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Abstract: A tuna bones, particularly in the jaw region, constitute a
category of food waste prevalent in North Sulawesi. Hydroxyapatite
can be produced from tuna jaws. Abelmoschus manihot L (gedi) can
improve the efficacy of hydroxyapatite as an antibacterial agent owing
to its bioactive components. This study aimed to assess the
antibacterial efficacy of hydroxyapatite treated with Abelmoschus
manihot L extract. The samples were produced through multiple
stages: preparation of tuna fish bones, synthesis of hydroxyapatite
nanoparticles (nHA), extraction of gedi leaves and biosynthesis of
nHA from gedi leaf extract. Biosynthesis was conducted via the co-
precipitation technique with diverse compositions. The samples were
then analyzed using FTIR and TEM, and their antibacterial activity
was assessed using the well diffusion method. According to the results
of the FTIR study, functional groups from the gedi leaf extract were
detected at wave numbers 1731 cm, 1234 cm™, and 896 cm, and
nHA was discovered at wave numbers 576 cm, 608 cm™, 964 cm™,
and 1041 cm?, indicating the phosphate group. Furthermore, the
results of the TEM investigation revealed that the samples formed
spheres smaller than 100 nm. The antibacterial activity of gedi
extract/nHA at concentrations of 0.5%, 1%, and 1.5% revealed the
presence of inhibitory zones in the strong and very strong categories
for S. aureus bacteria. Meanwhile, E. coli bacteria's inhibitory zones
were moderate to strong. This suggests that gedi/nHA extract
possesses antibacterial properties, making it ideal for use in
biomedical applications.

Abstrak: Tulang ikan Tuna khususnya bagian rahang merupakan salah satu food waste yang berada di
Sulawesi Utara. Rahang tuna dapat disintesis menjadi hidroksiapatit. Abelmoschus manihot L (gedi) dapat
meningkatkan performa hidroksiapatit sebagai agen antibakteri karena mengandung senyawa bioaktif.
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui potensi antibakteri dari hidroksiapatit yang termodifikasi ekstrak
Abelmoschus manihot L. Sampel difabrikasi dengan beberapa tahapan yaitu preparasi tulang ikan tuna,
sintesis nanopartikel hidroksiapati (nHA), ekstraksi daun gedi, dan biosintesis ekstrak daun gedi nHA.
Biosintesis dilakukan dengan metode kopresipitasi dengan variasi komposisi. Selanjutnya, sampel
dikarakterisasi menggunakan FTIR, TEM, dan aktivitas antibakterinya diuji menggunakan metode difusi
sumuran. Berdasarkan hasil analisis FTIR menunjukkan hadirnya gugus fungsi dari ekstrak daun gedi pada
bilangan gelombang 1731 cm, 1234 cm™, 896 cm* dan nHA pada bilangan gelombang 576, 608, 964, dan
1041 cm. Selanjutnya, hasil analisis TEM menunjukkan bahwa sampel membentuk sferis dengan ukuran
di bawah 100 nm. Aktivitas antibakteri ekstrak gedi/nHA pada konsentrasi 0,5%; 1%; 1,5% menunjukkan
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adanya zona hambat yang berada pada kategori kuat dan sangat kuat untuk bakteri S. aureus. Sementara
pada bakteri E. coli berada pada kategori sedang dan kuat. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak gedi/nHA
memiliki potensi sebagai agen antibakteri, sehingga dapat dikembangkan sebagai material biomedis.

PENDAHULUAN

Indonesia menempati peringkat kedua sebagai negara penghasil food waste terbesar di
dunia. Berdasarkan data United Nations Enviroment Programme (UNEP) pada tahun 2020,
tercatat angka food waste di Indonesia mencapai 20,94 juta metrik ton (Ibrahim, 2023). Hal serupa
juga terjadi di Sulawesi Utara, dimana salah satu food waste yang melimpah adalah tulang ikan
tuna. Hal ini dikarenakan produksi tuna menjadi salah satu komoditas andalan di Sulawesi Utara.
Untuk menekan angka food waste yang tinggi, maka perlu dilakukan sebuah inovasi dalam
fabrikasi tulang ikan tuna. Tulang ikan tuna memiliki kandungan kalsium yang tinggi
dibandingkan unsur lainya, yang kemudian dapat digunakan sebagai sumber kalsium dalam
pembuatan hidroksiapatit.

