta 

untuk menghilangkan oksigen yang ada guna mencegah oksidasi.
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Untuk memastikan bahwa sisa kloroform sudah hilang sempurna, lapis tipis yang 

sudah dialiri gas N2 didiamkan semalan dalam lemari pendingin. Setelah 

dibiarkan semalaman, lapis tipis memasuki proses hidrasi. 

Untuk formula I, lapis tipis dihidrasi dengan 30 mL dapar fosfat steril pH 

7,4 dan untuk formula II lapis tipis dihidrasi dengan 30 mL dapar fosfat steril pH 

7,4 yang telah mengandung 300 mg gentamisin sulfat (konsentrasi 10 mg/mL). 

Proses hidrasi dilakukan dengan menggunakan alat rotary evaporator dengan 

suhu 60
o
C dan kecepatan 60 rpm selama 60 menit sampai seluruh lapis tipis luruh 

dan terbentuk suspensi liposom. Pada proses hidrasi digunakan glass beads untuk 

membantu peluruhan lapis tipis yang menempel pada labu evaporator.  Setelah 

proses hidrasi selesai, suspensi liposom dipindahkan secara aseptis ke dalam vial 

50 mL dan di-vortex selama 15 menit. Suspensi liposom di-vortex selama 15 

menit dengan tujuan untuk homogenisasi suspensi liposom. Suspensi liposom 

akhir yang terbentuk ialah suspensi berwarna putih untuk liposom kosong dan 

putih kekuningan untuk liposom gentamisin sulfat. Perbedaan warna suspensi 

liposom ini dipengaruhi oleh ukuran globul liposom yang diketahui melalui 

pengukuran distribusi ukuran partikel. Gambar suspensi liposom dapat dilihat 

pada Gambar 4.1. 

4.2. Evaluasi Liposom 

4.2.1.  Morfologi Liposom 

Pertama dilakukan pemeriksaan morfologi liposom menggunakan 

mikroskop konvokal. Namun, globul liposom tidak dapat terdeteksi oleh 

mikroskop konvokal oleh karena keterbatasan alat mikroskop konvokal. Batas 

minimum deteksi mikroskop konvokal adalah 6 µm. Melalui hasil tersebut, 

disimpulkan bahwa dibutuhkan alat analisis dengan batas minimum deteksi lebih 

kecil dikarenakan ukuran globul liposom yang > 6µm. Oleh karena itu, peneliti 

mencoba menggunakan scanning electron microscopy (SEM) yang mempunyai 

batas minimum deteksi sampai dengan 200 nm. Namun, ditemukan kendala lain 

yaitu scanning electron microscopy (SEM) biasa digunakan untuk sampel kering 

sedangkan suspensi liposom adalah sampel basah. Melalui penelitian terdahulu 

(Saputra, 2011), kendala ini dapat diatasi dengan penggunaan carbon conductivity 

tape untuk mengeringkan suspensi liposom.  
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Sebanyak 10 µL suspensi liposom diteteskan pada carbon conductivity 

tape dan disimpan pada desikator selama 4 hari untuk mengeringkan sampel pada 

carbon conductivity tape. Setelah sampel kering, sampel pada carbon conductivity 

tape diperiksa menggunakan scanning electron microscopy (SEM). Namun, 

melalui hasil pemeriksaan menggunakan scanning electron microscopy belum 

didapatkan pencitraan globul liposom yang jelas. Hal ini dikarenakan kurangnya 

konduktivitas sampel. Untuk mengatasi hal tersebut, sampel pada carbon 

conductivity tape di-coating menggunakan alat sputter coating-SEM yang dapat 

menyemprotkan logam coating dalam keadaan vakum. Dalam proses coating 

digunakan campuran logam Paladium (Pd) dan Aurum (Au). Sampel di coating di 

dalam alat sputter coating selama 3 menit dan digunakan tegangan sebesar 12 V 

untuk melapisi globul-globul liposom yang terdapat pada carbon conductivity 

tape agar dapat memberikan pencitraan yang lebih baik pada alat SEM dengan 

meningkatnya konduktivitas. 

Setelah proses coating didapatkan penampak globul liposom berupa 

bentuk bola sferis untuk liposom kosong dan bulatan seperti bercak untuk liposom 

gentamisin sulfat. Gambar pemeriksaan morfologi liposom dapat dilihat pada 

Gambar 4.2 dan Gambar 4.3 .Tidak sempurnanya hasil pemeriksaan morfologi 

liposom gentamisin sulfat diperkirakan disebabkan oleh rusaknya globul liposom 

pada saat proses pengeringan dan proses coating sehingga pencitraan yang didapat 

tidak seperti pada pencitraan globul liposom kosong yang berbentuk bola namun 

bercak bulatan datar. Namun, bercak yang berbentuk bulat sudah dapat 

membuktikan bahwa terbentuk globul pada suspensi liposom gentamisin sulfat 

yang berbentuk bulat. 

4.2.2. Pengukuran Distribusi Ukuran Partikel 

 Untuk mengetahui distribusi ukuran partikel suspensi liposom digunakan 

alat particle size analyzer (PSA). Hasil dapat dilihat pada Lampiran 4.1 dan 

Lampiran 4.2. Melalui hasil analisis diketahui bahwa ukuran globul suspensi 

liposom kosong adalah 288,9 nm dan ukuran globul suspensi liposom gentamisin 

sulfat adalah 377,9 nm. Melalui hasil pengukuran distribusi ukuran partikel globul 

liposom dan identifikasi warna suspensi liposom dapat ditarik kesimpulan bahwa 

ukuran globul liposom memengaruhi warna suspensi liposom yang terbentuk. 
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Semakin besar ukuran globul liposom maka akan semakin pekat warna suspensi 

liposom yang terbentuk. 

4.2.3. Penentuan Efisiensi Penjerapan Liposom 

 Prosedur penentuan efisiensi penjerapan liposom hanya dilakukan pada 

suspensi liposom formula II (suspensi liposom gentamisin sulfat). Terlebih dahulu 

dilakukan proses pemisahan gentamisin sufat yang tidak terjerap oleh liposom dan 

gentamisin sulfat yang terjerap liposom. Pertama, dilakukan proses pemisahan 

dengan menggunakan penyaring bunchner dengan membran filter 0,45 µm. Proses 

ini tidak dapat digunakan untuk memisahkan gentamisin sulfat yang tidak terjerap 

oleh liposom dengan gentamisin sulfat yang terjerap oleh liposom karena globul 

liposom dapat melewati membran filter tersebut. Untuk mengatasi kendala 

tersebut, digunakan membran filter 0,2 µm. Dengan menggunakan membran filter 

0,2 µm didapatkan supernatant yang jernih akan tetapi ditemukan kendala lainnya. 

Globul-globul liposom yang tertinggal pada membran filter tidak dapat 

diresuspensikan kembali dengan sempurna. Globul-globul liposom yang 

didapatkan dari hasil pemisahan harus dapat diresuspensikan kembali agar 

didapatkan suspensi liposom murni karena suspensi liposom murni yang 

didapatkan kelak dibutuhkan untuk uji aktivitas antibakteri. 

