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Abstract

It has been conducted a research, which it aims to know the antibacterial and
biodegradation nature of EDTA-Ag and chitosan immobilized silica composite plastics. Silica
used was from rice hull processing products. Chitoson used was 0.3 and 0.7 g. Antibacterial
assay was conducted over Staphylococcus aureusandEscherichia coli bacteria. the result
obtained showed that the biggest inhibitory is at variation of chitosan 0.7 g, which over
Staphylococcus aureusbacteria is 15.6 mm and Escherichia colibacteria is 16,7 mm. While,
in biodegradation assay, the highest degradation percentage is at chitosan variation 0.3 g,
namely 32.17%.
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Abstrak

Telah dilakukan penelitian dengan tujuan untuk mengetahui sifat antibakteri dan
biodegradasi dari plastik komposit silika terimobilisasi EDTA-Ag dan kitosan. Silika yang
digunakan berasal dari hasil pengolahan sekam padi. Kitosan yang digunakan adalah
sebesar 0,3 dan 0,7 gram. Pengujian antibakteri dilakukan terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Hasil yang diperoleh menunjukkan daya hambat terbesar
adalah pada variasi kitosan 0,7 gram dimana pada bakteri Staphylococcus aureus sebesar
15,6 mm dan bakteri Escherichia coli sebesar 16,7 mm. Sedangkan pada uji biodegradasi,
persen degradasi tertinggi adalah pada variasi kitosan 0,3 gram yaitu 32,17%.

Kata Kunci: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, biodegradasi, antibakteri

Pendahuluan

Plastik memiliki peranan penting dalam kebutuhan sehari-hari dan terus mengalami

peningkatan dalam penggunaannya. Plastik yang digunakan saat ini merupakan plastik yang

terbuat dari minyak bumi sehingga sulit terdegradasi dilingkungan dan memiliki pengaruh

terhadap kesehatan manusia. Hal ini menyebabkan bertambahnya persoalan lingkungan dan

kesehatan. Oleh karena itu, dikembangkan plastik berbahan dasar polimer alami yang dapat

terdegradasi dilingkungan dan juga memiliki sifat antibakteri.
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Abu sekam padi mengandung silika yang dapat dimanfaatkan menjadi natrium silikat
(Na,SiO3) yang kemudian dapat disintesis menjadi silika gel. Silika gel dapat digunakan
sebagai bahan antibakteri yang dimodifikasi dengan menggunakan logam yang mempunyai
sifat bakterisida. Menurut Gazra dkk (2000), logam berat yang memiliki sifat bakterisida adalah
Cu, Ag, Zr dan Hg. Selain itu, terdapat juga kitosan yang dapat digunakan sebagai agen
antibakteri*.

Kitosan merupakan agen antibakteri yang dapat digunakan sebagai bahan baku dalam
pembuatan plastik®, karenakitosan memiliki gugus fungsional amina (-NH,) yang bermuatan
positif, sehingga mampu menarik molekul asam amino bermuatan negatif pembentuk protein
dalam mikroba. Kitosan bersifat tahan air, tidak beracun dan terbukti dapat menghambat
pertumbuhan jamur, bakteri dan kapang sehingga berfungsi sebagai pengawet®. Oleh karena
itu, pada penelitian ini disintesis plastik antibakteri dari komposit silika gel terimobilisasi EDTA-

Ag dan kitosan yang juga diharapkan dapat terdegradasi dilingkungan.

Hasil dan Pembahasan
Preparasi Abu Sekam Padi

Sekam padi yang digunakan berasal dari Noelbaki, Kupang Tengah, Nusa Tenggara
Timur. Tujuan pengarangan adalah menguraikan senyawa-senyawa organik seperti selulosa
dan lignin menjadi uap air, karbon dan juga karbon dioksida sehingga menurunkan
temperatur dan mempercepat proses pengabuan. Pengarangan yang dilakukan
mengakibatkan terjadi perubahan warna sekam padi menjadi hitam yang menunjukan bahwa
senyawa-senyawa organik tersebut belum teroksidasi sempurna walau telah terdekomposisi.
Dilakukan pengarangan sebelum diabukan sehingga panas reaksi yang diperlukan lebih

rendah. Sekam padi hasil pengarangan ditunjukkan pada Gambar 1.

