VOLUME 8 NOMOR?2 DESEMBER 2021 ISSN 2548 - 611X

JURNAL

BIOTEKNOLOGI & BIOSAINS INDONESIA

Homepage Jurnal: http://ejurnal.bppt.go.id/index.php/JBBI

AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAN ANTIBIOFILM NANOKOMPOSIT SENG
OKSIDA-PERAK (ZnO-Ag) DENGAN MINYAK CENGKEH TERHADAP
Pseudomonas aeruginosa

The Activities of Antibacteria and Antibiofilm Zinc Oxide-Silver (ZnO-Ag)
Nanocomposite with Clove Oil against Pseudomonas aeruginosa

Yulianto Ade Prasetya’*, Khoirun Nisyak?, A’yunil Hisbiyah?
!Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi, STIKES Rumah Sakit Anwar Medika Sidoarjo, Jalan Raya
By Pass Krian Km. 33 Sidoarjo, Jawa Timur 61253
2Laboratorium Kimia Organik, STIKES Rumah Sakit Anwar Medika Sidoarjo, Jalan Raya By Pass Krian
Km. 33 Sidoarjo, Jawa Timur 61253
*Email: yuliantoadeprasetya@gmail.com

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium that often causes nosocomial infection
because of its ability to produce biofilms so that it is resistant to various antibiotics. This research
aims to determine the activity of zinc oxide-silver nanocomposites (ZnO-Ag) with clove oil against
P. aerugoinosa bacteria. ZnO-Ag nanocomposites were made using the Green One Pot Synthesis
technique using a sonicator and microwave instruments. The nanocomposites formed were
characterized by X-Ray Diffraction (XRD) to determine crystallinity and particle size and Scanning
Electron Microscopy-Energy Dispersive X-Ray (SEM-EDX) to determine morphology and
elements. The antibacterial activity and antibiofilm tests were carried out using the well diffusion
and the microplate techniques, respectively. The resulted ZnO-Ag nanocomposite formed had a
size of 19.66 nm, where Ag (47%) was of round shape, while Zn (35%) and O (18%) were fibrous.
The ZnO-Ag had an inhibition zone of 14.9 mm against P. aeruginosa and was able to prevent the
aftachment of the bacterial biofilm for 48 hours with 76,59% inhibition percentage.
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ABSTRAK

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif yang sering menyebabkan infeksi
noskomial karena kemampuannya menghasilkan biofilm sehingga resisten terhadap berbagai
antibiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas nanokomposit seng oksida-perak
(ZnO-Ag) dengan minyak cengkeh terhadap P. aeruginosa. Nanokomposit ZnO-Ag dibuat dengan
teknik Green One Pot Synthesis menggunakan instrumen sonikator dan gelombang mikro.
Nanokomposit yang terbentuk dikarakterisasi menggunakan X-Ray Diffraction (XRD) untuk
mengetahui kristalinitas dan ukuran partikel, Scanning Electron Microscopy-Energy Dispersive X-
Ray (SEM-EDX) untuk mengetahui morfologi dan unsur yang terbentuk. Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan metode difusi sumuran dan uji antibiofilm dilakukan dengan teknik microplate.
Hasil nanokomposit ZnO-Ag yang terbentuk memiliki ukuran sebesar 19,66 nm, dimana Ag (47%)
berbentuk bulat sedangkan Zn (35%) dan O (18%) berbentuk fiber. Nanokomposit ZnO-Ag
memunculkan zona hambat 14,9 mm terhadap P. aeruginosa dan mampu mencegah penempelan
biofilm yang dihasilkan bakteri tersebut selama 48 jam dengan penghambatan 76,59%.
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Received: 01 June 2021 Accepted: 25 September 2021 Published: 07 December 2021

