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Abstrak

Sefiksim telah berhasil dibuat dalam bentuk kokristal dengan nikotinamida (koformer). Kokristal SEF-
NIK dibuat dengan perbandingan mol 1:1 menggunakan metode liquid-assisted grinding. Kokristal
dikarakterisasi menggunakan DSC, FTIR, SEM, dan PXRD. Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa
terbentuk kokristal antara sefiksim dan nikotinamida. Hasil uji kelarutan, laju disolusi, dan
permeabilitas kokristal SEF-NIK menunjukkan peningkatan yang signifikan dibandingkan dengan
sefiksim murni. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, kokristal SEF-NIK dilanjutkan ke tahap uji
farmakodinamik yakni uji aktivitas antibakteri secara in vitro. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh dari teknik kokristalisasi terhadap aktvitas antibakteri sefiksim. Pengujian
dilakukan menggunakan dua metode yakni Agar Diffusion Method (difusi agar) dan Broth Dilution
Method (dilusi cair). Hasil penelitian menunjukkan bahwa kokristalisasi sefiksim dengan nikotinamida
tidak menghambat efektivitasnya terhadap bakteri Escherichia coli, akan tetapi efektivitasnya lebih
baik dibandingkan sefiksim murni. Pada metode difusi agar, zona hambat sefiksim terhadap bakteri
Escherichia coli sebesar 6,2 mm sedangkan kokristal SEF-NIK lebih besar yakni 8,6 mm. Pada metode
dilusi cair, hasil pengukuran OD bakteri Escherichia coli hari kelima pada sefiksim sebesar 1,330
sedangkan pada kokristal SEF-NIK sebesar 1,064.

Kata Kunci: sefiksim, liquid-assisted grinding, aktivitas antibakteri

Abstract

Cefixime has been formulated in cocrystal form with nicotinamide (coformer). SEF-NIK cocrystals
were prepared at a mole ratio of 1:1 using a liquid-assisted grinding method. The cocrystals were
characterized using DSC, FTIR, SEM, and PXRD. The characterization results showed that cocrystals
were formed between cefixime and nicotinamide. The results of the solubility test, dissolution rate and
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permeability of the SEF-NIK cocrystal showed a significant increase compared to pure cefixime. Based
on these results, the SEF-NIK cocrystal was continued for pharmacodynamic studies with in vitro
antibacterial activity studies. This study aims to determine the effect of cocrystallization techniques on
the antibacterial activity of cefixime. The test was carried out using two methods, namely the Agar
Diffusion Test and the Broth Dilution Test. The results showed that cocrystallization of cefixime with
nicotinamide did not inhibit its effectiveness against Escherichia coli bacteria, but its effectiveness was
better than pure cefixime. In the agar diffusion method, the inhibition zones of cefixime and SEF-NIK
cocrystals against Escherichia coli bacteria were 6.2 mm and 8.6 mm, respectively. On the fifth day of
the broth dilution test method, the OD values of Escherichia coli bacteria in the cefixime and SEF-NIK
cocrystals were 1.330 and 1.064, respectively.
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1  Pendahuluan dengan modifikasi kristal. Salah satu metode
dari modifikasi kristal ialah dengan kokristal [31.
Kokristal secara luas didefinisikan sebagai
bahan kristal yang terdiri dari setidaknya dua
komponen yang berbeda. Kokristal merupakan
material kristal yang terbentuk dari sebuah
active pharmaceutical ingredient (API) dan
molekul nontoksik (cocrystal former/koformer)
dalam rasio stoikiometrik [3,4].

