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Abstract

Biosynthesis of nanosilver by using sweet orange (C. sinensis) as a bioreductor has shown nano-
sized results. In this research, the effect of volume variation of sweet orange juice and peel extract
combination toward the characteristics and antibacterial activity of synthesized nanosilver will be
studied. Solution of AgNO3 1 mM was mixed with a combination of sweet orange juice — peel extract
with ratios (v/v), 3:0; 1.5:1.5; 1:2; 0.5:2.5 and 0:3 at 60°C for 45 minutes. The color change of the mixed
solution indicated the formation of nanosilver and confirmed by using UV/Vis spectrophotometer and
TEM analysis. The results show that the addition of sweet orange juice in combination accelerated the
color change of the mixed solution. The characterization of nanosilver with UV/Vis spectrophotometer
confirmed SPR peak at 438-459 nm. The stability test showed that nanosilver reduced with sweet
orange juice-peel extract 0,5:2,5 (v/v) was stable and had inhibition diameter tested by the diffusion
method against S.aureus (19.50 mm) and S.epidermidis (18.09 mm), indicates a moderate inhibition.
Its TEM analysis confirmed the particle's size of about 30-56 nm with spherical form.
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Variasi Volume Sari Buah dan Infusa Kulit Buah Jeruk (Citrus sinensis)
Terhadap Karakteristik dan Aktivitas Antibakteri Nanosilver

Abstrak

Biosintesis nanosilver dengan buah jeruk (C. sinensis) sebagai bioreduktor diketahui dapat menghasilkan
perak berukuran nano. Penelitian ini bertujuan melihat pengaruh variasi volume kombinasi sari buah
dengan infusa kulit buah jeruk terhadap karakteristik dan aktivitas antibakteri nanosilver. Sintesis
nanosilver dilakukan dengan mencampur larutan AgNO3 1 mM dengan kombinasi sari buah — infusa
kulit buah jeruk dengan perbandingan (v/v), 3:0; 1,5:1,5; 1:2; 0,5:2,5 dan 0:3 pada penangas air bersuhu
60°C selama 45 menit. Perubahan warna larutan mengindikasikan telah terbentuknya nanosilver
dan konfirmasi dilakukan dengan spektrofotometer UV/Vis serta analisis TEM. Hasil penelitian
menunjukkan penambahan sari buah pada bioreduktor kombinasi dapat mempercepat terjadinya
perubahan warna dan karakterisasi nanosilver dengan spektrofotometer UV/Vis mengkonfirmasi
puncak SPR direntang 438-459 nm. Pengujian stabilitas memperlihatkan nanosilver hasil reduksi
dengan kombinasi sari buah — infusa kulit buah jeruk 0,5:2,5 (v/v) memiliki stabilitas paling memenuhi
syarat dan pengujian zona hambat dengan metode difusi terhadap bakteri S.aureus (19,50 mm) dan
S.epidermidis (18,09 mm) yang dihasilkan lebih besar daripada nanosilver hasil reduksi kombinasi
formula lainnya, yang mengindikasikan respon hambat sedang. Analisis TEM menunjukkan nanosilver
berukuran 30-56 nm berbentuk bulat.

Kata Kunci: nanosilver, biosintesis, Citrus sinensis, karakteristik, aktivitas antibakteri.

32



1. Pendahuluan

Nanosilver merupakan salah satu
nanomaterial yang saat ini paling banyak
digunakan baik dalam produk perawatan
kesehatan, kosmetik, industri makanan,
peralatan medis, hingga peralatan elektronik.’
Selain itu, telah ditemukan bahwa silver
merupakan logam dengan aktivitas antibakteri
yang paling efektif dan yang paling sedikit
toksik pada sel hewan bila dibandingkan
dengan logam lain yang juga memiliki
aktivitas  antibakteri. Silver —umumnya
digunakan dalam bentuk nitrat untuk
menginduksi efek antibakteri. Namun, ketika
silver dibuat menjadi nanopartikel maka
terjadi peningkatan pada luas area kontak
dengan bakteri yang menyebabkan aktivitas
antibakteri menjadi lebih efektif.?

Berbagai metode telah dikembangkan
untuk menghasilkan nanopartikel logam,
yaitu dengan teknik fisika, seperti ablasi laser,
litografi, dan iradiasi energi tinggi ataupun
dengan teknik kimia, seperti penggunaan
bahan pereduksi kimia, elektrokimia, dan
reduksi fotokimia. Akan tetapi, kedua teknik
yang digunakan untuk sintesis nanopartikel
logam ini sering kali sangat mahal dan tidak
ramah lingkungan, karena penggunaan bahan
kimia berbahaya, bersifat toksik, dan mudah
terbakar serta dibutuhkannya energi yang
tinggi.> Metode lain sebagai alternatif untuk
sintesis nanopartikel logam adalah teknik
biologi dengan salah satunya menggunakan
ekstrak tumbuhan. Tumbuhan dipilih karena
merupakan bahan yang ramah lingkungan dan
hemat biaya serta bagian-bagian tumbuhan
dapat dimanfaatkan seperti daun, akar, batang,
biji, dan buah untuk sintesis nanopartikel.
Selain itu, ekstrak tumbuhan dapat bekerja
dengan baik pada biosintesis nanopartikel
logam karena komponen-komponen yang
terkandung secara alami dalam ekstrak
tumbuhan, seperti gula pereduksi, keton/
aldehid, gugus amin, senyawa heterosiklik
larut air, dan protein baik berperan sebagai
reducing agents atau agen pereduksi yang
mereduksi ion logam maupun sebagai capping
agents atau agen penstabil yang menjaga
stabilitas nanopartikel logam.*”

Hasil penelitian Kaviya et al (2011)
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menyatakan bahwa, kulit buah jeruk manis
(C. sinensis) dapat dimanfaatkan sebagai
bioreduktor dalam biosintesis nanosilver
dengan dihasilkan nanosilver berukuran 10
+ 1 nm untuk reaksi pada suhu 60°C selama
45 menit. Pengembangan penelitian ini
selanjutnya dilakukan oleh Kahrilas et al
(2014), dengan kulit buah jeruk manis sebagai
bioreduktor dan pemanasan dengan bantuan
microwave saat proses biosintesis, di mana
didapatkan nanosilver berukuran 7,36 + 8,06
nm dengan durasi sintesis selama 15 menit.
Selain kulit buah jeruk manis, sari buah
jeruk manis juga telah dimanfaatkan sebagai
bioreduktor dalam biosintesis nanosilver.
Sari buah jeruk manis digunakan sebagai
bioreduktor, karena di dalam sari buah jeruk
manis terkandung asam sitrat dan asam
askorbat yang memiliki kemungkinan untuk
berperan sebagai pereduksi ion logam serta
sebagai penstabil yang efektif dalam sintesis
nanopartikel logam.®’