196


mailto:penulis_pertama@address.com

PENDAHULUAN

Pseudomonas aeruginosa termasuk
bakteri Gram negatif, berbentuk batang,
menghasilkan enzim oksidase dan katalase,
mampu memproduksi pigmen serta termasuk
phemolysis (Carroll et al. 2017). Bakteri ini
tergolong patogen opportunistic yang sering
menyebabkan infeksi pada pasien
immunocompromised dan dikaitkan dengan
penggunaan peralatan medis seperti kateter,
stetoskop, dan defibelator (Long et al. 2018).
Sebanyak 613 sampel strain P. aeruginosa
yang berasal dari rumah sakit di India berhasil
teridentifikasi dengan persentase tertinggi
sebesar 28,35% ditemukan di Unit Gawat
Darurat (UGD), dan diikuti dengan 26,86%
Intensive Mediatory Care Unit (IMCU)
26,86%, dan Neonatal Intensive Care Unite
(NICU) 16,41% dan sisanya 14,92%
ditemukan di ruang pediatrik dan 13,43% di
ruang jantung (Pal et al. 2010). Bakteri ini
menjadi sangat susah untuk diobati karena
kemampuannya menghasilkan enzim beta
laktamase dan biofilm (Ding et al. 2016).
Resistensi pada bakteri ini dibagi dalam tiga
tipe, antara lain: multidrug resistance (MDR),
extensive drug resistance (XDR), dan pan-
drug resistance (PDR). Bakteri MDR memiliki
sedikitnya resisten terhadap satu agen dalam
tiga atau lebih kategori antimikroba. XDR
didefinisikan  sebagai  bakteri  resisten
terhadap satu agen pada semua antimikroba
kecuali dua atau lebih kategori, sedangkan
bakteri dikatakan PDR jika resisten terhadap
semua agen pada semua kategori
antimikroba (Gill et al. 2016). Prevalensi P.
aeruginosa di Iran pada kategori MDR dan
XDR masing-masing sebesar 54,5% dan
33% (Saderi dan Owlia, 2015) sedangkan
pada PDR sebesar 76% dari 38 isolat yang
berasal dari rumah sakit pada pasien dengan
luka terbuka (EI-Shouny et al. 2018). Biofilm
yang dihasilkan oleh bakteri ini juga
bertanggungjawab  terhadap  prevalensi
tersebut yang  didefinisikan  sebagai
sekumpulan koloni bakteri yang menempel
pada bahan netral seperti logam berat,
permukaan mineral, bahkan pada jaringan
tubuh manusia dengan mensekresikan
extracellular polymeric substance (EPS)
(Goncalves et al. 2014). Hampir 80% infeksi
disebabkan oleh bakteri pembentuk biofilm
yang mampu hidup pada kondisi lingkungan
kekurangan nutrisi, perubahan pH esktrim,
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mampu menghindari fagositosis, dan mampu
mentoleransi sejumlah antimikroba (Hall dan
Mah 2017). Walaupun beberapa peralatan
medis sudah dilapisi perak (Ag) namun
infeksi nosokomial masih tinggi, sehingga
diperlukan pengembangan bahan antibakteri
dan antibiofiim dengan memanfaatkan
nanoteknologi, salah satunya nanokomposit.

Nanokomposit didefinisikan sebagai
penggabungan antara dua material atau lebih
dengan ukuran kurang dari 100 nm yang
memiliki beberapa keunggulan berupa luas
permukaan yang tinggi, reaktivitas yang
spesifik, dan mampu meningkatkan
penghantaran obat (Ahmed et al. 2020).
Nanokomposit dapat dibuat dari dua material
yang memiliki sifat sebagai antibakteri yaitu
perak (Ag) dan seng-oksida (ZnO). Logam
perak efektif melawan lebih dari 650 spesies
bakteri patogen, sehingga bersifat spektrum
luas (Dastjerdi dan Montazer 2010). Logam ini
bekerja dengan cara menghambat sintesis sel
bakteri sehingga metabolismenya menjadi
terhambat. Perak dalam bentuk nanopartikel
mampu menghambat bakteri P. aeruginosa
pada konsentrasi 5 ppm (Salomoni et al.
2017). Nanopartikel perak selain sebagai
antibakteri juga dapat digunakan untuk obat
antikanker, anti-inflamasi dan pengobatan
luka (Ahmed et al. 2010). Seng oksida (ZnO)
juga bersifat sebagai antibakteri dan antijamur
dengan mekanisme Kkerja yaitu merusak
dinding sel bakteri, menghambat sintesis sel,
dan menganggu metabolisme sel. Seng
oksida banyak digunakan dalam dunia medis
karena komponennya yang unik,
biokompatibel, dan toksisitasnya rendah.
Seng oksida dalam bentuk nanopartikel
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus (Musdalifa et al.
2019). Walaupun demikian, belum ada
penelitian yang menggunakan ZnO dan Ag
sebagai antibiofim pada P. aeruginosa.
Nanokomposit ZnO-Ag dapat dibuat dengan
menggunakan  reduktor secara  green
synthesis. Metode green synthesis bersifat
ramah lingkungan, ekonomis,  sedikit
menghasilkan  produk  buangan yang
berbahaya dan menghasilkan hasil sintesis
yang banyak. Green synthesis dibuat dengan
memanfaatkan ekstrak tumbuhan sebagai
bioreduktor yang banyak mengandung gugus
hidroksil (OH), karboksil (-COOH), ikatan
rangkap, dan kaya akan elektron (Hisbiyah et
al. 2020). Salah satu bioreduktor yang
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berpotensi digunakan untuk green synthesis
nanokomposit ZnO-Ag adalah  minyak
cengkeh. Minyak cengkeh merupakan minyak
atsiri khas Indonesia dan ditemukan berlimpah
yang berasal dari tanaman Syzygium
aromaticum. Minyak tersebut menjadi
komaditas non-migas unggulan Indonesia,
dengan genetik cengkeh yang besar dan
sangat berharga untuk dikembangkan.
Indonesia merupakan pemasok utama minyak
cengkeh untuk pasar India dan Arab Saudi
(Bustaman 2011). Kandungan minyak
cengkeh yang utama merupakan eugenol (60-
68%) dan memiliki aktivitas antioksidan
(Perez-Roses et al. 2016). Eugenol
merupakan senyawa golongan fenilpropanoid
yang memiliki cincin aromatik, gugus metoksi
(-COOH), gugus hidroksil (-OH), dan kaya
akan ikatan rangkap (Hisbiyah et al. 2020)
sehingga dapat digunakan sebagai biore-
duktor pembentukan nanokomposit ZnO-Ag.