Kokristalisasi sefiksim-nikotinamida (SEF-
NIK) dengan rasio molar 1:1 menggunakan
metode Liquid-Assisted Grinding (LAG) dapat
meningkatkan Kkelarutan, laju disolusi, dan
permeabilitas sefiksim dibandingkan dengan
sefiksim tunggal (murni) [5]. Parameter-
parameter tersebut dapat dikembangkan untuk
meningkatkan bioavailabilitas sefiksim
dikarenakan sediaan dengan penggunaan oral

Sefiksim (C16H15Ns507S2) merupakan obat
yang termasuk ke dalam golongan sefalosforin
generasi ketiga yang diberikan secara oral pada
terapi pengobatan infeksi rentan termasuk
gonore, otitis media, faringitis, infeksi saluran
pernafasan bawah, dan infeksi saluran kemih.
Sefiksim termasuk ke dalam golongan
Biopharmaceutics Classification System (BCS)
kelas IV dengan kelarutan dan permeabilitas
yang rendah. Sefiksim memiliki kelarutan dalam
air sebesar 55,11 mg/L sedangkan nilai logP-
nya -0,4 [1]. Laju disolusi sefiksim murni
sangatlah rendah. Selama 120 menit hanya
sekitar 32,45 % obat yang terdisolusi dalam
dapar fosfat pH 6,8 [2].

Beberapa teknik telah dikembangkan
untuk sediaan formulasi bahan aktif dengan

kelarutan rendah dalam air, salah satunya
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sering mengalami degradasi pra sistemik [6-8].
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Jika bioavailabilitas obat dapat dinaikkan, dapat
diasumsikan bahwa efektifitas dari obat
tersebut juga akan lebih baik daripada
sebelumnya.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
penggunaan nikotinamida sebagai koformer
dalam kokristalisasi dapat meningkatkan efek
teraupetik dari API yang digunakan. Aktivitas
antioksidan dan antihemolitik kuersetin dan
hesperetin [9,10] serta aktivitas antiartritis
diacerein [11] dapat ditingkatkan menggunakan
teknik kokristalisasi bersama nikotinamida.
Penelitian lain juga menunjukkan bahwa
kokristalisasi dapat meningkatkan efek
teraupetik dari obat antimikroba. Aktivitas
antibakteri siprofklosasin [12] dan sulfatiazol
[13] dapat ditingkatkan menggunakan teknik
kokristalisasi.

Berdasarkan latar belakang di atas,
peneliti akan melanjutkan penelitian yang telah
dilakukan. Kokristal SEF-NIK dilanjutkan ke
studi farmakodinamik yakni uji aktivitas
antimikroba secara in vitro menggunakan Agar
Diffusion Test dan Broth Dilution Test.

2 Metode Penelitian

2.1 Alat

Penelitian ini menggunakan alat autoklaf
(GEA, YX-24LDJ, China), digital vortex mixers
(Thermo Scientific, USA), inkubator (Memmert,
Germany), laminar air flow (Keymia, KYM-
LAF1500V, Indonesia), oven (Memmert,
Germany), spektrofotometer UV-Vis (Thermo
Scientific, Genesys 150, USA), dan stirring
hotplates (Thermo Scientific, Cimarec+, USA).

2.2 Bahan

Penelitian ini menggunakan bahan
akuades, asam sulfat, bakteri Escherichia coli
(ATCC 25922TM), barium klorida, etanol, media
mueller-hinton agar (0xoid), media nutrient
broth (Merck), nikotinamida (Ferron Par
Pharmaceuticals), dan sefiksim (Dexa Medica).

2.3 Pembuatan Kokristal SEF-NIK

Pembuatan  kokristal
metode  Liquid-Assisted  Grinding  (LAG).
Kokristal dibuat dengan mencampurkan
sefiksim dan nikotinamida dengan
perbandingan mol 1:1 ke dalam lumpang
dengan cara digerus selama #* 15 menit dengan
penambahan etanol sedikit demi sedikit.

menggunakan
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Kokristal dikeringkan pada suhu ruangan
sekurang-kurangnya selama 1 hari sebelum
dilakukan pengujian [5].

24 Pembuatan Media Mueller-Hinton Agar

Sebanyak 38 g media Mueller-Hinton Agar
ditambahkan ke dalam 1 L akuades sambil
dipanaskan hingga homogen. Larutan media
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu
121 °Cselama 15 menit [14].

