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ABSTRACT: The biosynthesis of ZnO nanoparticles and chitosan-ZnO nanoparticles has been carried out. The aims of this research
were to modify and characterize of chitosan-ZnO nanoparticles and their application as an antibacterial agent of Escherichia coli. The
characterization of chitosan-ZnO nanoparticles was conducted by FTIR spectroscopy and X-Ray diffractometer. ZnO nanoparticle
was synthesized by the reaction between leaf extract of the common guava (Psidium guajava L) and zinc acetate dihydrate.
Chitosan-ZnO nanoparticles were synthesized by the reaction between chitosan and ZnO nanoparticles. The agar diffusion method
was used to study the antibacterial activity of chitosan-ZnO nanoparticles. The result showed that the wavenumber of FTIR spectra
chitosan-ZnO nanoparticles appeared at 3427 cm™. The crystalline size of ZnO nanoparticles was 16.54 nm. The average inhibition
zone of chitosan-ZnO nanoparticles at concentration 10,000; 5,000; and 2.500 mg/L were 30.57 + 0.87; 25.97 + 1.42; and 23.10 +
1.61 mm, respectively. The higher the concentration of chitosan-ZnO nanoparticles, the greater the inhibition zone.

Keywords: ZnO nanoparticles; chitosan-ZnO nanoparticles; biosynthesis; Escherichia coli.

ABSTRAK: Pada penelitian ini telah dilakukan biosintesis ZnO nanopartikel dan kitosan-ZnO nanopartikel sebagai antibakteri
Escherichia coli. Tujuan dari penelitian ini adalah modifikasi dan karakterisasi kitosan dengan ZnO nanopartikel dan aplikasinya
sebagai antibakteri Escherichia coli. Karakterisasi kitosan-ZnO nanopartikel dilakukan dengan menggunakan spektrofotomer FTIR
dan difraksi sinar X (XRD). Difraksi sinar X (XRD) digunakan untuk karakterisasi ZnO nanopartikel. ZnO nanopartikel disintesis melalui
reaksi antara ekstrak air daun jambu biji (Psidium guajava L) dengan seng asetat dihidrat. Kitosan-ZnO nanopartikel disintesis
melalui reaksi antara kitosan dan ZnO nanopartikel. Metode diffusi agar digunakan untuk meneliti kitosan-ZnO nanopartikel
sebagai antibakteri. Hasil penelitian menunjukan bahwa bilangan gelombang pada spektra FTIR kitosan-ZnO nanopartikel muncul
pada 3427 cm. Ukuran kristal ZnO nanopartikel adalah 16,54 nm. Rata-rata zona inhibisi dari kitosan-ZnO nanopartikel pada
konsentrasi 10.000, 5.000 dan 2.500 mg/L berturut-turut adalah 30,57 + 0,87; 25,97 + 1,42; dan 23,10 + 1,61 mm. Semakin tinggi
konsentrasi nanopartikel kitosan-ZnO, maka semakin besar pula zona hambatnya.

Kata kunci: ZnO nanopartikel ; kitosan-ZnO nanopartikel ; biosintesis; Escherichia coli.

Pendahuluan kimia dapat dilakukan melalui penempelan (grafting),
impregnasi (impregnating) dan ikatan silang (cross linking)
5,60]. Hasil akhir dari modifikasi struktur kimia kitosan

ini adalah merubah karakteristik

Kitosan diperoleh dari proses deasilasi kitin dan

merupakan polimer alam yang tersusun dati 2-acetamido-

. Editor
2-deoxcy-p-D-glucose [1=3]. Struktur kimia kitosan dapat kelarutan kitosan [7,8]. Eriardi lemed
dimodifikasi pada bagian gugus fungsi amina primer (atom ZnO  nanopartikel  dapat Article history
C2) dan gugus fungsi alkohol yang terletak pada posisi disintesis melalui beberapa

atom C6 [2]. Modifikasi struktur kimia kitosan dapat
dilakukan dengan metode fisika dan kimia [4]. Modifikasi
dengan metode fisika adalah untuk meningkatkan luas area
permukaan, situs aktif adsorpsi, pengembangan rantai