Meskipun demikian, stabilitas ukuran
partikel nanosilver yang dihasilkan dari
penelitian yang dilakukan baik oleh Kaviya
et al (2011) maupun Kahrilas et al (2014)
belum diamati. Di sisi lain, pemanfaatan
seluruh bagian buah jeruk manis seperti sari
buah dengan kulit buah jeruk manis dalam
bentuk kombinasi sebagai bioreduktor
dalam biosintesis nanosilver juga belum
pernah dilakukan sebelumnya. Kombinasi
kedua bagian buah jeruk manis ini sebagai
bioreduktor dapat menjadi pilihan alternatif
dansangatberpotensidalamsintesisnanosilver
karena terdapat bukti bahwa pada buah jeruk
manis, komposisi fitokimia yang terkandung
bervariasi antar bagian buah. Minyak atsiri,
gula, asam organik, asam fenolik, dan
flavonoid merupakan senyawa-senyawa yang
dapat ditemukan di dalam sari buah jeruk
manis. Sedangkan dalam kulit buah jeruk
manis dapat ditemukan senyawa-senyawa
seperti asam fenolik, asam organik, flavonoid,
peptida, dan minyak atsiri.*>'° Oleh karena
itu, dalam penelitian ini sari buah dan infusa
kulit buah jeruk manis akan dikombinasikan
untuk  memanfaatkan  senyawa-senyawa
yang terkandung dalam buah jeruk manis
secara maksimal sebagai agen pereduksi serta



agen penstabil dalam biosintesis nanosilver
dengan harapan mendapatkan nanosilver
yang stabil dan waktu perubahan warna
reaksi relatif singkat dengan ukuran partikel
serta aktivitas antibakteri nanosilver terhadap
bakteri S. aureus dan bakteri S. epidermidis
yang dihasilkan lebih baik bila dibandingkan
dengan nanosilver hasil biosintesis yang
hanya menggunakan bioreduktor sari buah
atau ekstrak kulit buah jeruk manis saja.

2.  Metode
2.1. Alat

Spektrofotometer UV/Vis (Genesys,
Thermo  Fisher Scientific: ~ Walthman,

MA), timbangan analitik (Mettler Toledo
AL204, d=0,0001 g, Colombus, Ohio),
timbangan digital (Precisa XB620C, d=0,01
g, Moosmattstrasse, Swiss), sentrifugator
(Heracus Fresco 17, Thermo Fisher
Scientific, Jerman), TEM (JEM-1400 Flash
Electron Microscope, Jeol, Jepang), hot plate
(Maspion, Indonesia), cawan porselen, batang
pengaduk, penangas air, termometer, flakon,
dan alat-alat gelas.

2.2. Bahan

Buah jeruk manis Pacitan (Citrus
sinensis (L.) Osbeck diambil dari Kab
pacitan, Jawa Tengah bulan April 2020 dan
diidentifikasi di Laboratorium taksonomi
tumbuhan, Fakultas Biologi UGM Yogyakarta
dengan no voucher sepsimen No 014953/S.
Tb/11/2020.

Aqua bidestilata, silver nitrate 99,8%
(Merck yang dikemas wulang oleh CV
Nitra Kimia, Yogyakarta), NaOH, bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
nutrien agar, standar cakram klindamisin
(Oxoid, DA-2), dan aqua destilata.

2.3. Prosedur Penelitian
2.3.1.Preparasi Sari Buah dan Infusa Kulit
Buah Jeruk Manis
Sari buah jeruk manis diperoleh
dengan memeras buah jeruk manis untuk
mendapatkan sari buah yang kemudian
disaring dengan kertas saring. Sari buah yang
diperoleh, disentrifugasi dengan kecepatan
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10.000 rpm selama 10 menit. Supernatan
hasil sentrifugasi dikumpulkan dan kemudian
digunakan sebagai sari buah jeruk manis.®
Sementara itu, infusa kulit buah jeruk
manis diperoleh dengan merebus kulit
buah jeruk manis dalam aqua bidestilata
mendidih. Sebanyak 4 g kulit buah jeruk
yang telah dibersihkan dan dipotong,
dimasukkan ke dalam 40 mL aqua bidestilata
mendidih selama 2 menit. Larutan infusa
yang diperoleh selanjutnya disaring dengan
menggunakan kertas saring Whatman No. 1
dan dikumpulkan untuk kemudian digunakan
sebagai infusa kulit buah jeruk manis."

2.3.2.Biosintesis Nanosilver

Biosintesis nanosilver dilakukan dengan
mencampurkan sebanyak 3 mL bioreduktor
kombinasi ke dalam 40 mL larutan AgNOs
1 mM. Proses biosintesis dilakukan di atas
penangas air yang telah diatur suhunya
sebesar 60 °C, dengan waktu pemanasan
selama 45 menit."" Perbandingan volume sari
buah dengan infusa kulit buah jeruk manis
dalam bioreduktor kombinasi divariasikan
sebagai variabel bebas. Formula bioreduktor
kombinasi yang digunakan antara lain dengan
perbandingan sebagai berikut (v/v), 3:0;
1,5:1,5; 1:2; 0,5:2,5 dan 0:3.