Penelitian ini menggunakan metode
One Pot Green Synthesis untuk membuat
nanokomposit seng oksida—perak (ZnO-Ag).
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas nanokomposit seng
oksida—perak (ZnO-Ag) dalam menghambat
pertumbuhan bakteri dan biofilm yang
dihasilkan P. aeruginosa. Penelitian tentang
aplikasi nanokomposit ZnO-Ag dengan
minyak  cengkeh untuk  menghambat
penempelan biofim pada bakteri P.
aeruginosa  belum  pernah  dilakukan
sebelumnya, sehingga diharapkan dapat
digunakan sebagai kandididat bahan untuk
peralatan medis dalam mencegah
penyebaran infeksi nosokomial.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Kimia Organik STIKES Rumah Sakit Anwar
Medika untuk distilasi fraksinasi eugenol dari
minyak cengkeh berdasarkan perbedaan titik
didih. Selain itu juga dilakukan pembuatan
nanokomposit seng oksida—perak (ZnO-Ag)
dengan minyak cengkeh menggunakan
instrumen gelombang mikro  (microwave
termodifikasi) dan sonikator. Uji aktivitas
antibakteri dan antibiofilm nanokomposit seng
oksida—perak dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi STIKES Rumah
Sakit Anwar Medika. Analisa kandungan
eugenol pada minyak cengkeh dilakukan di
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Laboratorium Kimia Organik  Universitas
Brawijaya Malang. Analisa nanokomposit ZnO-
Ag dilakukan di Laboratorium Kimia Material
Departemen Teknik Material Institut Teknologi
Sepuluh Nopember  (ITS)  Surabaya,
sedangkan analisa menggunakan Scanning
Electron Microscope — Energy Dispersive X-
Ray Spectroscopy (SEM-EDX) dilakukan di
Laboratorium Energi dan Lingkungan ITS
Surabaya. Waktu penelitian dilakukan selama
enam (6) bulan dari bulan Juni hingga
Nopember 2019.

Alat dan bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada
penelitian ini antara lain: perak nitrat (Merck),
zink asetat dihidrat (Merck), minyak cengkeh
(Dampit-Malang), akuades (Brataco Chemical),
amonia (Merck), P. aeruginosa ATCC 27853
isolat dari Tropical Disease Diagnostic Center
(TDDC) Universitas Airlangga, tryptic soy
broth (Merck), ethanol (Merck), agar Mueller-
Hinton (MHA, Merck), dimethylsulfoxide
(DMSO, Merck) dan kristal violet (Merck).
Peralatan utama yang diperlukan untuk
penelitian adalah Ultrasonikator (40 kHz 120
W), microwave reactor (Electrolux), oven
(DGG 9053 A), timbangan analitik (Ohaus
px224/E), X-Ray Diffractometer (Panalytical
X'Pert Pro), Scanning Electron Microscope-
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy
(SEM-EDX, Hitachi FLEXSEM 1000),
microplate reader (Bio-Rad), dan Gas
Chromatography-Mass  Spectrophotometer
(GCMS, Shimadzu QP 2010).

Karakterisasi dan analisa minyak cengkeh

Minyak cengkeh berasal dari tempat
penyulingan di Jalan Hayam Wuruk 85,
Dampit Malang (S 8° 10" 17.134", E 112° 38'
20.958"), dan dianalisa  kandungan
eugenolnya menggunakan Gas Chromatography-
Mass Spectropotometry (GC-MS). Kadar
eugenol ditingkatkan dengan melakukan
destilasi fraksinasi dengan tekanan 40 mmHg
(Malahayati dan Rahmawati 2014). Pompa
vakum pada tabung trap ditambahkan es dan
garam dan dihubungkan dengan alat
destilasi. Minyak cengkeh sebanyak 2 L
dimasukkan ke dalam Labu ukur 5 L dalam
heating mantle. Pemanasan dilakukan
selama 3 jam dengan tekanan 10 mmHg. Uap
minyak yang keluar pada kolom destilasi
ditampung pada kondensor menjadi cairan.
Pemurnian dilakukan dengan refluks pada



rasio 40/4 yang berarti setiap 40 detik
pertama katup magnetis mengatur
pengeluaran  kondensat tertutup dan
kondesat dikembalikan ke kolom fraksinasi,
pada saat tersebut akan terjadi proses
pemisahan dan 4 detik berikutnya katup akan
terbuka. Hasil fraksinasi kemudian dianalisa
dengan GC-MS.