Hidroksiapatit (HAp) mengandung mineral kalsium fosfat yang dapat memperbaiki
kerusakan tulang secara alami (Zhang dkk., 2014). Jika ditinjau dari sifat biologinya, senyawa
HAp memiliki sifat biokompatibel dan bioaktif yang membuat material ini menjadi primadona
dibidang biomaterial (Foroughi dkk., 2016). Pada penelitian Alinavaz et al (2021) Menjelaskan
bahwa hidroksiapatit memiliki potensi sebagai agen antibakteri (Alinavaz dkk., 2021). Namun
sayangnya, hidroksiapatit mudah untuk teraglomerasi. Sehingga untuk meningkatkan performa
hidroksiapatit juga perlu ditambahkan agen penstabil yang berguna untuk mencegah terjadinya
aglomerasi partikel. Agen penstabil yang secara umum digunakan adalah polimer sintetik seperti
PVP, PVA, dan PEG (Alinavaz dkk., 2021; Basak dkk., 2018; Gtab dkk., 2021). Namun
penggunaannya terindikasi dapat merusak lingkungan. Oleh karena itu, beberapa peneliti telah
mengembangkan inovasi sintesis nanopartikel menggunakan tanaman (Kalaiselvi dkk., 2018;
Orooji dkk., 2020; Zheng dkk., 2021). Sehingga dapat meminimalisir penggunaan bahan-bahan
anorganik yang berbahaya dan limbahnya.

Banyak tumbuhan yang berpotensi untuk dimanfaatkan menjadi alternatif dalam sintesis
nanopartikel. Salah satu tanaman endemik di Sulawesi Utara yang berpotensi sebagai penstabil,
pereduksi, dan chelating agent adalah Abelmoschus manihot L (gedi). Tanaman ini mengandung
sejumlah senyawa flavonoid, steroid, tannin, dan fenol (Hendrawati dkk., 2020). Senyawa
fitokimia ini memiliki potensi aktivitas antibakteri yang mampu meperluas aplikasi hidroksiapatit
(HAp) sebagai agen antibakteri. Polifenol juga dilaporkan memiliki pengaruh dalam mengontrol
bentuk HAp karena adanya interaksi berbagai gugus fungsional selama nukleasi. Disisi lain,
modifikasi ekstrak daun gedi dalam biosintesis hidroksiapatit nanopartikel juga dapat
meningkatkan sifat antibakteri dari hidroksiapatit (Kambey dkk., 2019). Pada konsentrasi tinggi
fenol diketahui memiliki spektrum antibakteri yang luas, dimana mampu menembus dan
mengganggu dinding sel bakteri. Sehingga dengan modifikasi ekstrak daun gedi performa
hidroksiapatit sebagai agen antibakteri menjadi optimal. Inovasi lain yang ditawarkan ialah
fabrikasi HAp dengan recycle system tulang ikan tuna, yang memberikan nilai tambah pada riset
ini.

METODE
Materials

Bahan kimia yang digunakan untuk mensintesis nanopartikel hidroksiapatit (nHA) dan
ekstrak gedi/nHA memiliki kualitas reagen analitik p.a. nHA dan ekstrak gedi/nHA dibuat dengan
menggunakan kalsium hidroksida Ca(OH), dari tulang ikan tuna, HNOg3 p.a, amonium dihidrogen
fosfat NH4H,PO, p.a, amonium hidroksida NH,OH p.a, daun gedi, etanol 96%, asam asetat p.a,
dan de-ionized water.
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Methods
Preparasi tulang ikan tuna

Sebelum masuk tahap sintesis hidroksiapatit, hal pertama yang dilakukan yaitu preparasi
limbah tulang ikan tuna. Limbah tulang ikan tuna dipotong kecil, dicuci dengan air mengalir
hingga bersih, direbus selama 30 menit, disaring, dan dikeringkan di bawah sinar matahari.
Tulang ikan tuna dimasukkan furnace dengan suhu 1000 °C selama 5 jam agar membentuk CaO.
Setelah dikalsinasi CaO direaksikan dengan de-ionized water dan ditumbuk hingga halus.
kemudian diayak menggunakan ayakan 200 mesh, hingga membentuk serbuk kalsium hidroksida
[Ca(OH):] (Chadijah, 2018).