2.3.3.Karakterisasi Nanosilver

Reseptor yang digunakan dalam
penelKarakterisasi nanosilver hasil biosintesis
dilakukan dengan pengamatan menggunakan
instrumen Spektrofotometer UV/Vis dan TEM.
Spektrofotometer UV/Vis digunakan untuk
mengkonfirmasi  terbentuknya nanosilver
dari hasil biosintesis, yaitu dengan melihat
posisi panjang gelombang maksimal (Amaks)
pada spektra absorbansi. Larutan kombinasi
sari buah dan infusa kulit buah jeruk manis
digunakan sebagai blanko. Sampel diukur
dengan panjang gelombang antara 200 sampai
800 nm. Sementara itu, TEM digunakan untuk
melihat morfologi nanosilver, yaitu bentuk
dan ukuran partikelnya.'>"

2.3.4.Uji Stabilitas Nanosilver
Pengujian stabilitas ukuran partikel
nanosilver dilakukan dengan melihat ada



atau tidaknya pergeseran Amaks pada spektra
absorbansi spektrofotometer UV/Vis setelah
nanosilver disimpan pada periode waktu
tertentu. Nanosilver hasil biosintesis disimpan
ke dalam lemari pendingin pada suhu 4 °C
selama satu bulan. Pada hari ke-1, 7, 14, 21,
dan 29 penyimpanan dilakukan scanning
spektra absorbansi dengan menggunakan
spektrofotometer UV/Vis.>!3

Sementara itu, untuk melihat pengaruh
pH media terhadap stabilitas nanosilver yang
dihasilkan, maka dilakukan penyesuaian nilai
pH media (6, 8, dan 10) dengan penambahan
0,1 mol/L NaOH ke dalam nanosilver hasil
biosintesis kombinasi sari buah dan infusa
kulit buah jeruk manis."

2.3.5.Uji Aktivitas Antibakteri Nanosilver

Pengujian aktivitas antibakteri nanosilver
dilakukan dengan menggunakan metode difusi
sumuran terhadap bakteri  Staphylococcus
aureus dan Staphylococcus epidermidis. Media
nutrien agar yang telah disiapkan, ke dalamnya
masing-masing strain bakteri dikulturkan dengan
meratakannya menggunakan batang ose steril.
Selanjutnya, sumuran dengan diameter 10 mm
dibuat pada media dan sebanyak 100 pL larutan
nanosilver dan aqua destilata sebagai kontrol
negatif dimasukkan ke dalamnya. Standar cakram
klindamisin, kemudian dipilih untuk digunakan
sebagai kontrol positif. Setelah dilakukan inkubasi
pada suhu 37 °C selama 24 jam, zona hambat
bakteri yang terbentuk diukur."

2.3.6. Analisis Data

Data dari hasil penelitian, antara lain
data Amaks dari karakterisasi spektrofotometer
UV/Vis diuji secara statistik dengan Kruskal-
Wallis Test. Sementara itu, Amaks uji stabilitas
nanosilver kelima formula selama satu bulan
penyimpanan dan pengaruh penyesuaian

pH terhadap stabilitas Amaks nanosilver
diuji secara statistik dengan Wilcoxon Test.
Pengujian statistik yang dilakukan seluruhnya
menggunakan software SPSS v. 25.0. Nilai
rata-rata dan standar deviasi didapatkan dari
3 replikasi pengujian sampel.’”’

3. Hasil
Biosintesis nanosilver dalam penelitian
eksperimental  ini, dilakukan  dengan

mencampurkan bioreduktor kombinasi sari
buah — infusa kulit buah jeruk manis FI
(3:0 mL), F2 (1,5:1,5 mL), F3 (1:2 mL),
F4 (0,5:2,5 mL) dan F5 (0:3 mL) pada
larutan AgNOs; 1 mM dan direaksikan di
atas penangas air yang telah diatur suhunya
sebesar 60 “C, dengan waktu reaksi selama 45
menit. Berdasarkan pengamatan, tiap formula
menunjukkan peristiwa perubahan warna
larutan yang cukup berbeda antar formula.
Data waktu perubahan warna dan warna
yang teramati kelima formula nanosilver
dapat dilihat di Tabel 1. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa semakin banyak sari
buah jeruk manis (F1) yang digunakan
semakin cepat perubahan warna larutan yang
terjadi (setelah 5 menit reaksi dimulai), serta
semakin pekat warna larutan yang dihasilkan.
Sebaliknya, semakin banyak infusa kulit buah
jeruk manis (F5) yang digunakan perubahan
warna larutan semakin mendekati (9 menit)
dengan hasil dari penelitian yang dilakukan
oleh Kaviya et al (2011), serta warna larutan
yang dihasilkan tidak terlalu pekat. Hal ini
terjadi kemungkinan disebabkan oleh karena
adanya perbedaan profil fitokimia antara
yang terkandung dalam sari buah dengan
yang terkandung dalam kulit buah jeruk
manis. Sebagai perbandingan, asam sitrat
dan asam askorbat ditemukan lebih banyak

Tabel 1. Waktu Perubahan Warna Nanosilver 5 Formula

Formula Waktu Perubahan Warna Warna yang Teramati
F1 5 menit Cokelat pekat
F2 5 menit Cokelat muda
F3 9 menit Oranye pekat
F4 9 menit Oranye bening
F5 9 menit Kuning bening
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Gambar 1. Spektra Absorbansi Nanosilver 5 Formula

di dalam sari buah daripada di dalam kulit
buah jeruk manis.*'* Sebaliknya, senyawa-
senyawa flavonoid seperti hesperidin, lebih
banyak ditemukan di dalam kulit buah jeruk
manis.16 Selain itu, dalam buah jeruk manis
dapat juga ditemukan golongan senyawa
lain yang terkandung pada satu bagian tapi
tidak terkandung di bagian lain pada buah
jeruk manis, misalnya karbohidrat/gula yang
banyak ditemukan hanya di sari buah atau
peptida yang banyak ditemukan hanya di
kulit buah.’