polimer dan menurunkan kristalinitas. Sedangkan metode

metode antara lain menggunakan

metode  penambahan  larutan
NaOH sebagai reducing agent [9]
dan so/ ge/ [10]. Beberapa peneliti

menggunakan ekstrak cair dari
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salah satu bagian tanaman sebagai agen pengubah dari suatu
garam-garam logam menjadi suatu oksida-oksida logam
yang berukuran nanopartikel. Hal ini didasarkan bahwa
dalam suatu tanaman mempunyai komponen seperti akar,
daun, batang, biji dan buah yang dapat dibuat menjadi
suatu ekstrak tanaman yang kaya akan fitokimia-fitokimia
sechingga dapat sebagai agen pereduksi dan stabilisasi
untuk biosintesis oksida-oksida logam nanopartikel
[11]. Beberapa peneliti telah melakukan biosintesis ZnO
nanopartikel menggunakan ekstrak dati tanaman [11-13].
Produk ZnO nanopartikel yang dihasilkan digunakan
sebagai senyawa antibakteri dan anti mikroba [13—16]. Hal
ini didasarkan pada masuknya ion logam seng dan ukuran
ZnO nanopartikel yang sangat kecil (nanometer) sehingga
dapat terbentuknya spesies oksigen reaktif (reactive oxygen
species) di dalam dinding sel bakteri yang mengakibatkan
rusaknya dinding sel bakteri [17].

Beberapa peneliti telah melakukan sintesis kitosan-
ZnO nanopartikel dari reaksi antara kitosan dengan ZnO
nanopartikel [18-20]. Kitosan-ZnO nanopartikel dapat
diaplikasikan sebagai anti bakteri [21-23]. Biosintesis
ZnO nanopartikel dapat menggunakan ekstrak daun
sitih hijau (Piper betle 1) dan seng asetat dihidrat serta
ZnO nanopartikel yang dihasilkan diinteraksikan dengan
kitosan menjadi kitosan-ZnO nanopartikel [21]. Penelitian
ini adalah biosintesis ZnO nanopartikel dari reaksi antara
seng asetat dihidrat dan ekstrak cair daun jambu biji
(Psidinm  gnajava 1.). ZnO nanopartikel yang dihasilkan
diinteraksikan dengan kitosan menjadi kitosan-ZnO
nanopartikel. Kitosan-ZnO nanopartikel yang dihasilkan

diujikan sebagai anti bakteri I co/.

Metode Penelitian

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah daun
jambu biji (Psidium gnajava 1), kitosan (DD 87%) dari CV.
Ocean Fresh Bandung, Jawa Barat. Asam asetat glasial
(CH,COOH), natrium hidroksida (NaOH), seng asetat
dihidrat (Zn(CH,COO),.2H,O), nutrien agar. Semua
bahan analytical grade dari PT. Merck. Bakteri Escherichia
coli dari laboratorium Mikrobiologi STIFI Bhakti Pertiwi,
kertas cakram (diameter 6 mm, Macherey Nagel GambH
& Co), air suling dari laboratorium penelitian STIFI Bhakti

Pertiwi.

Penyiapan Ekstrak Daun Jambu Biji

Sebanyak 50 gram daun jambu biji (Psidium gnajava
L) yang sudah bersih dipotong kecil-kecil dan dimasukkan
dalam labu erlenmeyer 250 mL yang berisi 100 mL air
suling dan dipanaskan hingga suhu 90°C selama 15 menit.
Campuran kemudian dibiarkan pada suhu kamar hingga
dingin. Setelah dingin, campuran kemudian disaring dan
filtrat disimpan dalam lemari pendingin untuk digunakan
lebih lanjut [12].