 Berikutnya dilakukan percobaan terhadap metode dialisis. Metode dialisis 

menjadi alternatif yang baik karena suspensi liposom dapat diresuspensikan 

kembali dan dapat digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri. Namun, pada 

metode dialisis juga ditemukan kendala. Proses dialisis memerlukan waktu yang 

panjang (24 jam). 

 Sebagai pemecahan masalah tersebut, dilakukan percobaan terhadap 

metode sentrifugasi. Metode ini menggunakan alat ultrasentrifugasi dengan 

kecepatan 50.000 g x 30 menit x 3. Sebanyak 5 mL suspensi liposom dimasukkan 

dalam tube menggunakan syringe. Tube tersebut kemudian disegel dan 

dipasangkan pada alat ultrasentrifugasi sehingga tercipta keadaan vakum pada 

tube tersebut. Alat ultrasentrifugasi dijalankan dengan kecepatan 50.000 g selama 

30 menit. Setelah itu, didapatkan 2 lapisan dalam tube yaitu lapisan jernih 

(supernatant) dan endapan globul liposom dimana pada supernatant terdapat 

gentamisin sulfat yang tidak terekapsulasi liposom yang dibutuhkan untuk 
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penentuan efisiensi penjerapan liposom. Untuk memisahkan supernatant dan 

endapan globul liposom, terlebih dahulu segel tube dirusak dan supernatant 

diambil menggunakan syringe dan dimasukkan dalam vial. Endapan liposom yang 

tertinggal dalam tube dirusespensikan kembali menggunakan dapar fosfat steril 

pH 7,4 dicukupkan hingga 5 mL. Kemudian suspensi liposom hasil resuspensi 

tersebut dipindahkan ke dalam tube yang lain menggunakan syringe, disegel 

kembali, dan kembali dipasangkan pada alat ultrasentrifugasi. Alat 

ultrasentrifugasi kembali dijalankan selama 30 menit dengan kecepatan 50.000 g. 

Proses ini dilakukan sampai 3 kali seperti pada diagram alur Lampiran 3.2. 

sehingga didapati suspensi liposom murni dan 3 supernatant. 

 Ketiga supernatant tersebut digunakan untuk penentuan efisiensi 

penjerapan liposom secara mikrobiologi dengan menggunakan metode cakram. 

Untuk base layer digunakan agar nutrisi dan untuk seed layer digunakan agar 

Mueller-Hinton. Agar nutrisi digunakan sebagai base layer karena agar nutrisi 

cocok untuk kemudahan pengamatan hasil dan perkembangan bakteri yang 

digunakan yaitu Pseudomonas aeruginosa. Jika digunakan agar spesifik lainnya, 

sebagai contoh agar cetrimide, hal ini dapat mengganggu pengamatan hasil karena 

kuman Pseudomonas aeruginosa menghasilkan pigmen piosianin yang berwarna 

hijau. Untuk seed layer digunakan agar Mueller-Hinton karena agar Mueller-

Hinton sensitif dan selektif untuk pengujian antibiotik. 

 Sebagai standar digunakan larutan gentamisin sulfat dalam dapar fosfat 

steril pH 7,4 dengan berbagai konsentrasi yaitu 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 

dan 15,63 ppm. Sebanyak 50 mg gentamisin sulfat dimasukkan dalam labu ukur 

50 mL dan dilarutkan serta dicukupkan hingga batas menggunakan dapar fosfat 

steril pH 7,4. Setelah larut sempurna, sebanyak 5 mL larutan gentamisin sulfat 

diambil menggunakan syringe steril dan disaring melalui filter bakteri yang sudah 

disterilkan terlebih dahulu dengan demikian didapatkan larutan stok gentamisin 

sulfat steril dengan konsentrasi 1.000 ppm. Berikutnya, larutan tersebut digunakan 

untuk melakukan pengenceran dalam tabung dengan metode Kirby-Bauer 

sehingga didapatkan larutan gentamisin sulfat dengan berbagai konsentrasi yaitu 

1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; dan 15,63 ppm. Zona hambat yang dihasilkan 

oleh setiap konsentrasi larutan gentamisin sulfat akan digunakan untuk 
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menghasilkan persamaan kurva kalibrasi dengan menghubungkan konsentrasi 

larutan dengan zona hambat yang terbentuk. Kurva kalibrasi tersebut kemudian 

dapat digunakan untuk menghitung jumlah gentamisin sulfat yang terdapat pada 

supernatant dengan memasukkan zona hambat yang dibentuk oleh supernatant ke 

dalam persamaan kurva kalibrasi. Sebelum diteteskan pada cakram kertas, 

supernatant terlebih dahulu disaring melalui filter bakteri yang sudah steril untuk 

memastikan bahwa larutan supernatant sudah steril sehingga tidak akan 

mengganggu pengamatan hasil. 

 Pada tahap penentuan efisiensi penjerapan liposom terlebih dahulu 

dilakukan optimasi inokulum dan volume sampel yang akan diteteskan pada 

cakram kertas. Setiap percobaan dilakukan duplo. Pada inokulum 10
9
 CFU/mL 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan volume sampel 10 µL, didapatkan 

hasil bahwa zona hambat yang terdeteksi hanya zona hambat dari larutan 

gentamisin sulfat dengan konsentrasi 1.000; 500; dan 250 ppm sedangkan untuk 

ketiga sampel supernatant hasil ultrasentrifugasi serta larutan gentamisin sulfat 

dengan konsentrasi 125; 62,5; 31,25; dan 15,63 ppm tidak didapati zona hambat. 

Pada inokulum 10
9
 CFU/mL Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan volume 

sampel 20 µL, didapatkan hasil bahwa zona hambat yang terdeteksi hanya zona 

hambat dari larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 1000; 500; 250; 125; 

61,5; 31,25 ppm sedangkan untuk ketiga sampel supernatant hasil 

ultrasentrifugasi serta larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 15,63 ppm 

tidak didapati zona hambat. Penggunaan inokulum 10
6
 CFU/mL dan volume 

sampel 10 µL didapatkan hasil bahwa zona hambat yang terdeteksi hanya zona 

hambat dari larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 1.000; 500; 250; 125; 

dan 62,5 ppm sedangkan untuk ketiga sampel supernatant hasil ultrasentrifugasi 

serta larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 31,25 dan 15,63 ppm tidak 

didapati zona hambat. Inokulum 10
6
 CFU/mL dan volume sampel 20 µL 

menghasilkan zona hambat pada larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 

1.000; 500; 250; 125; 62,5; dan 31,25 ppm sedangkan untuk ketiga sampel 

supernatant hasil ultrasentrifugasi serta larutan gentamisin sulfat dengan 

konsentrasi 15,63 ppm tidak didapati zona hambat. Saat inokulum 10
5
 CFU/mL 

dan volume sampel 10 µL digunakan, didapatkan hasil bahwa zona hambat yang 
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terdeteksi hanya zona hambat dari larutan gentamisin sulfat dengan konsentrasi 

1.000; 500; 250; 125; 62,5; dan 31,25 ppm sedangkan untuk ketiga sampel 

supernatant hasil ultrasentrifugasi serta larutan stok gentamisin sulfat dengan 

konsentrasi 15,63 ppm tidak didapati zona hambat. 