Karakterisasi ~ nanosilver
spektrofotometer UV/Vis
dilakukan dengan tujuan untuk
mengkonfirmasi  terbentuknya nanosilver
dari hasil biosintesis dengan menggunakan
bioreduktor kombinasi sari buah dan infusa
kulit buah jeruk manis (C. sinensis), yaitu
dengan menganalisis posisi Amaks nanosilver
pada spektra absorbansi tiap formula yang
hasil scanning dapat dilihat di Gambar 1.
Berdasarkan hasil scanning, didapatkan posisi
Amaks nanosilver F1, F2, F3, F4, dan F5
secara berurutan yaitu 447, 443, 439, 438, dan
459 nm. Pengujian statistik yang dilakukan
terhadap data Amaks karakterisasi nanosilver
lima formula dengan spektrofotometer UV/
Vis menunjukkan bahwa dari uji normalitas,
mayoritas data tidak terdistribusi secara
normal yang dilihat dari nilai Sig. Shapiro-
Wilk sebesar 0,000 < 0,05. Dengan demikian,
untuk melihat perbedaan rata-rata posisi
Amaks nanosilver antar kelima formula maka
dilakukan pengujian statistik non parametrik
dengan menggunakan Kruskal-Wallis Test.
Berdasarkan dari uji statistik yang dilakukan

dengan
selanjutnya
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dengan Kruskal-Wallis Test, didapatkan nilai
Asymp. Sig. sebesar 0,011 < 0,05 yang dapat
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan hasil
yang signifikan secara statistik antar kelima
formula. Dengan demikian, hasil karakterisasi
nanosilver dengan spektrofotometer UV/
Vis ini menunjukkan bahwa kelima formula
bioreduktor kombinasi dapat digunakan
sebagai  bioreduktor untuk biosintesis
nanosilver dengan karakteristik posisi Amaks
nanosilver yang cukup berbeda antar formula.
Oleh karena itu, untuk melihat lebih jelas
pengaruh variasi volume kombinasi sari buah
dan infusa kulit buah jeruk manis sebagai
bioreduktor terhadap karakteristik nanosilver
yang dihasilkan maka pengujian stabilitas
nanosilver kelima formula bioreduktor
kombinasi dilakukan.

Stabilitas ukuran partikel nanosilver
dari hasil biosintesis dengan bioreduktor
kombinasi sari buah — infusa kulit buah jeruk
manis (F1, F2, F3, F4, dan F5) diamati selama
satubulanpenyimpanan. Pengamatanstabilitas
nanosilver dilakukan dalam beberapa waktu,
yaitu hari ke-1, 7, 14, 21 dan 29 penyimpanan
setelah proses biosintesis. Posisi Amaks
digunakan sebagai salah satu parameter yang
dianalisis untuk menentukan stabilitas kelima
formula nanosilver. Selain itu, pengamatan
fisik pada larutan juga dilakukan untuk
melihat ada atau tidaknya aglomerat yang
terbentuk selama penyimpanan. Data posisi
Amaks nanosilver kelima formula selama satu
bulan penyimpanan dapat dilihat di Tabel 2.
Berdasarkan dari hasil yang didapat terlihat
bahwa selama satu bulan penyimpanan, posisi
Amaks nanosilver kelima formula mengalami



Tabel 2. Panjang Gelombang Maksimal Nanosilver 5 Formula Selama Satu Bulan Penyimpanan

Panjang Gelombang (nm)

Formula
Hari-1 Hari-7 Hari-14 Hari-21 Hari-29
F1 447 +£3 442 + 2 448 £ 1 448 +2 446 + 1
F2 443 £ 1 444 +1 448 + 2 451+3 451+3
F3 439+ 1 441 +2 439+ 1 441 + 1 440 £+ 1
F4 438 + 1 442 + 1 438 + 1 442 + 1 440 + 1
F5 459+0 463 + 2 453 +£0 453 + 1 452+ 1

pergeseran cukup beragam. Fluktuasi posisi
Amaks lebih dari 1-4 nm terlihat terjadi pada
nanosilver F1, F2, dan fluktuasi paling besar
terjadi pada nanosilver F5. Pengujian statistik
yang dilakukan terhadap data stabilitas
posisi Amaks nanosilver kelima formula
menunjukkan bahwa dari uji normalitas, data
F5 tidak terdistribusi secara normal yang
dilihat darinilai Sig. Shapiro-Wilk sebesar 0,04
< 0,05. Dengan demikian, pengujian statistik
non parametrik menggunakan Wilcoxon Test
dipilih untuk membandingkan antara rata-
rata posisi Amaks nanosilver hasil biosintesis
menggunakan bioreduktor kombinasi sari
buah dan infusa kulit buah jeruk manis (F2,
F3, dan F4) dengan rata-rata posisi Amaks
nanosilver hasil biosintesis menggunakan
bioreduktor sari buah jeruk manis saja (F1)
atau infusa kulit buah jeruk manis saja (F5)
selama satu bulan penyimpanan. Hasil
Wilcoxon Test antara nanosilver F2, F3 dan
F4 terhadap nanosilver F5 menunjukkan nilai
Asymp. Sig. sebesar 0,01 < 0,05 yang berarti
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan
secara statistik antara rata-rata posisi Amaks
nanosilver F2, F3 dan F4 dengan rata-rata
posisi Amaks nanosilver F5. Sementara
itu, hasil Wilcoxon Test yang serupa juga
ditunjukkan antara nanosilver F3 dan F4
terhadap nanosilver F1 yaitu nilai Asymp. Sig.
sebesar 0,01 < 0,05. Sedangkan, untuk hasil
Wilcoxon Test antara nanosilver F2 terhadap
nanosilver F1 menunjukkan nilai Asymp. Sig.
sebesar 0,355 > 0,05 yang menandakan bahwa
penambahan sari buah jeruk manis sebanyak
1,5 mL untuk dikombinasikan dengan
infusa kulit buah jeruk manis sebanyak 1,5
mL sebagai bioreduktor tidak memberikan
perbedaan signifikan secara statistik bila
dibanding dengan penggunaan sari buah
jeruk manis saja (F1) sebagai bioreduktor.
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Sementara itu, dari hasil pengamatan fisik
larutan kelima formula nanosilver didapatkan
bahwa pada hari ke-7 setelah biosintesis,
terlihat aglomerat terbentuk pada dasar flakon
larutan nanosilver F2 dan paling banyak pada
larutan nanosilver F1.