GC-MS terdiri dari fase diam dan fase
gerak. Fase diam yang digunakan adalah
Rxi-1MS (100% dimetilpolisiloksan) dengan
kolom yang memiliki panjang 30 cm dan
diameter 0,25 mm. Fase gerak berupa gas
helium yang dikondisikan pada tekanan 37,1
kPa dan memiliki volume injeksi sebesar 5
uL, suhu injektor 250 °C, suhu sumber ion
230 °C, suhu permukaan 230 °C, dengan
mode split 10. Kolom diatur pada suhu 70 °C
dan akan naik mencapai suhu 230 °C dengan
laju kenaikan 10 °C per menit dan ditahan
selama 3 menit dengan suhu akhir sebesar
270 °C (Suhendar dan Sogandi 2019).

Sintesis nanokomposit

Sintesis nanokomposit seng oksida —
perak (ZnO-Ag) dengan minyak cengkeh
dilakukan dengan teknik One Pot Green
Synthesis menurut Pinjari et al. (2016) dan
Azizi et al (2016) dengan kombinasi dan
modifikasi. Minyak daun cengkeh sebanyak
15 mL ditambah dengan etanol 50 mL dalam
Erlenmeyer 250 mL. Campuran larutan
tersebut dihomogenkan dengan Ultrasoni-
kator selama 30 menit. Seng asetat dihidrat 3
x 10° M sebanyak 100 mL ditambahkan
secara perlahan-lahan dan sedikit demi
sedikit pada campuran larutan sebelumnya.
Amonia ditambahkan agar larutan mencapai
pH 9 dan dihomogenkan dengan ultrasonikator.
Campuran larutan tersebut kemudian
direaksikan pada microwave reactor 300 W
dengan suhu 30 °C selama 30 menit.
Sebanyak 100 mL perak nitrat (AgNOs3)
ditambahkan pada microwave reactor sedikit
demi sedikit. Variasi penambahan AgNOs;
dilakukan pada waktu 10, 15, 20, 25, dan 30
menit. Campuran kemudian disaring dan
dicuci dengan etanol murni hingga warna
filtrat memudar. Nanokomposit ZnO-Ag yang
terbentuk kemudian dikeringkan pada suhu
130 °C untuk selanjutnya dikarakterisasi.

Karakterisasi nanokomposit
Nanokomposit ZnO-Ag yang terbentuk
dikarakterisasi dengan X-Ray Diffractometer
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(XRD) untuk mengetahui ukuran dan
kristalinitas yang terbentuk. Nanokomposit
Zn0O-Ag dimasukkan dalam plat aluminium
berukuran 2 x 2 cm. Plat dialirkan sinar yang
berasal dari radiasi CuK,, (A=1,54060 A). Data
difraksi dilakukan pada rentang sudut 26 dan
kecepatan baca per detik. Sinar X
ditembakkan pada sampel nanokomposit
ZnO-Ag sehingga detektor akan berputar
dengan rentang sudut difraksi 26, dan akan
terbaca pada monitor berupa grafik
difraktogram. Grafik difraktogram yang
didapat kemudian dianalisa dengan Software
Match versi 3.8.2 dan diterminasi dengan
Origin Pro Software (Qais et al. 2019).
Karakterisasi morfologi dan komposisi
nanokomposit ZnO-Ag dilakukan dengan
Scanning Electron Microscope-Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy (SEM-EDX).
Nanokomposit ZnO-Ag dipotong dengan
ukuran 2 x 2 cm dengan diamond blade cutter
tipe JMQ-12 pada kecepatan rendah.
Permukaan sampel diamplas pada mesin
poles MoPao 2D Grinder Polisher secara
berturut-turut dari 120, 400, 800, 1200 hingga
2000. Terakhir sampel dipoles pada kain bludru
dan diamond pasta 0,25u (Sujatno et al. 2015).

Pembuatan kultur bakteri

Sebanyak satu ose koloni bakteri P.
aeruginosa ATCC 27853 diinokulasikan pada
media tryptic soy broth (TSB) 100 mL dalam
Erlenmeyer 250 mL. Kultur diinkubasi pada
suhu kamar dan digoyang pada rotatory
shaker selama 24 jam. Sebanyak 1 mL kultur
tersebut diinokulasikan pada media TSB 50
mL pada Erlenmeyer 100 mL. Kultur
diinkubasi selama 18 jam pada suhu kamar
dan digoyang dengan rotatory shaker
(Prasetya, 2017). Kultur ini kemudian
dinamakan stok kultur untuk digunakan pada
uji aktivitas antibakteri dan antibiofilm.