Larutan stok gentamisin sulfat dengan konsentrasi 1.000; 500; 250; 125; 

62,5; 31,25; dan 15,63 ppm dapat menghasilkan zona hambat dengan penggunaan 

inokulum 10
5
 CFU/mL dan volume sampel 20 µL. Hasil pengamatan dapat dilihat 

pada Gambar 4.5 dan Gambar 4.6 serta hasil pengukuran zona hambat dapat 

dilihat pada Tabel 4.2. Untuk kurva kalibrasi yang didapat dari hasil hubungan 

kosentrasi larutan gentamisin sulfat dan zona hambat yang dihasilkan dapat dilihat 

pada Gambar 4.7 dan Gambar 4.8. Namun, untuk ketiga supernatant hasil 

ultrasentrifugasi yang sudah disaring menggunakan filter bakteri steril didapati 

hasil yang berbeda. Tidak seperti zona hambat pada larutan gentamisin sulfat yang 

merupakan zona bersih (jernih), untuk ketiga supernatant hasil ultrasentrifugasi 

didapati penebalan yang sangat jelas dengan bentuk bervariasi dari lingkaran 

sampai dengan tidak beraturan. Untuk itu peneliti melakukan identifikasi lanjutan 

untuk mengetahui penyebab penebalan tersebut. 

Peneliti mengambil sampel dari setiap cawan dari penebalan tersebut 

menggunakan ose. Sampel dari setiap cawan digoreskan pada  2 cawan petri berisi 

agar nutrisi dan 2 cawan petri berisi agar cetrimide. Setiap sampel dari cawan 

petri, 1 cawan petri berisi agar nutrisi dan 1 cawan petri berisi agar cetrimide 

diinkubasi pada suhu 37
o
C serta 1 cawan petri berisi agar nutrisi dan 1 cawan petri 

berisi agar cetrimide diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Didapatkan hasil 

pada cetrimide agar terdapat pigmen hijau yang merupakan ciri spesifik dari 

Pseudomonas aeruginosa pada media agar cetrimide. Dengan demikian, 

penebalan pada cakram ketiga hasil ultrasentrifugasi tersebut bukanlah zona 

hambat melainkan penebalan pertumbuhan bakteri. 

Tidak dihasilkan zona hambat pada sampel ketiga supernatant. Namun, 

tidak dapat dinyatakan bahwa efisiensi penjerapan liposom adalah utuh 100% 

karena konsentrasi terkecil yang dapat terdeteksi pada uji metode cakram adalah 

15,63 ppm. Maka dari itu, efisiensi penjerapan liposom disimpulkan mendekati 

100% dikarenakan konsentrasi awal gentamisin sulfat adalah 10.000 ppm (10 
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mg/mL) dan gentamisin sulfat yang terdeteksi dalam supernatant hasil 

ultrasentrigasi (gentamisin sulfat yang tidak terjerap liposom) adalah <15,63 ppm, 

dimana : 

                    

         
 x 100% = 99,8437% ≈ 100% 

sehingga untuk konsentrasi dari suspensi liposom murni disimpulkan mengandung 

gentamisin sulfat 10.000 ppm dan pada pengujian aktivitas antibakteri aktivitas 

dari suspensi liposom gentamisin sulfat akan dibandingkan dengan larutan 

gentamisin sulfat konsentrasi 10.000 ppm. 

4.3. Uji Sterilitas 

 Setiap komponen yang digunakan dalam pengujian mikrobiologi 

diupayakan sedapat mungkin steril agar tidak mengganggu pengamatan hasil 

akhir dari pengujian mikrobiologi. Uji sterilitas dilakukan pada media yang 

dipakai yaitu agar Mueller-Hinton, kaldu Mueller-Hinton, agar nutrisi, dan agar 

cetrimide serta pada cakram kertas, larutan stok gentamisin sulfat, suspensi 

liposom kosong, dan suspensi liposom gentamisin sulfat. Prosedur dari pengujian 

ini adalah untuk larutan stok gentamisin sulfat, suspensi liposom kosong dan 

suspensi liposom gentamisin sulfat. Terlebih dahulu ke dalam tabung reaksi 20 

mL dimasukkan 9 mL medium tioglikolat cair. Setelah itu, dimasukkan 1 mL 

sampel ke dalam tabung reaksi tersebut. Untuk cakram kertas, terlebih dahulu 

dimasukkan 10 mL media tioglikolat cair ke dalam tabung reaksi 20 mL dan 

setelah itu dimasukkan cakram kertas yang akan diuji sterilitasnya menggunakan 

pinset yang disterilkan dengan menggunakan alkohol 70% dan di-flambeer. 

Digunakan juga tabung reaksi yang hanya berisi 10 mL media tioglikolat saja 

sebagai kontrol media. Setiap sampel dan kontrol diuji secara triplo. Setelah 

preparasi selesai, tabung-tabung reaksi yang telah terisi sampel dan kontrol 

diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 7 hari. 

Untuk pengujian sterilitas media dilakukan dengan cara membiarkan 

media tersebut semalaman pada suhu ruang sebelum digunakan dalam pengujian 

mikrobiologi. Jika didapati pada media tersebut tumbuh kontaminan, maka media 

tersebut tidak dapat dipakai untuk pengujian. 
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Setelah 7 hari, dilakukan pengamatan terhadap sampel cakram kertas, 

larutan gentamisin sulfat, suspensi liposom kosong, dan suspensi liposom 

gentamisin sulfat. Hasil dapat dilihat pada Gambar 4.4 dan Tabel 4.1. 

Cakram kertas dan larutan stok gentamisin sulfat memberikan hasil positif 

(steril) karena kedua bahan tersebut mendapatkan perlakukan sterilisasi akhir 

terlebih dahulu sebelum pengujian sterilitas. Cakram kertas disterilisasi 

menggunakan autoklaf dan larutan gentamisin sulfat melalui proses filtrasi 

menggunakan filter bakteri yang sudah disterilisasi terlebih dahulu. Walau proses 

pembuatan suspensi liposom kosong dan suspensi liposom gentamisin sulfat 

sudah diupayakan dalam kondisi aseptis, namun hasil pengujian sterilitas 

menyatakan bahwa suspensi liposom kosong dan suspensi liposom gentamisin 

sulfat tidak steril. Kemungkinan karena tidak stabilnya gentamisin sulfat selama 

pengujian dapat dieliminasi karena menurut penelusuran literatur gentamisin 

sulfat stabil dalam larutan dalam kurun waktu 1 minggu dan hal tersebut juga 

terbukti melalui uji sterilitas dengan sampel larutan gentamisin sulfat yang 

memberikan hasil akhir steril. Sehingga dapat disimpulkan bahwa hal tersebut 

dikarenakan tidak sterilnya bahan baku liposom yaitu fosfatidilkolin dan 

kolesterol serta zat aktif gentamisin sulfat. Proses pemurnian suspensi liposom 

yang tidak dapat dilakukan secara aseptis juga menjadi faktor tidak sterilnya 

suspensi liposom gentamisin sulfat. 