Pengujian pengaruh pH terhadap
stabilitas ukuran partikel nanosilver selama
satu bulan penyimpanan juga dilakukan dalam
penelitian eksperimental ini untuk melihat
adakah perbedaan yang dihasilkan dengan
adanya penyesuaian pH. Pengujian diterapkan
kepada dua formula variasi volume kombinasi
sari buah dan infusa kulit buah jeruk, yaitu F3
dan F4 yang telah terbukti nanosilver yang
dihasilkan memiliki stabilitas yang baik.
Kedua formula bioreduktor yang dipilih,
setelah melalui proses biosintesis nanosilver
kemudian disesuaikan pH larutan menjadi
pH 6, 8, dan 10. Berdasarkan hasil pengujian,
dapat dilihat bahwa dari kedua formula
dengan semakin meningkatnya pH semakin
terjadi pergeseran Amaks ke pergeseran biru/
blueshift. Dengan demikian, peningkatan pH
yang diberikan untuk kedua formula tidak
dapat menjaga stabilitas nanosilver selama
satu bulan penyimpanan yang dilihat dari
terjadinya fluktuasi posisi Amaks yang tidak
teratur pada pH 10. Sementara itu pada pH
8, posisi Amaks nanosilver F4 mengalami
fluktuasiyangsedikitlebihbesarbiladibanding
dengan Amaks nanosilver F3. Sebaliknya
pada pH 6, fluktuasi perubahan nilai Amaks
untuk kedua formula tidak lebih dari 1-4
nm yang mengkonfirmasi bahwa nanosilver
dari hasil biosintesis dengan bioreduktor F3
dan F4 pada pH 6 stabil selama satu bulan
penyimpanan. Sementara itu, Wilcoxon Test
juga dipilih pada analisis data pengujian
pengaruh pH ini untuk mengetahui adakah
perbedaan yang signifikan secara statistik
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antara formula kontrol (pH 6) dengan formula
yang disesuaikan pH-nya (pH 8 dan pH 10).
Wilcoxon Test dipilih karena data posisi
Amaks pengaruh pH menunjukkan nilai Sig.
Shapiro-Wilk < 0,05 untuk F4 pH 6 dan pH
8 yang berarti bahwa data tidak terdistribusi
normal. Berdasarkan hasil Wilcoxon Test
rata-rata posisi Amaks nanosilver F3 pH 8
terhadap F3 pH 6 serta rata-rata posisi Amaks
nanosilver F4 pH 8 dan pH 10 terhadap F4
pH 6 menunjukkan nilai 4symp. Sig. sebesar
0,01 < 0,05 yang berarti bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan secara statistik saat
dilakukan penyesuaian pH terhadap rata-rata
posisi Amaks nanosilver selama satu bulan
penyimpanan.

Pengujian aktivitas antibakteri pada
penelitian eksperimental ini, dilakukan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri nanosilver
dari hasil biosintesis dengan bioreduktor F3
dan F4 yang telah terbukti stabil selama satu
bulan penyimpanan terhadap bakteri S.aureus
dan S.epidermidis. Metode difusi sumuran
digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri
nanosilver dengan diameter zona hambat
sebagai parameter yang diukur. Data diameter
zona hambat aktivitas antibakteri untuk

Gambar 2. Citra TEM Nanosilver F4
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nanosilver F3 dan F4 dapat dilihat di Tabel 3.
Data hasil pengujian memperlihatkan bahwa
nanosilver hasil biosintesis baik dengan
bioreduktor F3 maupun F4 menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap bakteri S.aureus
dan S.epidermidis dengan dilihat dari
terbentuknya zona hambat untuk masing-
masing bakteri uji. Berdasarkan pengujian
yang dilakukan, nanosilver F3 menghasilkan
diameter zona hambat sebesar 19,20 mm
terhadap bakteri S.aureus dan 18,19 mm
terhadap bakteri S.epidermidis, sedangkan
nanosilver F4 menghasilkan diameter zona
hambat sebesar 19,50 mm terhadap bakteri
S.aureus dan 18,09 mm terhadap bakteri
S.epidermidis.

Analisis dengan menggunakan TEM
atau  Transmission Electron Microscope
digunakan sebagai tahapan karakterisasi
akhir dalam penelitian eksperimental ini
untuk melihat morfologi nanosilver dari
hasil biosintesis, yang meliputi bentuk dan
ukuran partikel. Gambar 2 memperlihatkan
citra hasil pengamatan dengan TEM yang
mengkonfirmasi terbentuknya nanosilver
dari hasil biosintesis dengan menggunakan
bioreduktor F4 (0,5:2,5 mL). Nanosilver yang

Tabel 3. Diameter Zona Hambat Aktivitas Nanosilver F3 dan F4

Diameter Zona Hambat (mm)

Sampel Uji - A
Staphylococcus aureus (A) Staphylococcus epidermidis (B)
F3 19,20 18,19
F4 19,50 18,09
K+ 31,38 33,26
K- 0 0
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dihasilkan berbentuk bulat dengan ukuran
partikel terkecil 30 nm sampai ukuran partikel
terbesar 56 nm.

4. Pembahasan

Selama proses biosintesis nanosilver,
pengamatan dilakukan untuk melihat ada
atau tidaknya peristiwa perubahan warna
pada larutan. Pengamatan ini dilakukan,
karena perubahan warna pada larutan saat
proses biosintesis merupakan salah satu
indikator dari terbentuknya nanosilver
dalam larutan.'” Peristiwa perubahan warna
saat proses biosintesis juga disebutkan pada
penelitian yang dilakukan oleh Kaviya et
al (2011), di mana reaksi bioreduksi Ag®
dengan penggunaan 3 mL ekstrak kulit buah
jeruk manis (C. sinensis) pada suhu 60 "C
menunjukkan perubahan warna dari larutan
tidak berwarna menjadi larutan berwarna
kuning kecokelatan setelah 10 menit yang
menandakan hadirnya nanosilver dalam
larutan. Terbentuknya nanosilver dari reduksi
ion logam Ag" pada penelitian eksperimental
ini, tidak lepas dari peran senyawa-senyawa
metabolit yang terkandung dalam buah jeruk
manis seperti terpenoid, flavonoid, gula, asam
fenolik, polifenol, dan protein. Berdasarkan
dari studi-studi sebelumnya, terdapat dugaan
bahwa adanya disosiasi proton gugus —OH
pada senyawa golongan terpenoid memicu
terjadinya resonansi struktur kimia yang
selanjutnya dapat menghasilkan proses
oksidasi senyawa tersebut sehingga ion logam
tereduksi dan diikuti dengan pembentukan
nanosilver. Di sisi lain, peristiwa transformasi
tautomer senyawa golongan flavonoid dari
bentuk enol menjadi bentuk keto yang
kemungkinan melepaskan hidrogen reaktif,
dapat menjadi mekanisme lain dalam
pembentukan nanosilver dari ion Ag".
Selain itu, flavonoid merupakan salah satu
golongan senyawa yang mampu mengkelat
ion logam seperti ion Ag" sehingga kuat
dugaan flavonoid juga terlibat pada proses
nukleasi dan agregasi atau fase pertumbuhan
nanopartikel. Gugus aldehid yang ditemukan
pada monosakarida seperti glukosa, juga
diketahui dapat bertindak sebagai agen
pereduksi. Adanya proses oksidasi gugus
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aldehid yang terdapat pada struktur gula
melalui penambahan nukleofil -OH, memicu
terjadinya reduksi ion logam. Sementara itu,
kehadiran senyawa-senyawa seperti protein,
polisakarida, ligan organik dan komponen
biologi lainnya pada permukaan nanopartikel
telah diketahui dapat meningkatkan stabilitas
partikel.” Dengan demikian, dilakukannya
kombinasi antara sari buah dan infusa kulit
buah jeruk manis merupakan salah satu upaya
untuk  memanfaatkan  senyawa-senyawa
metabolit yang terkandung dalam buah jeruk
manis baik sebagai agen pereduksi maupun
sebagai agen penstabil. Gambar 3 berikut
merupakan salah satu kemungkinan yang
dapat menjelaskan mekanisme reaksi reduksi
ion silver dan kelasi nanosilver oleh senyawa
flavonoid Rutin (quercetin-3-O-rutinoside)
yang ditemukan pada ekstrak kulit buah jeruk
manis untuk membentuk nanosilver yang
Stabi1.9,10,l9,20