Uji aktivitas antibakteri

Nanokomposit ZnO-Ag berupa padatan
dan dilarutkan dengan DMSO dengan
konsentrasi antara lain 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, dan 45 ug mL™. Bakteri P. aeruginosa
diinokulasikan pada media 15 mL agar Mueller-
Hinton cair pada tabung reaksi kemudian
dituang pada cawan Petri steril. Kultur dibiarkan
memadat 1-2 jam, dilubangi dengan cock
borer, dan diberi nanokompsoit ZnO-Ag sesuai
dengan konsentrasi yang ditetapkan. Kultur
selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C selama

199



Aktivitas Antibakteri dan Antibiofilm Nanokomposit... Prasetya et al.

24 jam. Kontrol negatif yang digunakan adalah
DMSO, sedangkan kontrol positif yang
digunakan adalah meropenem 2 ng. Pengujian
ini dilakukan sebanyak tiga kali ulangan.

Uji antibiofilm

Pembentukan biofilm oleh bakteri melalui
beberapa mekanisme di antaranya
penempelan atau adhesi sejumlah bakteri pada
suatu bahan, kemudian sejumlah bakteri
tersebut mulai mensekresikan extracellular
polymeric substance (EPS), dan mulai terjadi
ekspansi atau perluasan permukaan hingga
terakhir mengalami maturasi atau matang
(Walmiki dan Rai 2017). Pada tahap ini
nanokomposit ZnO-Ag digunakan untuk
mencegah penempalan dan sekresi EPS oleh
P. aeruginosa. Konsentrasi nanokomposit
ZnO-Ag untuk uji aktivitas antibiofilm yang
digunakan sama seperti yang digunakan untuk
uji antibakteri yakni 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
dan 45 pg mL?. Sebanyak 200 pL seri
konsentrasi nhanokomposit ZnO-Ag yang
digunakan dimasukkan dalam microplate
kemudian ditutup dan diinkubasi pada suhu 37
°C selama satu jam agar nanokomposit ZnO-
Ag menempel pada microplate. Isi microplate
berupa nanokomposit ZnO-Ag dikeluarkan dan
dimasukkan 200 uL suspensi bakteri uji dari
stok kultur dengan penambahan 200 uL media
tryptic soy broth (TSB). Kultur pada microplate
ditutup dan diinkubasi pada suhu 37 °C dengan
rentang waktu 24, 48, 72 dan 96 jam. Kultur
pada microplate dikeluarkan sesuai dengan
waktu inkubasi yang ditentukan, kemudian
dicuci dengan akuades sebanyak tiga kali.
Sebanyak 200 pL kristal violet 1% dimasukkan
pada microplate dan diinkubasi selama 15
menit. Pewarna selanjutnya dibilas dengan
akuades lagi sebanyak tiga kali dan tambahkan

200 pL etanol 70% dan diinkubasi selama 15
menit. Microplate diukur pada panjang
gelombang 595 nm menggunakan microplate
reader. Kontrol negatif yang digunakan adalah
DMSO (Costa et al. 2016). Penguijian dilakukan
sebanyak tiga ulangan dan dihitung dengan
rumus menurut Costa et al. (2016), yaitu:

% Antibiofilm =
(0D kontrol negatif — OD sampel)
0D kontrolnegatif

X 100%

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisa GC-MS pada minyak cengkeh

Berdasarkan hasil analisa minyak
cengkeh menggunakan GC-MS (Tabel 1)
diperolen kadar eugenol sebesar 48,72%
(Gambar 1). Kadar ini perlu ditingkatkan
kemurniannya dengan melakukan proses
destilasi fraksinasi pada tekanan 10 mmHg.
Hasil distilasi fraksinasi yang kemudian
dianalisa menggunakan GC-MS
menunjukkan hasil singnifikan, dimana kadar

Tabel 1. Kandungan senyawa minyak cengkeh
menggunakan GC-MS

No. Nama Senyawa Kadar (%)
1. Eugenol 48,72
2. Geamcrene D 1,39
3. Trans-karyofilene 30,7
4. Alpha-humulene 12,43
5. Farnesene 0,48
6. Cadinene 0,46
7. Ledane 1,42
8. Karyofilene oksida 3,31
9. Dodekana 0,57
10.  Patchoulene 0,5

15,000,000

23.873
1

T 1 T
28.0 29.0 30.0 31.0 320 3235

min

Gambar 1. Kromatogram minyak cengkeh, eugenol pada puncak | sebesar 48,1% dengan waktu retensi 23,873

200



Tabel 2. Kandungan minyak cengkeh menggunakan
GC-MS hasil destilasi fraksinasi

No. Nama Senyawa Kadar (%)