4.4. Identifikasi Bakteri 

 Uji untuk mengonfirmasi identitas bakteri dilakukan terlebih dahulu 

sebelum digunakan dalam pengujian. Pertama dilakukan identifikasi melalui 

pertumbuhan koloni Pseudomonas aeruginosa pada media agar cetrimide. Setelah 

inkubasi 24 jam pada suhu 37
o
C, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

memberikan warna hijau muda terang pada media agar cetrimide sedangkan 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa memberikan warna hijau tua pada 

media agar cetrimide. Gambar dapat dilihat pada Gambar 4.10. Namun, perbedaan 

pigmen hanya ditunjukkan jika isolat diinkubasi pada suhu 37
o
C sedangkan jika 

isolat diinkubasi pada suhu ruang tidak akan tampak perbedaan antara pigmen 

yang dihasilkan oleh isolat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa. 
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 Perbedaan pigmen yang dihasilkan dikarenakan perbedaan kekuatan 

pertumbuhan dari Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa. Hal ini didukung oleh hasil yang didapat 

bahwa perbendaan pigmen hanya terjadi pada suhu inkubasi 37
o
C. Pertumbuhan 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa maksimal pada suhu optimum 

pertumbuhan bakteri tersebut yaitu 37
o
C sedangkan suhu optimum untuk 

pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 28-30
o
C. Sehingga 

pigmen piosianin yang dihasilkan oleh Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa dalam kurun waktu 24 jam pada suhu inkubasi 37
o
C lebih banyak 

dibandingkan pigmen piosianin yang dihasilkan oleh Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853. Hal ini menyebabkan warna hijau yang dihasilkan oleh koloni 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa lebih pekat daripada warna hijau 

yang dihasilkan oleh koloni Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pada media 

agar cetrimide jika diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 24 jam. 

 Pengujian berikutnya adalah melalui zona hambat metode cakram dengan 

menggunakan larutan gentamisin sulfat. Setelah inkubasi 24 jam pada suhu 37
o
C 

dilakukan pengamatan terhadap diameter zona hambat dan diidentifikasi. 

Diketahui bahwa untuk inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 terlihat 

adanya zona hambat di sekitar cakram larutan gentamisin sulfat sedangkan pada 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa tidak terlihat adanya 

zona hambat di sekitar cakram larutan gentamisin sulfat. Gambar dapat dilihat 

pada Gambar 4.11. 

 Proses identifikasi tahap akhir adalah pewarnaan Gram. Melalui 

pewarnaan Gram Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa terlihat bentuk batang berwarna merah yang 

menandakan bahwa bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif 

berbentuk batang. Hasil pewarnaan Gram dapat dilihat pada Gambar 4.9. 

 Pada tahap pewarnaan gram, preparat bakteri menjadi ungu setelah 

diberikan karbol kristal ungu karena zat warna karbol kristal ungu diserap sel dan 

protoplasma bakteri. Setelah itu, pemberian lugol menyebabkan kompleks kristal 

ungu-yodium terbentuk yang memberikan warna ungu kotor. Pada bakteri Gram 
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negatif komplek tersebut akan dilepaskan saat pencucian alkohol sehingga warna 

yang terikat adalah warna merah karena pemberian larutan Fukhsin. 

 Reaksi yang terjadi pada bakteri Gram positif akan berbeda karena 

terdapat perbedaan antara susunan kimia dinding sel antara bakteri Gram positif 

dan Gran negatif. Perbedaaan tersebut ialah bakteri Gram negatif memiliki lapisan 

peptidoglikan yang tipis, susunan dinding sel yang tidak kompak, dan 

permeabilitas dinding sel yang lebih besar dari bakteri Gram positif.  Selain itu, 

bakteri Gram negatif memiliki kadar lipid yang lebih tinggi daripada bakteri Gram 

positif sehingga meskipun kompleks kristal ungu-yodium telah terbentuk, alkohol 

dapat melarutkan lipid pada dinding sel bakteri Gram negatid dengan 

meningkatkan permeabilitas sel sehingga menyebabkan hilangnya warna yang 

terbentuk dari kompleks kristal ungu-yodium. 

4.4. Uji Aktivitas Antibakteri 

Media yang digunakan pada pengujian aktivitas antibakteri adalah media 

kaldu Mueller-Hinton. Sampel yang digunakan adalah larutan gentamisin sulfat 

dengan konsentrasi 2.000 ppm dan suspensi liposom gentamisin sulfat 10.000 

ppm. Terlebih dahulu 1 mL suspensi liposom gentamisin sulfat konsentrasi 10.000 

ppm diencerkan dalam 4 mL dapar fosfat steril pH 7,4 sehingga didapatkan 

konsentrasi akhir suspensi liposom gentamisin sulfat adalah 2.000 ppm. Setiap 

sampel diberlakukan seri pengenceran dalam 0,5 mL kaldu Mueller-Hinton 

menurut aturan Kirby-Bauer dengan konsentrasi 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 

15,63; 7,81; 3,91; 1,95; dan 0,98 ppm. Setelah itu, pada setiap pengenceran 

ditambahkan 0,1 mL inokulum bakteri dengan ketentuan kelompok sebagai 

berikut : 

1. Kelompok uji A : Larutan gentamisin sulfat dengan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

2. Kelompok uji B  : Suspensi liposom gentamisin sulfat dengan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

3. Kelompok uji C     : Larutan gentamisin sulfat dengan inokulum Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa. 

4. Kelompok uji D  : Suspensi liposom gentamisin sulfat dengan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa.  
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Setiap kelompok uji diujikan secara duplo. Kontrol yang digunakan adalah 

kontrol media, kontrol kuman, kontrol suspensi liposom gentamisin dan kontrol 

suspensi liposom kosong. Pada kontrol suspensi liposom kosong juga 

ditambahkan 0,1 mL inokulum bakteri uji, baik inokulum Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27835 maupun Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa. 

Hal ini ditujukan untuk membuktikan bahwa liposom kosong tidak memiliki 

aktivitas antibakteri. 

 Pada awal pengujian terlebih dahulu dilakukan optimasi jumlah inokulum, 

suhu dan waktu inkubasi. Pertama peneliti menggunakan inokulum 10
5
 CFU/mL 

dengan inkubasi 24 jam pada suhu ruang. Didapatkan hasil bahwa KHM untuk 

larutan gentamisin sulfat bebas dengan inokulum Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 adalah pada konsentrasi 31,25 ppm dan untuk larutan gentamisin 

sulfat bebas dengan Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah 62,5 

ppm sedangkan untuk pengamatan pengujian suspensi liposom gentamisin sulfat 

menemui kesulitan. Pada saat pengenceran Kirby-Bauer ditemukan bahwa pada 

pengenceran suspensi liposom gentamisin sulfat dengan konsentrasi 62,5 ppm 

campuran sudah terlihat jernih sehingga diharapkan dapat dilakukan pengamatan 

KHM setelah inkubasi. Namun, setelah inkubasi ditemukan bahwa keseluruhan 

seri pengenceran menjadi keruh. Untuk memastikan apakah hal tersebut terjadi 

karena suspensi liposom gentamisin sulfat yang tidak steril atau karena tidak 

terdapatnya KHM (pada seluruh seri pengenceran terjadi pertumbuhan kuman), 

uji KHM dilanjutkan dengan uji KBM. Uji KBM dilakukan dengan 

menggoreskan 1-2 ose ke media padat. Pada pengujian kali ini digunakan media 

agar cetrimide sebagai media spesifik untuk mendeteksi keberadaan Pseudomonas 

aeruginosa. Untuk kelompok uji dengan sampel larutan stok gentamisin sulfat, 

hasil dari pengujian KHM yang digoreskan pada media padat ialah seri 

pengenceran KHM yang memberikan hasil jernih saja dan untuk kelompok uji 

dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat keseluruhan seri pengenceran 