Hasil karakterisasi nanosilver dengan
spektrofotometer UV/Vis  menunjukkan
posisi Amaks yang bervariasi antar formula.
Posisi Amaks yang bervariasi ini dapat terjadi
karena adanya beberapa pengaruh seperti
dari ukuran partikel, bentuk nanosilver
yang terbentuk, komposisi, dan senyawa
penudung yang terdapat dalam larutan
nanosilver. Penelitian Paramelle et al (2014)
membuktikan bahwa nanosilver berukuran
antara 20-100 nm menunjukkan korelasi baik
dengan meningkatnya ukuran partikel maka
posisi Amaks akan bergeser ke pergeseran
merah/redshift atau panjang gelombang yang
lebih besar.

Pengamatan  stabilitas  nanosilver
selanjutnya dilakukan dalam beberapa waktu,
yaitu hari ke-1, 7, 14, 21 dan 29 penyimpanan
setelah proses biosintesis. Parameter seperti
suhu dan cahaya dikondisikan dalam
penyimpanan, di mana suhu penyimpanan
diatur sebesar 4 °C dan flakon tempat
larutan nanosilver disimpan ditutup dengan
alumunium foil untuk menghindari paparan
cahaya. Pengaturan suhu penyimpanan dan
pencegahan nanosilver terpapar cahaya
ini dilakukan sebagai salah satu upaya
untuk menjaga stabilitas karena nanosilver
memperlihatkan stabilitas jangka panjang
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Gambar 3. Mekanisme Reaksi Reduksi Ion Silver oleh Senyawa Flavonoid

terbaik pada kondisi penyimpanan gelap
dengan suhu 5 °C.° Berdasarkan dari
pengamatan yang dilakukan terlihat bahwa
selama satu bulan penyimpanan, posisi
Amaks nanosilver kelima formula mengalami
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pergeseran cukup beragam yang menunjukkan
kemungkinan terjadinya perubahan ukuran
partikel.?! Pergeseran posisi Amaks nanosilver
dapat dikatakan relatif konstan atau stabil,
apabila selama penyimpanan perubahan



posisi Amaks berkisar antara 1-4.% Fluktuasi
posisi Amaks lebih dari 1-4 nm terlihat terjadi
pada nanosilver F1, F2, dan fluktuasi paling
besar terjadi pada nanosilver F5. Hal ini
menandakan bahwa dengan bioreduktor F1,
F2, dan F5 nanosilver yang terbentuk tidak
stabil selama masa satu bulan penyimpanan
atau dapat juga diduga nanosilver masih
dalam fase pertumbuhan, karena morfologi
nanosilver belum terbentuk sempurna
dengan ditandai masih terjadinya fluktuasi
posisi Amaks.” Selain itu, adanya interaksi
elektrostatik seperti misalnya peristiwa donor
elektron dari oksigen elektronegatif dalam
pelarut aqua bidestilata yang digunakan dapat
berkontribusi pada terjadinya fluktuasi posisi
Amaks.** Sementara itu, dari hasil pengamatan
fisik larutan kelima formula nanosilver
didapatkan bahwa pada hari ke-7 setelah
biosintesis, terlihat aglomerat terbentuk
pada dasar flakon larutan nanosilver F2 dan
paling banyak pada larutan nanosilver F1.
Terbentuknya aglomerat pada bagian dasar
tempat nanosilver disimpan ini merupakan
indikasi awal stabilitas nanosilver yang
memburuk.”’ Dengan demikian, semakin
banyak sari buah jeruk manis (F1) yang
ditambahkan sebagai bioreduktor maka akan
memungkinkan banyak aglomerat terbentuk
selama waktu penyimpanan yang singkat
sehingga akan mempengaruhi stabilitas
nanosilver yang dihasilkan. Jadi, dari hasil
pengukuran posisi Amaks nanosilver dan
pengamatan fisik larutan nanosilver kelima
formula selama satu bulan penyimpanan
yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan
bahwa nanosilver dari biosintesis dengan
menggunakan bioreduktor F3 dan F4 stabil
selama satu bulan penyimpanan dilihat
dari pergeseran posisi Amaks yang teramati
berkisar tidak lebih dari 1-4 nm serta selama
penyimpanan pada dasar flakon tidak
terbentuk aglomerat.