Eugenol 73
Trans-Karyofilene 23,9
Alpha-Humulene 3

eugenol meningkat menjadi 73% (Gambar 2)
dengan dua kandungan lain yaitu trans-
karyofilene dan alpha-humulene (Tabel 2). Hal
ini sesuai dengan penelitan Malahayati dan
Rahmawati (2014), bahwa untuk meningkatkan
kemurnian eugenol pada minyak cengkeh dan
sesuai dengan standar United States
Pharmacopeia (USP) yaitu sebesar 99,5% perlu
dilakukan distilasi fraksinasi dengan tekanan
terbaik sebesar 10 mmHg. Penelitian tersebut
mendapatkan hasil yang sama berupa aroma
khas cengkeh dan tidak berwarna. Tekanan
pada destilasi fraksinasi sangat mempengaruhi
kemurnian, rendemen, bobot jenis, indeks bias,
dan putaran optik eugenol secara nyata. Ekstrak
daun cengkeh bersifat antibakteri terhadap
Escherichia coli dan Streptococcus aureus
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dengan kadar hambat minimal 10%
(Ramadhani et al. 2020). Eugenol yang
merupakan turunan senyawa fenol juga mampu
menghambat bakteri S. mutans (Besra dan
Kumar 2018) dan Porphyromonas gingivalis
(Zhang et al. 2017) yang bekerja dengan cara
merusak dinding sel bakteri, bertindak sebagai
racun untuk protoplasma, dan menonaktfikan
serta mendenaturasi protein yang berperan
sebagai enzim pada bakteri (Bouarab-Chibane
et al. 2019). Walaupun demikian, pada
penelitian ini eugenol yang terkandung pada
minyak cengkeh hanya berfungsi sebagai
bioreduktor terhadap pembentukan
nanokomposit ZnO-Ag. Pada tahap akhir,
pembentukan nanokomposit ZnO-Ag dicuci
dengan etanol murni dan diuapkan pada suhu
130 °C untuk menghilangkan eugenol tersebut
(Nisyak et al. 2020).

Hasil analisa XRD pada nanokomposit
Hasil nanokomposit ZnO-Ag (Gambar

3) selanjutnya dianalisa dengan X-Ray

Diffractometer (XRD) (Gambar 4). Hasil

30,000,000

23.877

’

26.132

6.939

' A

-

T T ‘ i T
230 24.0

T ! ™ _1 !
26.0 270 280
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Gambar 2. Kromatogram distilat minyak cengkeh dengan kadar eugenol 73% dengan waktu retensi 23,387

Gambar 3. Hasil nanokomposit ZnO-Ag yang
terbentuk secara kasat mata

i ZnO-Ag 30 minutes
MmNt S, K A

A. Zn0O-Ag 25 minutes

e R o) A

A

Zn0-Ag 20 minutes
. P - Mo

Zn0O-Ag 15 minutes

Mw
Zn0-Ag 10 minutes
o - | ¥ R—
T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
2 Theta

Gambar 4. Hasil analisa difraktogram ZnO-Ag
dengan minyak cengkeh
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tersebut menggambarkan bahwa pada sudut
20 terdapat puncak sudut 38° dan 44° yang
dapat dianalisa, dimana Ag teridentifikasi
berbentuk bulat dan tidak terdapat perbedaan
yang signifikan antara variasi waktu reaksi.
Hasil difraktogram ini kemudian diidentifikasi
dengan Software Match (Gambar 5), yang
menunjukkan bahwa nanokomposit yang
terbentuk memiliki lima bentuk diantaranya
zink oksida, ZnO (zincite), Zn(OH);
(Wilfingite), Zn(OH)2, dan Ag. Dari gambar
tersebut diketahui bahwa waktu reaksi
selama 20 menit menunjukkan hasil yang
terbaik dengan persentase Ag yang tinggi
sebesar 67% dan tidak ada pengotor lain
seperti  ZnO  (zincite) dan  Zn(OH):
(Wulfingite). Nanokomposit dengan ZnO
yang tertinggi terdapat pada waktu reaksi 10
menit dengan presentase sebesar 44,7%.
Produk samping yang terbentuk pada sintesis
nanokomposit ZnO-Ag ini adalah Zn(OH),
yang paling banyak ditemukan pada waktu
reaksi selama 15 menit dan berbentuk
trigonal serta Zn(OH), (Wdlfingite) yang
muncul pada waktu reaksi selama 25 menit.
Untuk mengetahui rerata ukuran partikel
pada nanokomposit ZnO-Ag yang terbentuk
dilakukan determinasi dengan persamaan
Scherrer sedangkan persentase kristalinitas
dikalkulasi dengan Origin Pro dan Microsoft
Excel software. Hasil yang didapatkan bahwa
semua variasi waktu reaksi sintesis
nanokomposit ZnO-Ag memenuhi Kkriteria
dengan ukuran partikel kurang dari 100 nm,
dengan ukuran terkecil dan terbaik adalah
19,66 nm pada variasi waktu reaksi 20 menit

(persentase kristalinitas 28%) (Tabel 3). Oleh
karena itu, nanokomposit ZnO-Ag yang
digunakan untuk uji aktivitas antibakteri dan
antibiofiim adalah metode dengan waktu
reaksi 20 menit. Mekanisme reaksi
pembentukan ZnO-Ag dengan minyak
cengkeh terdapat pada Gambar 6.
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Gambar 5. Komposisi nanokomposit ZnO-Ag yang
terbentuk dengan software match. (m: Ag;
m. Zn(OH)z; m: Zn(OH)2 (Wuelfingiete);
m: ZnO (Zincite); m: ZnO)