Biosintesis ZnO Nanopartikel

Sebanyak 92,5 mL larutan seng asetat dihidrat 1 M
dicampur dengan 7,5 mL ekstrak air daun jambu biji dan
dikocok secara kontinyu pada suhu 60° C selama 10 menit.
Campuran kemudian didinginkan pada suhu kamar dan
pH campuran dibuat menjadi 10 dengan menambahkan

larutan NaOH 0,1 M dengan pengadukan yang kontinyu

Gambar 1. Tlustrasi reaksi kimia ZnO nanopartikel 13
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Gambar 2. Difraktogram kitosan (a), ZnO nanopartikel (b) dan kitosan-ZnO nanopartikel (c)

hingga warna campuran berubah dari kuning menjadi
menjadi gelap kekuningan. Campuran yang telah berubah
warna tersebut dibiarkan semalam hingga terbentuk
endapan. Endapan dipisahkan dan endapan yang diperoleh
dicuci dengan air suling untuk menghilangkan kotoran
yang mungkin ada dalam endapan tersebut. Endapan
kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 50°C [12].

Sintesis Kitosan-ZnO Nanopartikel

Sebanyak 0,1 gram ZnO nanopartikel kering
dimasukkan ke dalam beaker glass 250 ml yang berisi 100 ml
larutan asam asetat 10 % (v/v) dan ditambahkan 0,1 gram
kitosan ke dalamnya dengan tetap diaduk secara kontinyu
selama 30 menit. Campuran kemudian ditambah larutan
NaOH 1 M tetes demi tetes hingga pH campuran menjadi
10. Seluruh campuran kemudian dipanaskan pada suhu
60°C selama 1 jam dengan pengadukan yang kontinyu.
Campuran dibiarkan pada suhu kamar selama semalam
hingga terbentuk endapan. Endapan yang diperoleh
kemudian dibilas dengan air suling hingga filtratnya
mempunyai pH netral. Endapan dikeringkan dalam oven
pada suhu 50°C [24].

Karakterisasi

Spektroskopi FTIR (Shimadzu Prestige-21) digunakan

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol 7 No 2 | Agustus 2020

untuk identifikasi gugus fungsi kitosan dan kitosan-ZnO
nanopartikel dengan bantuan pelet KBr dan spektrum
dicatat pada bilangan gelombang antara 4500-400 cm™.
X-Ray diffractometer (Shimadzu XRD-6000), digunakan
untuk evaluasi level kristalinitas dan ukuran kristalin ZnO
nanopartikel (Cu Ko X-ray tube pada 1.5406 A, 30 kV dan
10mA dengan kecepatan pengamatan/ durasi waktu yaitu
10.000 deg. min™ dan jarak 20 adalah 0°— 80°).

Uji Antibakteri

Uji antibakteri sampel menggunakan metode difusi
agar. Konsentrasi kitosan-ZnO nanopartikel yang diujikan
adalah 10.000, 5.000 dan 2.500 mg/L. Kertas cakram yang
telah disterilisasi, masing-masing dicelupkan (£ 15 detik)
ke dalam larutan kitosan-ZnO nanopartikel, asam asetat
(10 % v/v, sebagai larutan pembanding negatif), tetrasiklin
(10.000 mg/L, sebagai larutan pembanding positif) dan
ZnO nanopartikel (10.000 mg/L). Semua kertas cakram
yang telah dicelupkan dalam masing-masing larutan uji
diletakkan secara aseptik dalam pesridishes (cawan petri) yang
mengandung media nutrien agar yang telah diinokulasi
dengan bakteri E. coli. Petridishes diinkubasi pada suhu 37°C

dan zona hambat diamati setelah 24 jam periode inkubasi.
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Gambar 3. Spektra FTIR kitosan (a) dan kitosan-ZnO nanopartikel (b)

Hasil dan Diskusi

Biosintesis ZnO nanopartikel dari reaksi kimia antara
seng asetat dihidrat dan ekstrak air daun jambu biji melalui
mekanisme reaksi reduksi dan oksidasi seperti dalam
Gambar 1. Ekstrak air daun jambu biji banyak mengandung
komponen metabolit seperti karbohidrat, flavonoid,
alkaloid, glikosida, saponin, tanin, vitamin dan steroid [25].
Adanya komponen metabolit tersebut merupakan bagian
dalam konversi senyawa logam seng menjadi logam yang
berukuran nanopartikel yang spesifik. Metabolit-metabolit
tersebut bertanggung jawab atas sifat pereduksi dan anti
oksidan sechingga mereduksi dengan segera ion seng ke
bentuk ukuran nano ZnO [13]. Ukuran partikel ZnO
nanopartikel juga dipengaruhi oleh penambahan larutan
NaOH [12].