2.5 Pembuatan Media Nutrient Broth

Sebanyak 8 g media Nutrient Broth
ditambahkan ke dalam 1 L akuades sambil
dipanaskan hingga homogen. Larutan media
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu
121 °Cselama 15 menit [15].

2.6  Agar Diffusion Method

Media agar diinokulasi dengan sejumlah
inokulum bakteri lalu dituang ke cawan petri.
Setelah memadat, dibuat lubang dengan
diameter 6-8 mm secara aseptik dengan cork
borer atau tip. Sebanyak 20-100 mL sampel
dimasukkan ke dalam sumuran. Media
diinkubasi selama 24 jam pada suhu * 37 °C
Pengamatan dilakukan dengan cara mengukur
diameter zona hambat dari sampel
menggunakan jangka sorong [16]. Diameter
zona hambat dihitung menggunakan rumus
persamaan 1 [17] dari hasil pengukuran seperti
pada Gambar 1.

(b1 —a) + (b2 — a)
2

Zona hambat (mm) =

(Persamaan 1)

Gambar 1 Cara pengukuran diameter zona hambat
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2.7 Broth Dilution Method

Media cari diinokulasi dengan sejumlah
inokulum bakteri ke dalam tabung reaksi.
Sebanyak 0,5 mL sampel dimasukkan ke dalam
tabung reaksi. Optical density diukur selama 5
hari berturut-turut menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Pengamatan
dilakukan dengan cara membuat kurva
pertumbuhan bakteri dengan meregresikan
waktu pengamatan (sumbu x) dengan optical
density (sumbu y) [18,19].

3 Hasil dan Pembahasan

Sefiksim  dan  nikotinamida  telah
dikarakterisasi  menggunakan differential
scanning calorimetry (DSC), fourier transform
infra-red (FTIR), dan powder x-ray diffraction
(PXRD) [5]. Berdasarkan hasil analisa
menggunakan DSC, terjadi penurunan titik leleh
sefiksim dari 200,92 °Cmenjadi 178,96 °C. Titik
leleh nikotinamida 131,77 °C. Titik leleh
kokristal SEF-NIK berada di antara titik leleh
sefiksim dan nikotinamida. Titik leleh suatu
senyawa dapat diubah melalui pembentukan
kokristal [20]. Titik leleh kokristal berada di
antara titik leleh bahan aktif dan koformer atau
lebih rendah dari keduanya. Terdapat korelasi
antara titik leleh suatu senyawa dengan
kelarutan [8]. Meningkatnya titik leleh suatu
senyawa maka kelarutannya menjadi rendah.

Interaksi antara asam karboksil pada
sefiksim dan amida pada nikotinamida
dianalisis menggunakan FTIR berupa spektrum
yang merepresentasikan setiap gugus fungsi
pada senyawa tersebut. Interaksi ditunjukkan
dengan adanya perubahan intensitas spektrum
spesifik dari masing-masing gugus fungsi yang
berperan dalam hidrogen [21. Gugus fungsi
spesifik sefiksim muncul pada panjang
gelombang 3.139,04 (O-H stretching); 1.768,09
(C=0 stretching); 1.223,60 (C-O stretching);
929,08 (O-H out-of-plane). Gugus fungsi spesifik
nikotinamida muncul pada panjang gelombang
3.351,75 dan 3.151,14 (N-H stretching);
1.672,56 (C=0 stretching); 1.613. 92 (N-H
bending); 700,34 (N-H out-of-plane). Gugus
fungsi spesifik kokristal SEF-NIK muncul pada
panjang gelombang 1.768,43 (C=0 stretching);
1.223,95 (C-O stretching); 929,10 (O-H out-of-
plane). Kokristal SEF-NIK menunjukkan spektra
yang berbeda dibandingkan dengan sefiksim
dilihat dari perubahan intensitas puncak pada
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gugus 0-H dan C=0 dari sefiksim. Terjadi juga
pergeseran gugus fungsi C=0 stretching dari
1.768,09 menjadi 1.768,43 dan C-O stretching
dari 1.223,60 menjadi 1.223,95. Pergeseran
spektrum ini terjadi karena interaksi
antarmolekul antara sefiksim dan nikotinamida
melalui ikatan hidrogen.