Tabel 3. Rerata Ukuran partikel dan persentase
kristalinitas nanokomposit ZnO-Ag

Variasi Reaksi Rerata Ukuran Kristalinitas
(menit) Partikel (nm) (%)
10 36,44 23
15 22,64 15
20 19,66 28
25 32,64 27
30 28,29 20

AgT - pgP

Gambar 6. Mekanisme reaksi nanokomposit ZnO-Ag dengan minyak cengkeh
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Hasil analisa SEM-EDX pada nanokomposit

Mekanisme sintesis nanokomposit
ZnO-Ag menggunakan minyak cengkeh yang
memiliki kandungan utama berupa eugenol
berfungsi untuk mereduksi ion Ag* menjadi
Ag°, pembentukan nanopartikel Ag, dan
mengkomplekskan ion Zn?* (Gambar 6). Hal
ini dapat disebabkan karena adanya gugus
fungsi hidroksil (-OH), karbonil (C=0), dan
ikatan rangkap (=) sebagai pereduksi ion
logam, sehingga elektron dari cicin karbon
tersebut mereduksi ion logam (Ghosh et al.
2015). Nanokomposit seng oksida-perak
(ZnO-Ag) dengan minyak cengkeh yang
terbentuk, dimana analisa dengan XRD yang

terbaik dilanjutkan dengan analisa
morfologinya  menggunakan  instrumen
Scanning Electron Microscopy-Energy

Dispersive X-Ray (SEM-EDX). Hasil analisa
nanokomposit ZnO-Ag dengan variasi waktu
20 menit dengan SEM-EDX (Gambar 7)
menunjukkan bahwa perak (Ag) berbentuk
bulat yang terdeposit ke dalam seng oksida
(ZnO) yang berbentuk fiber. Pembentukan
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nanokomposit ZnO-Ag dengan minyak
cengkeh dapat tersusun dengan baik pada
reaksi waktu 20 menit dapat dilihat melalui
hasil XRD yang divisualisasikan dalam
bentuk difraktogram (Gambar 4) dan
dilanjutkan dengan analisa menggunakan
software match (Gambar 6). Pada gambar
difraktogram hasil analisa XRD menunjukkan
bahwa sudut 26 terdapat puncak sudut 38°
dan 44° yang berarti terdapat adanya Ag dan
ZnO. Kemudian adanya puncak tersebut
dilanjutkan dengan identifikasi dengan
software match yang menunjukkan lima
komponen berbeda, dimana pada waktu
reaksi 20 menit tidak ada komponen pengotor
lain (hanya terdapat bentuk seng oksida,
Zn(OH),, dan Ag). Hal ini diperkuat dengan
adanya hasil dari SEM-EDX (Gambar 7) yang
menunjukkan bahwa hanya terdapat unsur
berupa Ag (47%), Zn (35%), dan O (18%).
Pada perbesaran 10.000 x terlihat bentuk
fiber yang ditutupi oleh bulatan kecil sehingga
dapat dikatakan bahwa ZnO yang terbentuk
tertutupi oleh bulatan Ag. Dengan adanya

18% OK

. 47% Agl
. 35% ZnK

Gambar 8. Hasil uji aktivitas antibakteri nanokomposit ZnO-Ag terhadap P. aeruginosa (K+: kontrol positif =
meropenem 2 pg mL-%; K-: kontrol negatif = DMSO)
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doping Ag ini diperkirakan bahwa Ag
menutupi ZnO. Penelitian serupa dengan
metode yang berbeda yakni dengan sol gel
dan photochemical mampu mendeposisikan
Ag yang berbentuk bulatan yang terdeposit
pada ZnO yang berbentuk fiber (Habibi dan
Sheibani 2013).