.

L &
Gambar 1. Sekam padi hasil pengarangan

Selanjutnya dilakukan pengabuan dengan ditanur. Tujuan pentanuran adalah untuk
menghilangkan sisa komponen organik dan mengoksidasi secara sempurna semua karbon
menjadi CO,, hidrogen menjadi H,O dan silika menjadi SiO,.Pengabuan dilakukan pada
suhu 700°C untuk menghasilkan silika yang berstruktur amorf. Silika yang berstruktur amorf

mempunyai sifat yang tidak stabil sehingga mudah dilebur dan bereaksi. Apabila pengabuan
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dilakukan pada temperatur di bawah 700°C maka kadar silika yang dihasilkan akan lebih
rendah, sebaliknya apabila pengabuan dilakukan pada temperatur di atas 700°C maka akan
menghasilkan silika berstruktur kristal yang bersifat stabil sehingga sangat sukar dilebur dan
bereaksi’. Abu hasil pentanuran berwarna putih menunjukkan adanya kandungan silika yang
tinggi dan berstruktur amorf®. Abu sekam padi hasil pengabuan ditunjukkan pada Gambar 2.

Gambar 2. Abu sekam padi hasil pengabuan

Kemudian abu sekam dimurnikan menggunakan larutan HCI dan dibilas kembali
dengan akuades sampai pH netral. Tujuan pemurnian menggunakan larutan HCI (kondisi
asam) adalah untuk menghilangkan oksida-oksida logam on logam yang merupakan
pengotor dalam abu sekam padi seperti Na,O, K,O, MgO, CaO, P,0s dan Fe,0z°. Proses

pemurnian silika menggunakan asam klorida ditunjukkan pada Gambar 3.

Gambar 3. Pemurnian silika menggunakan HCI

Pembilasan menggunakan akuades sampai pH netral dilakukan untuk
menghilangkan ion CI" karena ion H® akan membentuk ikatan dengan molekul H,O
membentuk ion hidronium (HsO0*) yang akan mengikat ion CI tersebut’. Rendemen silika
dalam abu sekam padi diperoleh sebesar 468,04 gram dengan kadar silika sebesar
93,608%. Silika hasil. Pemurnian ditunjukkan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Silika hasil pemurnian

Pembuatan Larutan Natrium Silikat

Alasan dilakukan pendidihan terlebih dahulu dikarenakan silika hanya dapat dilebur
dengan memanfaatkan kelarutannya yang sangat besar pada pH = 10 sehingga dapat
mempermudah proses peleburan®. Hasil peleburan berupa padatan berwarna putih keabuan
dengan tekstur berongga-rongga seperti pada Gambar 5. Larutan hasil penyaringan
merupakan larutannatrium silikat (Gambar 6). Indikator awal terbentuknya larutan natrium

silikat yaitu akan terasa licin jika larutan mengenai permukaan kulit®.

Gambar 5. Silika hasil peleburan

; ]

Gambar 6. Larutan natrium silikat
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Perkiraan model mekanisme reaksi pembentukan natrium silikat adalah sebagai berikut:
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Gambar 7. Mekanisme reaksi pembentukan natrium silikat (Scott, 1993).

Berdasarkan reaksi pada Gambar 7, menunjukkan bahwa ion hidroksil (OH") akan
menyerang atom Si yang bermuatan parsial positif membentuk ikatan Si-OH sehingga
natrium yang berasal dari NaOH berubah menjadi Na*. Karena atom yang terikat pada atom
Si bersifat elektronegatif sehingga sepasang elektron sunyi akan menyerang ion natrium
(Na") dan membentuk ikatan SiONa. Kemudian direaksikan kembali dengan NaOH sehingga
atom hidrogen berikatan dengan ion hidroksi membentuk molekul air sebagai hasil samping

reaksi senyawa natrium silikat yang stabil®.