KHM digoreskan ke media padat. Hasil pengujian KBM menunjukkan bahwa 

kelompok uji dengan sampel larutan gentamisin sulfat adalah tidak ada 

pertumbuhan yang artinya KBM sama dengan KHM dan untuk kelompok uji 

dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat, KBM untuk kelompok uji 
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dengan inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 1,95 ppm dan 

untuk kelompok uji dengan inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa adalah  3,91 ppm. Terdapat perbedaan yang kurang signifikan antara 

kelompok uji dengan inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dengan 

kelompok uji dengan inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

sehingga peneliti memutuskan untuk mencoba kondisi optimasi lainnya. 

 Berikutnya peneliti menggunakan inokulum 10
5
 CFU/mL dengan suhu 

inkubasi 37
o
C dan waktu inkubasi 24-48 jam. Pengamatan pada saat 24 jam 

menunjukkan bahwa tidak terdapat KHM pada kelompok uji dengan sampel 

larutan gentamisin sulfat dan inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

dikarenakan keseluruhan seri pengenceran memberikan hasil akhir larutan jernih 

dan untuk kelompok uji dengan sampel larutan gentamisin sulfat dan inokulum  

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa KHM terdapat pada konsentrasi 

1,95 ppm. Sehingga peneliti kembali menginkubasi uji KHM dan melakukan 

pengamatan ulang setelah inkubasi 48 jam. Namun, tidak terdapat perbedaan hasil 

setelah inkubasi saat 48 jam. Maka dari itu, peneliti memutuskan untuk 

mengulang kembali kondisi optimasi yaitu dengan inokulum 10
6
 dan inkubasi 

pada suhu 37
o
C. Namun, didapatkan hasil yang sama saat pengamatan 24 dan 48 

jam dengan kondisi optimasi saat penggunaan inkulum 10
5 

CFU/mL, suhu 

inkubasi 37
o
C dengan waktu inkubasi 24-48 jam. 

 Pada percobaan berikutnya peneliti menggunakan inokulum 5x10
5 

CFU/mL, suhu inkubasi 28-30
o
C dan waktu inkubasi 24-48 jam. Pengamatan 

setelah inkubasi selama 24 jam menunjukkan hasil KHM pada kelompok uji 

dengan sampel larutan gentamisin sulfat dengan inokulum Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 adalah pada konsentrasi 15,63 ppm dan untuk kelompok 

dengan sampel larutan gentamisin sulfat dengan inokulum Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa adalah pada konsentrasi  62,5 ppm. Hasil dari pengujian 

tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.12, Gambar 4.13, Gambar 4.16 dan Gambar 

4.17 serta pada Tabel 4.3 dan Tabel 4.4. Untuk seri pengenceran liposom suspensi 

gentamisin sulfat, keadaan yang sama ditemui seperti pada saat optimasi pertama. 

Setelah inkubasi 24 jam ditemukan bahwa keseluruhan seri pengenceran suspensi 

liposom gentamisin sulfat yang awalnya jernih dimulai dari konsentrasi 62,5 ppm 
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menjadi keruh seluruhnya. Gambar hasil pengamatan untuk suspensi liposom 

dapat dilihat pada Gambar 4.14, Gambar 4.15, Gambar 4.18, dan Gambar 4.19.  

Untuk memastikan apakah hal tersebut terjadi karena suspensi liposom 

gentamisin sulfat yang tidak steril atau karena tidak terdapatnya KHM, uji KHM 

dilanjutkan dengan uji KBM. Hasil pengujian KBM menunjukkan bahwa 

keseluruhan hasil uji untuk kelompok uji dengan sampel larutan gentamisin sulfat 

adalah tidak ada pertumbuhan yang artinya KBM sama dengan KHM. Hasil dari 

pengamatan kelompok uji dengan sampel larutan gentamisin sulfat dapat dilihat 

pada  Gambar 4.22, Gambar 4.23, Gambar 4.26, dan Gambar 4.27 serta pada 

Tabel 4.5 dan Tabel 4.7. Untuk kelompok uji dengan sampel suspensi liposom 

gentamisin sulfat, KBM untuk kelompok uji dengan inokulum Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 adalah 7,81 ppm dan untuk kelompok uji dengan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah  3,91 ppm. 

Pengamatan hasil KBM untuk sampel liposom gentamisin sulfat dapat dilihat 

pada Gambar 4.24, Gambar 4.25, Gambar 4.28, Gambar 4.29, Gambar 4.30, 

Gambar 4.31, dan Gambar 4.32 serta pada Tabel 4.6 dan Tabel 4.8. Uji KBM 

untuk kelompok kontrol inokulum bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

kontrol inokulum bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa, serta 

kontrol suspensi liposom kosong yang ditambahkan inokulum bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan  Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa memberikan hasil positif yaitu terdapat pertumbuhan bakteri (Gambar 

4.30, Gambar 4.31, dan Tabel 4.9). Hasil tersebut menandakan bahwa liposom 

kosong tidak memiliki aktivitas antibakteri baik terhadap Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa. Uji 

KBM pada kontrol suspensi liposom gentamisin sulfat memberikan hasil negatif 

yang ditandai dengan tidak terdapat pertumbuhan bakteri (Gambar 4.32 dan Tabel 

4.9).  

 Melalui studi pustaka, perbedaan angka KBM antara kelompok uji dengan 

sampel larutan gentamisin sulfat dengan kelompok uji dengan sampel suspensi 

liposom gentamisin sulfat terjadi dapat terjadi berdasarkan mekanisme fusi. 

Membran liposom dapat berfusi dengan membran terluar bakteri (Mugabe et al, 

2006). Data TEM pada penelitian terdahulu menunjukkan bahwa membran 
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liposom berinteraksi sangat erat dengan membran bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dan membran terluar bakteri berdeformasi dan mengembang. 

Hubungan ini menunjukkan adanya inkoporasi antara fosfolipid liposom dengan 

membran bakteri karena zat aktif yang pada penelitian ini adalah gentamisin sulfat 

mengarahkan rantai karbon alifatis kepada membran bakteri diikuti proses 

disosiasi gentamisin sulfat dari liposom menuju membran bakteri. 

 Melalui Gambar 4.33. dapat terlihat bahwa baik pada Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 maupun pada Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa terjadi penurunan konsentrasi bunuh minimum (KBM) jika gentamisin 

sulfat terenkapsulasi liposom. Sehingga dapat dibuktikan bahwa enkapsulasi 

liposom dapat meningkatkan aktivitas antibakteri gentamisin sulfat terhadap 

bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa. 