Pengujian pengaruh pH selanjutnya
dilakukan terhadap dua formula variasi
volume kombinasi sari buah dan infusa
kulit buah jeruk, yaitu F3 dan F4 yang telah
terbukti nanosilver yang dihasilkan memiliki
stabilitas yang baik. Pengaruh pH berperan
penting dalam potensi reduksi yang dimiliki
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oleh senyawa-senyawa dalam ekstrak jeruk
terhadap proses reduksi ion silver (Ag").
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Konwarh et al (2011), dapat dijelaskan bahwa
komponen senyawa aktif yang terkandung
dalam ekstrak kulit buah jeruk tidak efektif
untuk mereduksi pada kondisi lingkungan
asam. Hal ini dikarenakan adanya stabilisasi
struktural senyawa-senyawa tersebut yang
utamanya berhubungan dengan ikatan
hidrogen, di mana sebagai contoh asam
askorbat yang telah dikenal sebagai agen
reduksi akan mengalami penurunan potensi
reduksinya pada kondisi lingkungan asam.
Sementara itu, gugus nitrat dari garam perak
pada pH rendah merupakan oksidator kuat
dibanding Ag" dan dapat mengoksidasi asam
askorbat, sehingga reduksi Ag+ oleh asam
askorbat tidak terjadi.'

NOs + 4H307 + 3¢ = NOT + 6H20 Eo=096V

Ag®+ le=Ag" Eo=0.79V

NOs + HO + 2¢- = NOy + 20H- Eo=0V
Hasil pengujian menunjukkan

bahwa dari kedua formula dengan semakin
meningkatnya pH semakin terjadi pergeseran
Amakskepergeseranbiru/blueshift. Pergeseran
Amaks ke panjang gelombang yang semakin
pendek dengan meningkatnya nilai pH ini,
juga terjadi pada penelitian yang dilakukan
oleh Qin etal (2010). Pada penelitian tersebut,
meningkatnya pH akan meningkatkan
aktivitas asam askorbat untuk mereduksi
Ag" dan dihasilkanlah pergeseran biru yang
menandakan pengurangan ukuran rata-
rata nanosilver yang terbentuk. Umumnya,
asam askorbat pada kondisi netral bertindak
sebagai donor elektron stabil dan bersama
dengan ion radikal semidehydroascorbic
acid bertanggung jawab dalam reaksi reduksi
Ag" menjadi Ag®.>® Akan tetapi pada kondisi
basa, asam askorbat mengalami ionisasi yang
sebagai hasilnya hanya semidehydroascorbic
acid saja yang bertanggung jawab dalam
reduksi Ag* dan dengan demikian saat proses
nukleasi untuk membentuk nanosilver hanya
sedikit Ag’ yang terlibat sehingga ukuran
partikel nanosilver yang terbentuk lebih kecil.
Adanya penambahan sitrat sebagai penstabil
dalam penelitian yang dilakukan oleh Qin
et al (2010) tidak menghasilkan perbedaan



selama reduksi Ag’, sehingga menguatkan
dugaan bahwa reaktivitas asam askorbat
yang berperan saat pH diubah. Meskipun
demikian, stabilitas nanosilver hasil sintesis
dengan reduktor asam askorbat selama
penyimpanan dengan adanya pengaruh pH
belum dijelaskan. Berdasarkan dari hasil
penelitian eksperimental ini, peningkatan pH
yang diberikan untuk kedua formula tidak
dapat menjaga stabilitas nanosilver selama
satu bulan penyimpanan yang dilihat dari
terjadinya fluktuasi posisi Amaks yang tidak
teratur pada pH 10. Sedangkan pada pH
8, posisi Amaks nanosilver F4 mengalami
fluktuasi yang sedikit lebih besar bila
dibanding dengan Amaks nanosilver F3.
Sebaliknya pada pH 6, fluktuasi perubahan
nilai Amaks untuk kedua formula tidak lebih
dari 1-4 nm yang mengkonfirmasi bahwa
nanosilver dari hasil biosintesis dengan
bioreduktor F3 dan F4 pada pH 6 stabil
selama satu bulan penyimpanan.

Nanosilver hasil biosintesis  baik
dengan bioreduktor ekstrak kulit buah jeruk
maupun sari buah jeruk manis (C. sinensis)
telah  diketahui menunjukkan aktivitas
antibakteri terhadap bakteri-bakteri, seperti
E.coli, Paeruginosa, S.aureus, B.subtilis,
dan Shigella.”"-"® Bakteri S.aureus dan
S.epidermidis  dipilih  sebagai  bakteri
uji karena keduanya termasuk bakteri
Staphylococcus yang banyak ditemukan
pada kulit manusia dan merupakan patogen
yang dapat menyebabkan penyakit infeksi
oportunistik.?**” Meskipun demikian, kedua
bakteri tersebut memiliki karakteristik yang
cukup berbeda. Bila bakteri S.epidermidis
merupakan bakteri Staphylococcus
golongan coagulase-negatif, maka berbeda
halnya dengan bakteri S.aureus yang
termasuk bakteri Staphylococcus golongan
coagulase-positif yang bekerja dengan
mengurangi enzim coagulase sehingga dapat
menyebabkan sakit parah hingga kematian.
Di sisi lain, terdapat bukti bahwa strain
bakteri S.epidermidis tertentu menghasilkan
modulin larut fenol yang secara selektif
menghambat pertumbuhan patogen kulit
serta dapat memodulasi respons imun non
spesifik host untuk melawan patogen, seperti
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bakteri S.aureus.”’?® Sementara itu, bakteri
S.epidermidis juga diduga ikut terlibat dalam
patofisiologi jerawat melalui interaksi dengan
bakteri Pacnes atau yang saat ini berganti
nama menjadi bakteri C.acnes, bakteri
utama penyebab jerawat. Pada kulit sehat
bakteri C.acnes berperan dalam menghambat
pertumbuhan bakteri S.aureus, sebaliknya saat
kolonisasi berlebihan bakteri ini terjadi maka
peradangan pada kulit yang menyebabkan
terbentuknya jerawat dapat berkembang.
Bakteri S.epidermidis dan bakteri C.acnes
keduanya menggunakan gliserol sebagai
sumber karbon dalam produksi asam lemak
rantai pendek yang berfungsi untuk menjadi
agen antimikroba dalam kompetisi satu
sama lain sehingga kesetimbangan kedua
bakteri pada kulit dapat terjaga. Penggunaan
antibakteri topikal seperti eritromisin dan
klindamisin monoterapi untuk mengatasi
kolonisasi  berlebihan  bakteri  C.acnes
pada  penelitian-penelitian  sebelumnya,
menunjukkan bahwa tidak hanya jumlah
bakteri C.acnes yang berkurang, tetapi juga
bakteri S.epidermidis yang sangat bermanfaat
untuk menjaga kesetimbangan flora normal
kulit serta ~menghambat pertumbuhan
patogen kulit penyebab penyakit. Selain
itu, penggunaan kedua antibakteri topikal
tersebut secara berlebihan dapat memicu
perkembangan resistensi baik terhadap bakteri
C.acnes maupun bakteri S.epidermidis.*’*
Dengan demikian, nanosilver hasil biosintesis
menggunakan Dbioreduktor F3 atau F4
diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai agen
antibakteri topikal alternatif terhadap bakteri
S.aureus dan S.epidermidis untuk mengatasi
jerawat. Hasil pengujian aktivitas antibakteri
menunjukkandiameterzonahambatnanosilver
F3 dan F4 terhadap bakteri S.aureus dan
S.epidermidis yang terbentuk berada dalam
rentang 16-20 mm, di mana respons hambat
pertumbuhan agen antibakteri pada rentang
ini diklasifikasikan sebagai kategori sedang
untuk menghambat pertumbuhan bakteri.30
Sementara itu, dari hasil pengujian aktivitas
antibakteri nanosilver dari biosintesis dengan
ekstrak kulit buah jeruk manis saja terhadap
bakteri S.aureus yang dilakukan oleh Kaviya
et al (2011) menunjukkan diameter zona