Hasil uji aktivitas antibakteri

Aktivitas  antibakteri nanokomposit
Zn0O-Ag dilakukan dengan metode cock-borer
dimana nanokompsit ZnO-Ag dibiarkan
berdifusi pada media agar Mueller-Hinton.
Nanokomposit ZnO-Ag yang terbentuk
sebelumnya berupa padatan sehingga harus
dilarutkan dengan DMSO. DMSO merupakan
pelarut polar aprotik golongan sulfosida yang
bersifat netral, tidak bersifat bakterisidal, dan
toksisitasnya rendah sehingga tidak akan
mengurangi keefektivitasnya suatu obat
(Assidgi et al. 2012). Berdasarkan hasil uiji
aktivitas antibakteri ZnO-Ag terhadap bakteri
P. aeruginosa (Gambar 8) bahwa konsentrasi
40 pg mL?  mampu  menghambat
pertumbuhan bakteri dengan zona hambat
sebesar 14,99 mm dan pada konsentrasi 45
ug mL™ mencapai 16,20 mm. Nanokompsoit
Zn0O-Ag terbentuk dengan adanya bantuan
minyak cengkeh sebagai bioreduktor.
Walaupun minyak cengkeh berperan sebagai
antibakteri, namun pada proses pembuatan
minyak cengkeh dihilangkan dengan cara
dicuci dengan etanol murni dan diuapkan
pada suhu 130 °C sehingga dipastikan
minyak atsiri tersebut hilang dan dibuktikan
dengan tidak adanya unsur karbon pada hasil
analisa SEM-EDX. Nanokomposit ZnO-Ag
mampu menghambat pertumbuhan bakteri S.
mutans penyebab karang gigi dengan
mekanisme  merusak  membran  sel,
melepaskan ion K*, dan reaktif intraseluler
oksigen dan lipid peroksidasi (Wang et al.
2017a). Seng oksida dalam bentuk
nanopartikel memiliki aktivitas spektrum luas
yaitu dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Campylobacter jejuni, Salmonella
enterica serovar Enteritidis, dan E. coli
0157:H7 (Xie et al. 2011). Perak dalam
bentuk nanopartikel bekerja dengan cara
menginduksi stres oksidasi, melepaskan ion
metal, dan mekanisme non oksidatif (Wang et
al. 2017b). Perlu studi lebih lanjut untuk
mengetahui aktivitas nanokomposit ZnO-Ag
sebagai antibakteri, namun beberapa studi
menduga bahwa mekanisme tersebut
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berhubungan dengan eksistensi gugus amino
dan karboksil dari nanokomposit yang
memiliki afinitas yang kuat terhadap dinding
sel bakteri. Ukuran Ag dan ZnO yang
berbentuk nano  mengakibatkan luas
permukaannya meningkat sehingga afinitas
semakin tinggi untuk dapat masuk ke dalam
sel bakteri. Nanokomposit ZnO-Ag yang
apabila telah masuk dalam sel bakteri mampu
menghancurkan struktur heliks ganda DNA
(Taha et al. 2020).

Hasil uji aktivitas antibiofilm

Uji aktivitas antibiofilm dilakukan
dengan metode microplate 96 well yang
selanjutnya dibaca menggunakan instrumen
microplate reader pada panjang gelombang
595 nm. Hasil uji aktivitas antibiofilm (Gambar
9) menunjukkan bahwa nanokomposit ZnO-
Ag mampu menghambat penempelan biofilm
hingga waktu 72 jam dengan persentase
penghambatan sebesar 76,59%. Hasil ini
lebih efektif dibandingkan dengan penelitian
terdahulu, dimana konsentrasi nanopartikel
ZnO sebesar 250 pg mLt mampu
menghambat pembentukan biofilm pada S.
aureus dan Proteus vulgaris (Mahamuni et al.
2019). Penelitian juga membandingkan
aktivitas penghambatan biofilm terhadap
nanopartikel Ag dan ZnO yang membuktikan
bahwa nanokomposit ZnO-Ag lebih efektif
dalam menghambat pertumbuhan biofilm
yang dihasilkan P. aeruginosa.
Nanokomposit ZnO-Ag dapat digunakan
sebagai kandidat bahan pelapis peralatan
medis untuk mencegah infeksi nosokomial
yang disebabkan oleh bakteri pembentuk
biofilm. Mekanisme kerja penghambatan

80 1 76,59

60 -

40 A

20 A

Penghambatan biofilm (%)

20 40 60 80 100
Waktu inkubasi (jam)

ZnO
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Gambar 9. Uji aktivitas antibiofilm nanokomposit ZnO-
Ag pada P. aeruginosa



suatu senyawa terhadap biofilm terbagi
menjadi tiga yang sesuai dengan
pertumbuhan biofilm itu sendiri di antaranya
mampu mencegah penempelan biofilm,
mencegah maturasi biofilm, dan degradasi
biofilm itu sendiri. Pada penelitian ini,
nanokomposit ZnO-Ag mampu mencegah
penempelan biofilm P. aeruginosa selama 72
jam.

KESIMPULAN

Nanokomposit ZnO-Ag dengan minyak
cengkeh yang dibuat dengan metode Green
One Pot Synthesis menghasilkan ukuran
partikel sebesar 19,66 nm dengan
persentase Ag 47% yang berbentuk bulat dan
terdeposit pada ZnO yang berbentuk fiber (Zn
35% dan O 18%). Nanokomposit ZnO-Ag
mampu menghambat pertumbuhan bakteri P.
aeruginosa dengan zona hambat mencapai
149 mm dan termasuk kategori aktif
menghambat. Nanokomposit ZnO-Ag juga
mampu mencegah penempelan biofilm yang
dihasilkan P. aeruginosa hingga 72 jam
dengan persentase penghambatan sebesar
76,59%.
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