 Untuk hubungan antar strain bakteri baik hasil KHM (Gambar 4.34.) 

maupun KBM (Gambar 4.33.) menunjukkan bahwa konsentrasi gentamisin sulfat 

bebas yang dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan dan membunuh bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 lebih rendah daripada konsentrasi 

gentamisin sulfat yang dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan dan 

membunuh bakteri Multidrug Resistant Psudomonas aeruginosa. Namun, hasil 

KBM suspensi liposom gentamisin sulfat menyatakan sebaliknya (Gambar 4.33.). 

Melalui hasil KBM didapati hasil bahwa konsentrasi gentamisin sulfat 

terenkapsulasi liposom yang dibutuhkan untuk membunuh Psudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 lebih besar daripada konsentrasi gentamisin sulfat 

terenkapsulasi liposom yang dibutuhkan untuk membunuh Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa. Diperkirakan bahwa hal tersebut terjadi karena 

mekanisme resistensi dari bakteri uji Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa adalah mekanisme overekspresi efflux pump sehingga dengan 

enkapsulasi liposom menjadikan gentamisin sulfat terenkapsulasi liposom sebagai 

substrat yang cocok untuk P-glikoprotein yang terdapat pada efflux pump. Dengan 

demikian, konsentrasi suspensi liposom gentamisin sulfat yang diperlukan untuk 

membunuh Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa menjadi lebih kecil 
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daripada konsentrasi suspensi liposom gentamisin sulfat yang dibutuhkan untuk 

membunuh Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

 Pada penelitian ini terdapat kemungkinan adanya bias hasil penelitian 

diakibatkan keterbatasan dalam hal sterilitas dan kurangnya pengulangan 

pengujian. Sterilitas diperlukan agar hasil yang didapatkan tidak diganggu oleh 

faktor-faktor lain yang tidak diketahui seperti kontaminan-kontaminan. Sterilitas 

juga menjadi hal perlu diupayakan karena sediaan ini kelak dimaksudkan untuk 

penggunaan dengan rute pemberian injeksi. Pengulangan pengujian yang 

dilakukan hanya 2 kali (duplo) sedangkan penelitian secara in vitro sebaiknya 

dilakukan sebanyak 4 kali (quadruplo) agar dapat disimpulkan dengan pasti hasil 

yang didapatkan. 
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

 Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi hambat minimum (KHM) 

larutan gentamisin sulfat terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 

15,63 ppm dan terhadap Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah 

62,5 ppm. Untuk konsentrasi bunuh minimum (KBM) larutan gentamisin sulfat 

terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 15,63 ppm dan terhadap 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah 62,5 ppm sedangkan 

konsentrasi bunuh minimum suspensi liposom gentamisin sulfat terhadap 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 adalah 7,81 ppm dan terhadap Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa adalah 3,91 ppm. Berdasarkan hasil uji in 

vitro tersebut dapat ditarik kesimpulan bahwa enkapsulasi liposom dapat 

meningkatkan aktivitas antibakteri gentamisin sulfat terhadap bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa. 

5.2. Saran 

 Dengan berbagai kekurangan maupun kelebihan dari penelitian ini, 

diharapkan di masa yang akan datang dapat dilakukan penelitian-penelitian 

lanjutan dengan saran sebagai berikut : 

1. Perlu diupayakan proses sterilisasi untuk suspensi liposom agar dapat 

dilakukan pengamatan pada uji KHM. 

2. Penelitian yang memiliki fokus pada mekanisme peningkatan aktivitas dari 

liposom yang mengandung gentamisin sulfat terhadap bakteri Pseudomonas 

aeruginosa. 

3. Menggunakan bakteri uji lain. 

4. Menggunakan bakteri uji Multidrug Resistant Psudomonas aeruginosa 

dengan mekanisme resistensi yang berbeda-beda. 

5. Mengadakan pengujian secara in vivo. 

6. Pengujian KHM dan KBM dilakukan secara quadruplo. 
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(a)                                                                    (b) 
 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

(c)                                                                         (d) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Gambar 3.1. Alat yang digunakan : (a) Vacuum Rotary Evaporator, (b) Scanning Electron 

Microscopy (SEM), (c) Alat Coating, (d) Alat Pewarnaan Gram, (e) Bio Safety 

Cabinet (BSC), (f) Inkubator Suhu 37
o
C 

(e) (f) 
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Gambar 3.2. Gambar alat yang dipakai: (a) pH Meter, (b) Hot Plate dan Stirrer, (c) Oven 

Pengering, (d) Oven Pengering, (e) Timbangan Analitik, (f) Mikroskop Optik, 

(g) Vortex 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) (g) 
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Gambar 3.3. Gambar alat yang dipakai: (a) Lemari Pendingin dan (b) Autoklaf 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Gambar suspensi (a)Suspensi Liposom Kosong dan (b)Suspensi Liposom 

Gentamisin Sulfat 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(a) (b) 
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Gambar 4.2. Hasil Pemeriksaan Scanning Electron Microscopy (SEM) Suspensi Liposom 

Kosong 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3. Hasil Pemeriksaan Scanning Electron Microscopy (SEM) Suspensi Liposom 

Gentamisin Sulfat 
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Keterangan:   (a)  = Kontrol Media dan Cakram Kertas  Hasil: Sampel Steril 

(b)  = Kontrol Media dan Larutan Stok Gentamisin Sulfat  Hasil: Sampel Steril 

(c)  = Kontrol Media dan Suspensi Liposom Kosong  Hasil: Sampel Tidak Steril 

(d) = Kontrol Media dan Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat  Hasil:Sampel 

Tidak Steril 

 

Gambar 4.4. Hasil Uji Sterilitas 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Keterangan            :     G1 = Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 1000 ppm 

           G2 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 500 ppm  

  G3 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 250 ppm  

G4 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 125 ppm 

G5 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 62,5 ppm 

G6 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 31,25 ppm 

G7 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 15,63 ppm 

L1 =  Supernatant I  

L2 =  Supernatant II 

L3 =  Supernatant III 

  

Gambar 4.5. Hasil Uji I Penentuan Efisiensi Penjerapan dengan Metode Cakram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan            :     G1 = Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 1000 ppm 

           G2 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 500 ppm  

  G3 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 250 ppm  

G4 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 125 ppm 

G5 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 62,5 ppm 

G6 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 31,25 ppm 

G7 =  Larutan gentamisin sulfat konsentrasi 15,63 ppm 

L1 =  Supernatant I  

L2 =  Supernatant II 

L3 =  Supernatant III 

 

 

Gambar 4.6. Hasil Uji II Penentuan Efisiensi Penjerapan dengan Metode Cakram 
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Gambar 4.7. Grafik Hubungan Konsentrasi Gentamisin dengan Zona Hambat pada Hasil Uji 

Penetapan I Efisiensi Penjerapan Liposom dengan Metode Cakram 
 

 

 

 

Gambar 4.8. Grafik Hubungan Konsentrasi Gentamisin dengan Zona Hambat pada Hasil Uji 

Penetapan II Efisiensi Penjerapan Liposom dengan Metode Cakram 
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(a)                                                                           (b) 

Gambar 4.9. Pengamatan Mikroskopik Pewarnaan Gram (a)Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 (b)Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.10. Warna Koloni pada Agar Cetrimide (a)Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

(b) Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.11. Hasil Uji Resistensi (a) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (b) Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa dengan blanko cakram kosong (kiri) dan 

cakram larutan gentamisin sulfat (kanan). 