Sintesis nHA

Pembuatan hidroksiapatit dari limbah tulang ikan tuna dilakukan dengan mereaksikan
Ca(OH), dengan HNOs3 sebanyak 5 mL dan di aduk pada suhu ruang untuk memperoleh larutan
Ca(NOs).. kemudian, dititrasi mengggunakan (NH4),HPO, yang sudah dilarutkan dengan 100 mL
de-ionized water. Larutan NH4OH dititrasi secara perlahan agar larutan tetap basa (pH 10).
Selama proses titrasi, larutan diaduk pada suhu 75 °C selama 1 jam hingga terbentuk endapan.
Endapan tersebut dicuci, disaring, dan dioven suhu 100 °C selama 1 jam (Chadijah, 2018;
Hariyanto, Taufig, Sunaryono, Mufti, dkk., 2019; Hariyanto, Taufig, Sunaryono, & Soontaranon,
2019).

Pembuatan Ekstrak Daun Abelmoschus manihot L

Serbuk daun Abelmoschus manihot L diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 96%. Maserasi dilakukan dengan perbandingan ekstrak dan pelarut yaitu 1:5 (w/v)
sampai semua sampel terendam oleh pelarut selama 5x24 jam dengan beberapa kali pengadukan.
Ekstrak hasil maserasi kemudian disaring sehingga diperoleh filtrat dan residu. Selanjutnya
dilakukan remaserasi residu dengan perbandingan residu dan pelarut 1:3 (w/v) yang ada selama
2x24 jam dengan beberapa kali pengadukan. Kemudian dilakukan remaserasi secara berkala
selama 2x24 jam kemudian maserat disaring sehingga diperoleh filtrat dan residu. Filtrat
dikumpulkan lalu diuapkan dengan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental.

Biosintesis Nanopartikel Hidroksiapatit dengan ekstrak daun Abelmoschus manihot L

Sintesis hidroksiapatit merujuk pada penelitian sebelumnya. Larutan hidroksiapatit 1%
dibuat dengan melarutkan 0,2 g hidroksiapatit dalam 20 ml asam asetat. Larutan hidroksiapatit
1% yang telah dibuat, selanjutnya dimasukkan ke dalam gelas kimia sebanyak 2 ml dan
ditambahkan dengan ektrak daun gedi sebanyak 0,5 g, 1 g, dan 1,5 g, kemudian diaduk hingga
homogen.

Uji Aktivitas Antibakteri Komposit Hidroksiapatit dengan Ekstrak Daun Abelmoschus
manihot L

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi agar, khususnya
metode sumuran. Media agar yang telah ditanami bakteri uji dibuat sumuran dengan pencadang
berdiameter 4 mm. Kemudian, sumuran tersebut diisi dengan sampel yang akan diuji aktivitas
antibakterinya. Sampel dalam sumuran akan berdifusi ke media agar yang telah ditanami bakteri.
Pengamatan dilakukan dengan melihat terbentuknya zona bening di sekitar sumuran setelah
media agar yang ditanami bakteri diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Pada pengujian ini,
bakteri uji yang digunakan adalah bakteri E.coli dan S.aureus untuk mengetahui kemampuan daya
hambat dari ekstrak gedi/nHA pada konsentrasi 0,5%; 1%; 1,5%. Aktivitas antibakteri yang diamati
berasal dari zat uji, bukan dari pelarut. Kontrol negatif yang digunakan adalah aquadest. Dari hasil
pengujian, kontrol negatif tidak menunjukkan adanya zona hambat, yang membuktikan bahwa
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daya hambat yang diamati tidak dipengaruhi oleh pelarut. Kontrol positif yang digunakan adalah
ciprofloxacin, yang berfungsi untuk memberikan gambaran zona hambat yang terbentuk.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Karakterisasi FTIR