Kristalinitas suatu senyawa dapat
ditentukan dengan menggunakan PXRD untuk
membedakan senyawa tersebut berbentuk
kristal atau amorf dengan adanya puncak
difraksi. Munculnya puncak difraksi
menunjukkan bahwa senyawa tersebut
berbentuk kristal, sedangkan amorf akan
membentuk punuk difraksi [22]. Puncak
difraksi mewakili setiap Kisi kristal dalam suatu
senyawa. Hasil uji XRD menunjukkan pola
spesifik sefiksim pada 26 5,751° 8,859°%
14,969° 19,512° 22,152° dan 27,274°. Pola
XRD nikotinamida berada pada 26 14,744°;
25,349°, 25,721° dan 27,218° Pola XRD
kokristal SEF-NIK berada pada 26 5,772°%
8,879°% 14,690° 14,986° 19,508° 22,135°
25,233° 25,176° dan 27,189° Pola XRD
kokristal SEF-NIK menunjukkan pola yang
berbeda dengan sefiksim pada 26 27,274° dan
nikotinamida pada 26 27,218°. Keduanya
digabungkan menjadi satu puncak pada 20
27,189°. Metode LAG digambarkan sebagai
katalisis pelarut, di mana sejumlah kecil pelarut
berguna sebagai pelumas dalam difusi molekul.
Sementara itu, penambahan sedikit pelarut
dapat mempercepat proses kokristalisasi [23].

Sefiksim merupakan antibiotik spektrum
luas dari golongan sefalosforin yang memiliki
keunggulan lebih  besar  dibandingkan
sefalosporin lain yang digunakan secara oral.
Stabilitasnya luar biasa terhadap (-laktamase
dan cakupannya luas terhadap bakteri gram
negatif. Sefiksim memiliki sedikit aktivitas
melawan bakteri stafilokokus dan bakteri
pneumokokus [24,25]. Aktivitas antibakteri
kokristal Sefiksim-Nikotinamida (SEF-NIK)
dilakukan terhadap bakteri Escherichia coli
yang merupakan bakteri gram negatif. Aktivitas
antibakteri kokristal SEF-NIK dibandingkan
dengan kontrol negatif (pelarut) dan kontrol
positif (sefiksim).

3.1 Agar Diffusion Test

Metode yang digunakan pada uji difusi
adalah metode sumuran/lubang. Media
pertumbuhan yang digunakan dalam metode ini

889



Aktivitas Antibakteri Kokristal Sefiksim-Nikotinamida Menggunakan Agar Diffusion dan Broth Dilution Test

adalah Mueller-Hinton Agar [26]. Setiap sampel
dilakukan pengujian dua kali (duplo). Adanya
aktivitas  antibakteri  ditandai = dengan
terbentuknya zona hambat (zona bening) di
sekitar lubang yang berisi sampel. Diameter
zona hambat diukur menggunakan jangka
sorong. Diameter tiap sampel masing-masing
diukur sebanyak dua kali dengan sisi yang
berbeda lalu dirata-ratakan. Hasil uji difusi
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Zona hambat sampel terhadap bakteri Escherichia
coli dengan metode Agar Diffusion Test

Sampel Zona Hambat (mm)
Kontrol negatif -

Sefiksim 6,2

Kokristal SEF-NIK 8,6

Berdasarkan Tabel 1, kokristal SEF-NIK
memiliki zona hambat (8,6 mm) yang lebih
besar dibandingkan dengan sefiksim (6,2 mm).
Artinya, aktivitas antibakteri kokristal SEF-NIK
terhadap bakteri Escherichia coli lebih besar
dibandingkan aktivitas antibakteri dari
sefiksim. Hal ini menunjukkan bahwa
kokristalisasi sefiksim dengan nikotinamida
tidak menghambat efektivitasnya sebagai
antibakteri dan bahkan aktifitas antibakterinya
lebih baik daripada sefiksim.