(a) (b) 

(b) (a) 
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Keterangan :     1(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)G1  = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)G1  = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  KHM 

8(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

9(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

Gambar 4.12. Hasil Uji KHM I Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 
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Keterangan :     1(A)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  KHM 

8(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

9(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)G1 = Uji KHM 1 dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Gambar 4.13. Hasil Uji KHM II Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 
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Keterangan :     1(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)L1  = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)L1  = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

8(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

9(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

Gambar 4.14. Hasil Uji KHM I Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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Keterangan :     1(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)L2  = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)L2  = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

8(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

9(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Gambar 4.15. Hasil Uji KHM II Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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Keterangan :     1(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  KHM 

6(B)G1  = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)G1  = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

8(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)G1 = Uji KHM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

Gambar 4.16. Hasil Uji KHM I Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa 
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Keterangan :     1(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  KHM 

6(B)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)G2  = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

8(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)G2 = Uji KHM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 
 

Gambar 4.17. Hasil Uji KHM II Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa 
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Keterangan :    1(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

6(B)L1  = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)L1  = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

8(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)L1 = Uji KHM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

Gambar 4.18. Hasil Uji KHM I Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 
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Keterangan :     1(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

6(B)L2  = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)L2  = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

8(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)L2 = Uji KHM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

Gambar 4.19. Hasil Uji KHM II Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 
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Keterangan:   KK(A)  = Kontrol Kuman Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

KK(B)  = Kontrol Kuman Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

KL(A)  = Kontrol Suspensi Liposom Kosong dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa  ATCC 

27853 

KL(B) = Kontrol Suspensi Liposom Kosong dengan Bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa 

 

Gambar 4.20.  Kontrol Positif Uji KHM 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan:   KG     = Kontrol Larutan Stok Gentamisin Sulfat 

KLG  = Kontrol Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat 

KM    = Kontrol Media  
 

Gambar 4.21. Kontrol Negatif Uji KHM 
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Keterangan :     1(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)G1  = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 7(A)G1  = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 KBM 

8(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

9(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Gambar 4.22. Hasil Uji KBM I Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 

 

KBM 
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Keterangan :     1(A)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)G2  = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)G2  = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  KBM 

8(A)G1 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

9(A)G1 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)G1 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)G1 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Gambar 4.23. Hasil Uji KBM II Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 

 

KBM 
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Keterangan :     1(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)L1  = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)L1  = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

8(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  KBM 

9(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Gambar 4.24. Hasil Uji KBM I Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

K

B

M 
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Keterangan :     1(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

2(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

3(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

4(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

5(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

6(A)L2  = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

7(A)L2  = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

8(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  KBM 

9(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

11(A)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Gambar 4.25. Hasil Uji KBM II Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

K

B
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Keterangan :     1(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  KBM 

6(B)G1  = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)G1  = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

8(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)G1 = Uji KBM I dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Gambar 4.26. Hasil Uji KBM I Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa 
 

KBM 
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Keterangan :     1(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1000 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 500 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 250 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 125 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 62,5 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  KBM 

6(B)G2  = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 31,25 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)G2  = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 15,63 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

8(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 7,81 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 3,91 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 1,95 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)G2 = Uji KBM II dengan sampel larutan gentamisin sulfat 0,98 ppm dan inokulum 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 
 

 

Gambar 4.27. Hasil Uji KBM II Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug 

Resistant Pseudomonas aeruginosa 
 

KBM 
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Keterangan :     1(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

6(B)L1  = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)L1  = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,63 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  KBM 

8(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)L1 = Uji KBM I dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

Gambar 4.28. Hasil Uji KBM I Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

KBM 
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Keterangan :     1(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1000 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

2(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 500 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  

3(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 250 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

4(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 125 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

5(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 62,5 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

6(B)L2  = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 31,25 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

7(B)L2  = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 15,625 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa  KBM 

8(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 7,81 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

9(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 3,91 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

10(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 1,95 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

11(B)L2 = Uji KBM II dengan sampel suspensi liposom gentamisin sulfat 0,98 ppm dan 

inokulum Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

Gambar 4.29. Hasil Uji KBM II Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri 

Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 
 

 

KBM 
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Keterangan:    KK(A)  = Kontrol Kuman Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 KL(A)  = Kontrol Suspensi Liposom Kosong dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa  ATCC 

27853 

 

Gambar 4.30. Kontrol Positif Uji KBM 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Keterangan:   KK(B)  = Kontrol Kuman Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

KL(B) = Kontrol Suspensi Liposom Kosong dengan Bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas 

aeruginosa 

 

Gambar 4.31. Kontrol Positif Uji KBM 
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Gambar 4.32. Uji KBM Kontrol Suspensi Liposom Gentamisin Sufat (Kontrol Negatif) 

 

 

 
Gambar 4.33. Grafik Perbandingan KBM Berdasarkan Strain Bakteri terhadap Larutan 

Gentamisin Sulfat dan Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat 

 

 

Gambar 4.34. Grafik Perbandingan KHM Berdasarkan Strain Bakteri terhadap Larutan 

Gentamisin Sulfat 
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Tabel 4.1. Hasil Uji Sterilitas 

 

 

 

 

Tabel 4.2. Hasil Penetapan Efisiensi Penjerapan Liposom dengan Metode Uji Cakram 

 

 

 

 

 

Sampel I II III 

Kontrol Media Jernih Jernih Jernih 

Cakram Kertas Jernih Jernih Jernih 

Gentamisin Bebas Jernih Jernih Jernih 

Liposom Kosong Keruh Keruh Keruh 

Liposom Gentamisin Keruh Keruh Keruh 

Konsentrasi Larutan Gentamisin Sulfat 

(ppm) 

Zona Hambat Uji I 

(cm) 

Zona Hambat Uji II 

(cm) 

1000 1,95 1,85 

500 1,485 1,71 

250 1,125 1,425 

125 0,975 1,23 

62,5 0,885 1 

31,25 0,85 0,85 

15,63 0,785 0,825 

                          L1 (Sampel I) - - 

                          L2 (Sampel II) - - 

                          L3 (Sampel III) - - 

R = 0.9948 0.9060 

Pengaruh enkapsulasi..., Elphina Rolanda, FMIPA UI, 2012



 
 

 

 

 

Tabel 4.3. Hasil Uji KHM Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

 

 

 

Keterangan : KK (A)  = Kontrol Kuman Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 KM            = Kontrol Media 

 KG             = Kontrol Gentamisin 

 

 

Tabel 4.4. Hasil Uji KHM Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

  

 

 

 

Keterangan : KK (B) = Kontrol Kuman Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 KM            = Kontrol Media 

 KG             = Kontrol Gentamisin 

 

 

Uji Dilusi 
KK 

(A) 

Konsentrasi Larutan Gentamisin Sulfat (ppm) 
KM KG 

1.000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 

I + - - - - - - - + + + + - - 

II + - - - - - - - + + + + - - 

Uji Dilusi 
KK 

(B) 