Spektrum FTIR dari ekstrak gedi/nHA dengan variasi konsentrasi 0,5%; 1%; 1,5% disajikan pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Spektrum FTIR dari sampel ekstrak gedi/nHA 0,5%; 1%; 1,5%

Berdasarkan Gambar 1 teramati adanya vibrasi stretching O-H pada gugus OH dalam
molekul selulosa muncul pada bilangan gelombang 3400 — 3300 cm™. Puncak pada bilangan
gelombang 1731 cm vibrasi stretching C=0 dari kelompok asetil dan ester uronat, pektin,
hemiselulosa, atau ikatan ester dari kelompok karboksilat asam ferulat dan p-kumarat dari
lignin/hemiselulosa. Puncak absorbsi yang teramati pada 1641 cm™ merepresentasikan vibrasi
gugus O-H. Sementara, puncak absorpsi pada 1234 cm™ dalam ekstrak Abelmoschus manihot
diindikasikan dengan stretching C-O keluar bidang dari gugus asetil dalam lignin. Puncak pada
896 cm™ menunjukkan vibrasi rocking dari ikatan B-glikosidik (Teli & Jadhav, 2016). Lebih
lanjut, vibrasi gugus fungsional yang terbentuk seperti phosphate, carbonate, dan hidroksil dari
nHA juga teramati. Vibrasi dari gugus fungsi phosphate terjadi pada bilangan gelombang 576,
608, 964, dan 1041 cm™. Vibrasi dari gugus fungsi karbonat terjadi pada bilangan gelombang
878, 1419, dan 1636 cm™. Hasil penelitian ini selaras dengan hasil penelitian sebelumnya yang
melaporkan gugus fungsional karbonat berada pada bilangan gelombang 878 cm* dan 1300-1650
cm* (Hariyanto, Taufig, Sunaryono, Mufti, dkk., 2019). Vibrasi stretching O-H dari nHA teramati
pada bilangan gelombang 3372 cm,

Hasil Karakterisasi TEM

Morfologi komposit ekstrak nHA diamati dengan TEM seperti Gambar 2. Berdasarkan
hasil analisis morfologi, distribusi komposit ekstrak nHA lebih menunjukkan bentuk yang
seragam berbentuk sferis. Berdasarkan hasil fitting dengan menggunakan model distribusi
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Gaussian ukuran komposit ekstrak gedi/nHA memiliki ukuran di bawah 100 nm seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Hasil Kakterisasi Sampel Ekstrak Gedi/nHA

Hasil Uji Antibakteri

Hasil analisis uji antibakteri disajikan pada Tabel 1 dan Tabel 2. Berdasarkan Tabel 1
terlihat bahwa dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak gedi/nHA (0,5%; 1%; 1,5%)
membentuk struktur komposit dengan HA, dapat meningkatkan aktivitas antibakteri.
Bertambahnya komposisi ekstrak menyebabkan diameter zona hambat yang terbentuk semakin
meningkat. Hal ini terlihat pada konsentrasi ekstrak 0,5%; 1%; 1,5% zona hambat yang terbentuk
sebesar 16,53 mm; 19,73 mm; 20,24 mm secara berturut-turut untuk bakteri S. aureus. Terlihat
juga pada konsentrasi 1% dan 1,5% terjadi peningkatan pada kategori sangat kuat. Sementara
untuk E. coli yang disajikan pada Tabel 2 sebesar 13,66 mm; 18,09 mm; 19,33 mm, terjadi
peningkatan dari kategori sedang (0,5%) menjadi kategori kuat (1% dan 1,5%). Meningkatnya
nilai diameter zona hambat mengimplikasikan bahwa ekstrak gedi selain berfungsi sebagai
reducing agent, juga dapat meningkatkan performa dari HA sebagai agen antibakteri.