3.2 Broth Dilution Test

Media pertumbuhan yang digunakan
adalah Nutrient Broth. Setiap sampel dilakukan
pengujian dua kali (duplo). Aktivitas antibakteri
dari sampel dinilai berdasarkan kurva
pertumbuhan bakteri yang diamati selama 5
hari berturut-turut (Gambar 1). Kurva
pertumbuhan bakteri dibuat dengan cara
meregresikan waktu pengamatan (sumbu x)
dengan optical density (OD) dari bakteri (sumbu
y). Nilai oD diukur  menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600
nm.

Tabel 2 Hasil pengukuran optical density bakteri
Escherichia coli

Sampel Hari ke-

0 1 2 3 4
Kontrol negatif 0,058 2,386 2,691 2,995 2,813
Sefiksim 0,058 1,411 2,085 1,536 1,330

Kokristal SEF-NIK 0,060 1,348 2,091 1,644 1,064
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Optical Density
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Sefiksim
Kokristal SEF-NIK
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Waktu (hari)

Gambar 1 Kurva pertumbuhan Escherichia coli terhadap

sampel dengan metode Broth Dilution Test

Berdasarkan Gambar 1, bakteri
Escherichia coli pada kontrol negatif baru
mengalami death phase (fase kematian) pada
hari keempat sedangkan bakteri Escherichia coli
pada sampel sefiksim dan kokristal SEF-NIK
telah masuk ke death phase pada hari ketiga, Ini
membuktikan bahwa  sefiksim  maupun
kokristal SEF-NIK sensitif terhadap bakteri
Escherichia coli, Nilai OD hari kelima bakteri
Escherichia coli pada sefiksim sebesar 1,330
sedangkan kokristal SEF-NIK sebesar 1,064
(Tabel 2), Ini menunjukkan bahwa jumlah
kematian sel bakteri Escherichia coli pada
kokristal SEF-NIK lebih besar daripada sefiksim,
Sama halnya pada metode difusi, kokristalisasi
sefiksim dengan nikotinamida tidak
menghambat efektivitasnya sebagai antibakteri
tetapi aktifitas antibakterinya lebih baik
daripada sefiksim.

Sefiksim  menghambat pertumbuhan
bakteri dengan menghambat sintesis dinding
sel bakteri. Dinding sel merupakan bagian dari
struktur bakteri yang membantunya bertahan
hidup dalam kondisi lingkungan yang tidak
menguntungkan. Tanpa dinding sel, bakteri
rentan terhadap lingkungan sehingga bisa
menyebabkan kematian pada bakteri. Sefiksim
juga melawan patogen dengan mengikat
penicillin-binding proteins (PBPs) yang ada di
dinding sel bakteri [25,27]. Antibiotik B-laktam
merupakan agen bakterisida yang paling
banyak digunakan karena dapat menghambat
biosintesis dinding sel dengan mengikat PBPs.
PBPs merupakan enzim yang tersebar di bagian
luar sitoplasma yang terdapat pada bakteri
gram positif dan gram negatif [28].
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4  Kesimpulan

Kokristalisasi sefiksim dengan
nikotinamida tidak menghambat efektivitasnya
terhadap bakteri Escherichia coli, akan tetapi
efektivitasnya lebih baik dibandingkan sefiksim
murni. Pada metode agar diffusion test, zona
hambat sefiksim terhadap bakteri Escherichia
coli sebesar 6,2 mm sedangkan kokristal SEF-
NIK lebih besar yakni 8,6 mm. Pada metode
broth dilution test, hasil pengukuran OD bakteri
Escherichia coli hari kelima pada sefiksim
sebesar 1,330 sedangkan pada kokristal SEF-
NIK sebesar 1,064. Semakin kecil nilai OD,
semakin banyak koloni bakteri yang mati.
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