1

II

Difraktogram kitosan, ZnO nanopartikel dan kitosan-

ZnO nanopartikel ditunjukan dalam Gambar 2. Gambar

2b menunjukan bahwa difraktogram ZnO nanopartikel
mempunyai puncak difraksi yang tajam dan sempit (20.:
31,82; 34,47; 36,31; 47,72; 56,70; 62,80; 67,93 dan 69,13).
Hal ini menunjukan bahwa ZnO nanopartikel tersebut
mempunyai bentuk kristalin. Rumus Debye Scherrer's dapat
digunakan untuk menghitung ukuran kristalin ZnO

nanopartikel :
D = (0.9.1 / B.cos 0)
Dimana D adalah ukuran kristalinitas, A adalah
panjang gelombang sinar X yang digunakan (1.5406 A), B

adalah zbe full width at balf maximum (FWHM) dan 6 adalah

sudut Bragg's[13]. Hasil analisis menunjukan bahwa ukuran

111

Gambar 4. Uiji antibakteri dengan tiga kali perulangan oleh kitosan-ZnO nanopartikel (D, E dan F), ZnO
nanopartikel (C), pembanding positif (A) dan pembanding negatif (B)
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Tabel 1. Hasil pengamatan diameter hambat

Diameter hambat (mm)

No- C::f:i“ Tetrasiklin Asamasetat  ZnO nanopartikel Kitosan-ZnO nanopartikel
(10.000mg/L)  (10%v/v) (10.000mg/L) 109,000 (mg/L) 7.500 (mg/L)  2.500 (mg/L)
1 | 25,80 17,30 21,20 30,80 25,10 23,60
2 Il 25,80 16,20 19,80 29,60 27,60 24,40
3 1 24,80 16,30 19,70 31,30 25,20 21,30
Rata-rata + SD 2547+057 16,60 40,61 20,23 40,84 3057+0,87 25974142  2310+161

kristalin partikel ZnO nanopartikel hasil biosintesis adalah
16,50 nm jika dihitung pada 20: 36,31 dan FWHM 0,484
deg. Difraktogram kitosan-ZnO nanopartikel (Gambar
2¢) mempunyai bentuk yang berbeda jika dibandingkan
dengan difraktogram kitosan (Gambar 2a). Hal ini
dimungkinkan karena deformasi ikatan hidrogen dalam
struktur kimia kitosan oleh ZnO nanopartikel ke dalam
gugus fungsi amina primernya [26,27].

Ion logam Zn*" tetbentuk ketika kitosan dan ZnO
nanopartikel dilarutkan dalam larutan asam asetat. Antara
pH 6 hingga 9, terbentuk Zn[(OH)], yang tidak stabil.
Kitosan mempunyai gugus fungsi amina primer (NH,)
yang dapat berikatan dengan ion logam melalui ikatan
kovalen koordinasi, dengan semakin naiknya pH hingga
pH 10 maka terbentuk suatu senyawa komplek kitosan-
ZnO nanopartikel yang stabil pada pH ini [24].