Konsentrasi Larutan Gentamisin Sulfat (ppm) 
KM KG 

1.000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 

I + - - - - - + + + + + + - - 

II + - - - - - + + + + + + - - 
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Tabel 4.5. Hasil Uji KBM Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

 

 

Keterangan : KK (A)  = Kontrol Kuman Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Tabel 4.6. Hasil Uji KBM Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

 

 

Keterangan : KK (A)  = Kontrol Kuman Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Tabel 4.7. Hasil Uji KBM Larutan Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

Keterangan : KK (B) = Kontrol Kuman Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

Uji KBM 
KK 

(A) 

Konsentrasi Larutan Gentamisin Sulfat (ppm)     

1.000 500 250 125 62,5 31,24 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 

I + - - - - - - - + + + + 

II + - - - - - - - + + + + 

Uji KBM 
KK 

(A) 

Konsentrasi Larutan Standar Gentamisin Sulfat (ppm) 

1.000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 

I + - - - - - - - - + + + 

II + - - - - - - - - + + + 

Uji KBM 
KK 

(B) 

Konsentrasi Larutan Gentamisin Sulfat (ppm) 

1.000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 

I + - - - - - + + + + + + 

II + - - - - - + + + + + + 
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Tabel 4.8. Hasil Uji KBM Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat dengan Bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

Keterangan : KK (B) = Kontrol Kuman Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

  

Tabel 4.9. Hasil Uji KBM Terhadap Kontrol 

 

 

 

 

   Keterangan :    KK (A) = Kontrol Kuman Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

KK (B)  = Kontrol Kuman Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

KL(A)   = Kontrol Suspensi Liposom Kosong dengan Bakteri Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 

KL(B)       = Kontrol Suspensi Liposom Kosong dengan Bakteri Multidrug Resistant Pseudomonas aeruginosa 

KLG          = Kontrol Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat 

 

Uji KBM 
KK 

(B) 

Konsentrasi Larutan Standar Gentamisin Sulfat (ppm) 

1.000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 

I + - - - - - - - - - + + 

II + - - - - - - - - - + + 

Uji KBM KK (A) KK (B) KL (A) KL (B) KLG 

I + + + + - 

II + + + + - 
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Lampiran 3.1. Diagram Alur Pembuatan Liposom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

800 mg fosfatidilkolin kuning telur + 200 mg kolesterol 

(Rasio molar = 2:1) 

Dilarutkan dalam 10 ml 

Kloroform pro analis 

Evaporasi menggunakan vacuum rotary 

evaporator dengan kecepatan 50-120 rpm 

dengan suhu ± 60
o
C selama 60 menit 

Lapis Tipis 

Dialiri gas N2. 
Biarkan Semalaman. 

Hidrasi dengan 30 mL 

dapar fosfat steril pH 7,4 
Hidrasi dengan 30 mL dapar fosfat steril 

pH 7,4 yang mengandung gentamisin 

sulfat dengan konsentrasi 10 mg/mL. 

Hidrasi dengan bantuan glass 

beads dan rotary evaporator 

dengan kecepatan 60 rpm selama 

60 menit pada suhu ±60
o
C 

Hidrasi dengan bantuan glass 

beads dan rotary evaporator 

dengan kecepatan 60 rpm selama 

60 menit pada suhu ±60
o
C 

Vortex selama 
15 menit 

Vortex selama 

15 menit 

Suspensi Liposom Kosong Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat 

Simpan pada suhu 4
o
C 
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Lampiran 3.2. Diagram Alur Pemurnian Suspensi Liposom Gentamisin Sulfat 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 mL suspensi liposom 

Endapan 

Endapan 

Supernatant (L1) 

Supernatant (L2) 

Suspensi Liposom Murni 

Ultrasentrifugasi 

50.000 g x 30 menit 

Diresuspensikan 

kembali dengan 

dapar fosfat ad 5 

mL 

Ultrasentrifugasi 

50.000 g x 30 menit 

Endapan Supernatant (L3) 

Diresuspensikan 

kembali dengan 

dapar fosfat ad 5 

mL 

Ultrasentrifugasi 

50.000 g x 30 menit 

Diresuspensikan 

kembali dengan 

dapar fosfat ad 5 

mL 
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Lampiran 3.3. Diagram Alur Pengujian Aktivitas Antibakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan stok gentamisin sulfat 

2.000 ppm 

Suspensi liposom gentamisin 

sulfat murni 10.000 ppm 

Pengenceran  
(1 mL suspensi liposom 

gentamisin sulfat murni 

10.000 ppm dalam 4 mL 

dapar fosfat steril pH 7,4) 

Suspensi liposom gentamisin sulfat 

murni 2.000 ppm 

Dibuat seri pengenceran 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 

15,63; 7,81; 3,91; 1,95; dan 0,98 ppm dalam 0,5 mL kaldu 

Mueller-Hinton 

Biakan semalam 

bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 

27853 dalam agar 

cetrimide 

Biakan semalam bakteri 

Multidrug Resistant 

Pseudomonas 

aeruginosa dalam agar 

cetrimide 

Pembuatan suspensi 

kuman dalam 10 mL 

aquabidest. Disetarakan 

dengan Suspensi 

McFarland III 

Pembuatan suspensi 
kuman dalam 10 mL 

aquabidest. Disetarakan 

dengan Suspensi 

McFarland III 

Pengenceran inokulum 

hingga konsentrasi akhir 

5 x 10
5
 CFU/mL 

Pengenceran inokulum 
hingga konsentrasi akhir 

5 x 10
5
 CFU/mL 

Setiap pengenceran ditambahkan 0,1 mL inokulum 

Kelompok uji A 

Larutan gentamisin sulfat 

dengan inokulum 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853. 

Kelompok uji B 

Suspensi liposom 

gentamisin sulfat dengan 

inokulum Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. 

Kelompok uji C    

Larutan gentamisin sulfat 

dengan inokulum 

Multidrug Resistant 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

Kelompok uji D    

Suspensi liposom 

gentamisin sulfat dengan 

inokulum Multidrug 

Resistant Pseudomonas 

aeruginosa. 
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Lanjutan Lampiran 3.3. Diagram Alur Pengujian Aktivitas Antibakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Tambahkan 0,4 mL kaldu Mueller-Hinton 

hingga didapati volume akhir 1 mL 

Inkubasi pada suhu 28-30
o
C selama 24 jam 

Pengamatan KHM 

Penggoresan hasil KHM ke media agar cetrimide 
(Uji KBM) 

Inkubasi pada suhu 28-30
o
C selama 48 jam 

Pengamatan KBM 
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Lampiran 3.4. Sertifikat Analisis Fosfatidilkolin 
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Lampiran 3.5. Sertifikat Analisis Kolesterol 
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Lampiran 3.6. Sertifikat Analisis Gentamisin Sulfat 
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Lampiran 3.7. Surat Bukti Penerimaan Isolat Bakteri dari Departemen Mikrobiologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia  
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Lampiran 4.1. Hasil Pemeriksaan Distribusi Ukuran Partikel Suspensi Liposom Kosong 
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Lampiran 4.2. Hasil Pemeriksaan Distribusi Ukuran Partikel Suspensi Liposom Gentamisin  

Sulfat 
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