hambat sebesar 7,8 mm untuk sintesis pada
suhu 25 °C dan 9,2 mm untuk sintesis pada
suhu 60 ‘C di mana diameter-diameter zona
hambat ini masuk dalam rentang <10 mm
dan diklasifikasikan sebagai kategori tidak
ada respon hambat pertumbuhan bakteri.*’
Menurut Kaviya et al (2011), diameter zona
hambat nanosilver yang kurang dari 10 mm
tersebut disebabkan karena bakteri S.aureus
merupakan  bakteri  gram-positif  yang
memiliki struktur dinding sel tebal tersusun
dari lapisan peptidoglikan yang mengandung
polisakarida berikatan cross-linked dengan
peptida sehingga membentuk  struktur
kaku yang menyulitkan nanosilver untuk
berpenetrasi ke dalamnya.

Analisis TEM  yang dilakukan,
mengkonfirmasi  terbentuknya nanosilver
dari hasil biosintesis dengan menggunakan
bioreduktor F4 (0,5:2,5 mL). Nanosilver yang
dihasilkan berbentuk bulat dengan ukuran
partikel terkecil 30 nm sampai ukuran partikel
terbesar 56 nm. Sebagai pembanding, hasil
karakterisasi TEM nanosilver dari biosintesis
menggunakan ekstrak kulit buah jeruk manis
saja yang dilakukan oleh Kaviya et al (2011)
didapatkan ukuran partikel sebesar 35 + 2
nm dengan sintesis pada suhu 25 °C dan
ukuran partikel sebesar 10 + 1 nm dengan
sintesis pada suhu 60 °C. Sementara itu,
dengan bantuan microwave pada penelitian
Kahrilas et al (2014) nanosilver yang
didapatkan menunjukkan partikel-partikel
dengan diameter yang beragam di mana
56 nm merupakan ukuran partikel terbesar
nanosilver yang terukur dan rata-rata ukuran
partikel yaitu 7,36 £ 8,06 nm. Sedangkan,
karakterisasi TEM nanosilver hasil biosintesis
menggunakan ekstrak kulit buah jeruk manis
yang dilakukan oleh Annu et al (2018)
didapatkan ukuran partikel berkisar antara
9-46 nm. Selain itu, dari hasil penelitian-
penelitian yang telah disebutkan, didapatkan
kesamaan terhadap jenis distribusi ukuran
partikel dan morfologi bentuk nanosilver yang
dihasilkan. Karakterisasi TEM nanosilver
dari hasil biosintesis dengan menggunakan
ekstrak kulit buah jeruk manis (C. sinensis)
menunjukkan nanosilver terdistribusi secara
polidispers dan berbentuk bulat. Sementara
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itu, hasil karakterisasi TEM pada penelitian
eksperimental ini juga mengkonfirmasi hasil
yang serupa, yaitu nanosilver terdistribusi
kemungkinansecarapolidispers danberbentuk
bulat. Partikel-partikel besar yang ditemukan
dari hasil karakterisasi TEM baik pada
penelitian-penelitian yang telah disebutkan
di atas maupun pada penelitian eksperimental
ini, disebabkan karena kandungan senyawa-
senyawa dalam bioreduktor yang kompleks
dapat memberikan efek signifikan terhadap
sifat aglomerasi dan dekomposisi nanosilver
yang dihasilkan. Selain itu, suhu reaksi yang
dipilih juga merupakan faktor penting untuk
bisa mendapatkan ukuran partikel nanosilver
yang diinginkan."” Dengan demikian,
meskipun ukuran partikel nanosilver yang
dihasilkan masih masuk dalam kisaran
rata-rata dari  hasil penelitian-penelitian
yang telah disebutkan, hasil karakterisasi
TEM yang telah dilakukan pada penelitian
eksperimental ini menunjukkan bahwa
variasi volume kombinasi sari buah dan
infusa kulit buah jeruk manis yang digunakan
sebagai bioreduktor dapat mempengaruhi
karakteristik ukuran partikel nanosilver
yang dihasilkan bila dibandingkan dengan
penggunaan ekstrak kulit buah jeruk manis
saja sebagai bioreduktor tunggal

5.  Simpulan

Hasil penelitian ini menunjukkan
penambahan sari buah pada bioreduktor
kombinasi dapat mempercepat terjadinya
perubahan ~ warna  dan  karakterisasi
nanosilver dengan spektrofotometer UV/Vis
mengkonfirmasi puncak Surface Plasmon
Resonance  (SPR)  direntang  438-459
nm. Pengujian stabilitas memperlihatkan
nanosilver hasil reduksi dengan kombinasi
sari buah — infusa kulit buah jeruk 0,5:2,5
(v/v) memiliki stabilitas paling memenuhi
syarat dan pengujian zona hambat dengan
metode difusi terhadap bakteri S.aureus
(19,50 mm) dan S.epidermidis (18,09
mm) yang dihasilkan lebih besar daripada
nanosilver hasil reduksi kombinasi formula
lainnya, yang mengindikasikan respon
hambat sedang. Analisis TEM menunjukkan
nanosilver berukuran 30-56 nm bentuk bulat.
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