Spektra FTIR kitosan dan kitosan-ZnO nanopartikel

ditunjukkan dalam Gambar 3. Gambar 3a adalah spektra

FTIR kitosan yang menunjukan adanya pita serapan pada
bilangan gelombang 3448 cm, pita serapan ini adalah
vibrasi ulur gugus N-H serta bertumpang tindih dengan
gugus O-H. Pita serapan pada bilangan gelombang 2881-
2992 cm™! menunjukan vibrasi ulur gugus C-H [28,29].
Vibrasi ulur gugus fungsi C-O terdeteksi pada bilangan
gelombang 1097 cm™ [30]. Vibrasi tekuk gugus N-H
terdeteksi pada bilangan gelombang 1656 cm™ [28,31] dan
vibrasi tekuk gugus C-H muncul pada bilangan gelombang
1381 cm' [32].
Setelah  kitosan  diinteraksikan  dengan  ZnO
nanopartikel menjadi kitosan-ZnO nanopartikel dan
mempunyai spektra seperti dalam Gambar 3b. Vibrasi ulur
gugus N-H masih bertumpang tindih dengan gugus O-H
dan mempunyai bilangan gelombang 3429 cm'. Harga atau
nilai bilangan gelombang ini mengalami penurunan bila
dibandingkan dengan bilangan gelombang kitosan (3448
ke 3429 cm™), hal ini menunjukan adanya interaksi yang
kuat antara gugus fungsi N-H dengan ZnO nanopartikel
[24].Vibrasi ulur gugus C-H terdeteksi pada bilangan

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol 7 No 2 | Agustus 2020

gelombang 2883-2924 c¢m™ .Vibrasi tekuk gugus N-H
terdeteksi pada bilangan gelombang 1633 cm. Spektrum
kitosan-ZnO nanopartikel menampilkan pita serapan
O-Zn-0. Pita serapan O-Zn-O ini terdeteksi pada bilangan
gelombang 420 cm™ [18] yang menunjukan adanya ikatan
kimia antara gugus amina primer (NH,) kitosan dengan
Zn0O nanopartikel.

Hasil wuji antibakteri setiap sampel terhadap
pertumbuhan bakteri E ¢/ dengan tiga kali perulangan
disajikan dalam Gambar 4. Diameter hambat yang
dihasilkan oleh tetrasiklin (pembanding positif), asam asetat
(pembanding negatif), ZnO nanopartikel dan kitosan-ZnO
nanopartikel dalam menghambat pertumbuhan bakteri E

coli seperti terlihat dalam Tabel 1.

Berdasarkan data pada Gambar 4 dan Tabel 1
tersebut terlihat bahwa semakin tinggi konsentrasi kitosan-
ZnO nanopartikel maka semakin besar diameter hambat
yang dihasilkan dalam menghambat pertumbuhan bakteri.
Hal ini didasarkan bahwa mekanisme yang terjadi antara
kitosan dan bakteri adalah interaksi antara muatan positif
gugus fungsi (NH,") dalam kitosan dengan muatan negatif
pada permukaan sel bakteri [33,34]. ZnO nanopartikel
mempunyai tekstur permukaan yang tidak rata dan kasar
sechingga dapat memecahkan dinding sel bakteri dan
menyebabkan dekomposisi dinding sel diikuti dengan
dekomposisi membran sel bakteri [35].

Gambar 4 menunjukkan bahwa pembanding negatif
(B, asam asetat 10 % v/v) mempunyai sifat antibakteti.
Asam asetat dapat berfungsi sebagai antibakteri E. co/i
dan S. awurens. Hal ini didasarkan bahwa pada senyawa
asam asetat, ion H' akan masuk ke dalam bakteri
dan akan meningkatkan jumlah atau konsentrasi H*
dalam membran sitoplasma dan memudahkan untuk
menurunkan pH sehingga sel bakteri akan lebih asam dan

akan menyebabkan pertumbuhannya terhambat [306].
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Kesimpulan

Ukuran kristalin partikel ZnO nanopartikel yang
dihasilkan adalah 16,50 nm. Gugus fungsi O-Zn-O
terdeteksi pada bilangan gelombang 420 cm™. Gugus
fungsi Zn-O terikat dengan gugus fungsi amina primer
kitosan sehingga spektra FTIR kitosan-ZnO nanopartikel
mempunyai bilangan gelombang 3429 cm™. Zona hambat
yang dihasilkan oleh kitosan-ZnO nanopartikel dalam
menghambat pertumbuhan bakteri E ¢/ meningkat
dengan semakin meningkatnya konsentrasi kitosan-ZnO

nanopartikel.
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