Tabel 1. Hasil Pengukuran Diameter Zona Daya Hambat Bakteri S. aureus pada Ekstrak

Gedi/nHA

Diameter Zona Hambat (mm) Kategori
Konsentrasi UL U2 U3 Rata-rata Daya

(mm) Hambat

KE 0,5% 15.63 16.80 17.17 16.53 Kuat
KE 1% 19.27 19.93 20.00 19.73 Sangat Kuat
KE 1,5% 20.17 19.63 20.93 20.24 Sangat Kuat
HA 2.87 2.9 4.87 3.55 Lemah
Kontrol (+) 19.43 18.37 21.17 19.66 Kuat
Kontrol (-) 0 0 0 0 Tidak ada

Tabel 2. Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat Bakteri E. coli pada Ekstrak Gedi/nHA

Diameter Zona Hambat (mm) Rata-rata Kategori
Konsentrasi (mm) Daya
U1 u2 U3 Hambat
KE 0,5% 14.13 11.47 15.37 13.66 Sedang
KE 1% 18.27 17.30 18.7 18.09 Kuat
KE 1,5% 19.5 14.9 20.6 18.33 Kuat
HA 6.90 6.40 7.90 7.07 Sedang
Kontrol (+) 15.37 14.8 13.8 14.66 Sedang
Kontrol (-) 0 0 0 0 Tidak ada
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Staphylococus aureus Eschercia coli

Gambar 3. Aktivitas Antibakteri Komposit Ekstrak gedi/nHA

Daya hambat pada bakteri gram positif yaitu Staphylococcus aureus memiliki nilai yang
lebih tinggi dibandingkan dengan bakteri gram negatif yaitu Eschercia coli, hal ini menunjukkan
bahwa bakteri gram negatif lebih tahan terhadap komposit ekstrak gedi/nHA dibandingkan
dengan bakteri gram positif. Hal ini sejalan dengan teori yang ada, dimana bakteri gram negatif
memiliki struktur dinding sel yang lebih kompleks karena susunan membran sel terdiri dari
lipopolisakarida. Senyawa ini berfungsi untuk menghalangi senyawa antibakteri untuk menembus
masuk ke dalam sel. Disisi lain, bakteri gram positif memiliki struktur dinding sel yang lebih
sederhana dan berlapis tunggal tanpa membran luar. Hal ini yang membuat komposit ekstrak nHA
lebih mudah menembus dinding sel sehingga menyebabkan lisis (kerusakan sel) (Daris dkk.,
2023).

SIMPULAN

Vibrasi stretching O-H pada gugus OH dalam molekul selulosa muncul pada bilangan
gelombang 3400 — 3300 cm™. Puncak pada bilangan gelombang 1731 cm vibrasi stretching C=0
dari kelompok asetil dan ester uronat, pektin, hemiselulosa, atau ikatan ester dari kelompok
karboksilat asam ferulat dan p-kumarat dari lignin/hemiselulosa. Puncak absorbsi yang teramati
pada 1641 cm™* merepresentasikan vibrasi gugus O-H. Sementara, puncak absorpsi pada 1234 cm-
! dalam ekstrak Abelmoschus manihot L diindikasikan dengan stretching C-O keluar bidang dari
gugus asetil dalam lignin. Puncak pada 896 cm™ menunjukkan vibrasi rocking dari ikatan -
glikosidik. Vibrasi dari gugus fungsi phosphate terjadi pada bilangan gelombang 576, 608, 964,
dan 1041 cm™. Vibrasi dari gugus fungsi karbonat terjadi pada bilangan gelombang 878, 1419,
dan 1636 cm™. Vibrasi stretching O-H dari nHA teramati pada bilangan gelombang 3372 cm™.
Aktivitas antibakteri ekstrak gedi/nHA pada konsentrasi ekstrak 0,5%; 1%; 1,5% menunjukkan
adanya zona hambat yang terbentuk sebesar 16,53 mm; 19,73 mm; 20,24 mm secara berturut-
turut untuk bakteri S. aureus. Sementara untuk E. coli sebesar 13,66 mm; 18,09 mm; 19,33 mm.
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