Pembuatan Silika Gel Terimobilisasi EDTA-Ag
Tujuan digunakan wadah plastik karena wadah gelas mengandung silika yang
kemungkinan akan bereaksi dengan EDTA dan AgNO; serta akan mempengaruhi hasil yang
diperoleh®. Proses pembentukan gel ini merupakan proses netralisasi yang menghasilkan
silika gel terimobilisasi EDTA-Ag melalui penambahan asam klorida®. Reaksi pembentukan
gel silika dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Mekanisme reaksi pembentukan gel

Pada Gambar 8, menurut Adoe® dan Nenohaifeto®, larutan asam klorida yang
ditambahkan ke dalam campuran larutan natrium silikat, EDTA dan AgNO; akan

meningkatkan konsentrasi proton. Hal ini disebabkan oleh adanya proton (H") dari HCI yang
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masuk ke dalam larutan silika melalui protonasi gugus siloksi (£Si-O°) kemudian
mengubahnya menjadi gugus silanol (Si-OH). Pada kondisi pH netral, jumlah gugus silanol
(=Si-OH) dan siloksi terprotonasi (=Si-O” + H") seimbang membentuk gugus siloksan (=Si-O-
Si=) pada akhir reaksi. Gugus siloksan (=Si-O-Si=) terbentuk karena -OH dari silanol (=Si-
OH) mengalami dehidrasi sehingga membentuk molekul air (H,O) yang merupakan gugus
pergi yang baik. Proses pembentukan gel terjadi melalui reaksi pembentukan ikatan siloksan
(Si-O-Si) dari silikat™. Serbuk silika gel yang dihasilkan terlihat pada Gambar 9.

4
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Gambar 9. Serbuk silika gel terimobilisasi EDTA-Ag

Serbuk silika gel engan volume natrium silikat 10 mL dan 30 mL berwarna putih sedangkan
sampel dengan volume natrium silikat 50 mL berwarna sedikit coklat.

Silika gel terimobilisasi EDTA-Ag terbentuk melalui ikatan koordinasi antara logam Ag
dengan atom O dari gugus —OH yang bersifat elektronegatif pada permukaan silika gel dan
EDTA. Dalam pembentukan silika gel terimobilisasi EDTA-Ag, atom O berperan sebagai
basa lewis yang akan mendonorkan sepasang elektron kepada logam Ag yang bertindak
sebagai asam lewis dengan menyediakan orbital kosong sehingga membentuk ikatan

kompleks Ag-O°. Berikut perkiraan mekanisme terikatnya logam Ag pada silika dan EDTA.
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Gambar 10. Perkiraan mekanisme reaksi terikatnya logam Ag pada silika dan EDTA
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Pembuatan Plastik Antibakteri

Pada pembuatan plastik antibakteri digunakan silika gel terimobilisasi EDTA-Ag dan
kitosan dengan variasi 0,3 dan 0,7 gram yang kitosan dilarutkan dalam asam asetat 1% yang
disertai pengadukan selama 24 jam. Alasan digunakan asam asetat sebagai pelarut karena
kitosan bersifat basa dan kebanyakan larut pada asam organik atau mineral encer melalui
protonasi gugus amino bebas pada pH<6,5. Asam asetat cair memiliki konstanta dielektrik
yang kecil sehingga lebih cenderung membentuk pasangan ion dan lebih sering digunakan
dalam membentuk senyawa kompleks dan bersifat protik hidrofilik yaitu senyawa asam yang
menukarkan sebuah proton (bersifat asam) dan hidrofilik karena larut dalam air. Tujuan
dilakukan pengadukan selama 24 jam agar kitosan dapat larut secara sempurna dalam
larutan asam asetat sehingga mudah bereaksi dengan bahan lainnya. Kemudian
ditambahkan silika gel terimobilisasi EDTA-Ag dengan volume natrium silikat 30 mL karena
memiliki luas permukaan yang lebih besar daripada variasi volume natrium silikat 10 dan 50
mL.

Campuran larutan tersebut kemudian disaring dan dicetak dalam cawan petri. Tujuan
dilakukan penyaringan adalah untuk memisahkan larutan dari endapan sampel yang
mungkin tidak larut sempurna. Selanjutnya larutan dikeringkan pada suhu 65°C selama 7
jam. Tujuan dilakukan pengeringan adalah agar larutan dapat membentuk plastik. Kemudian
plastik yang terbentuk dilepaskan dari cawan petri dengan menggunakan NaOH 3 M dan
dicuci dengan menggunakan akuades yang dilakukan berulang-ulang hingga netral (pH=7).
Kemudian plastik dikeringkan kembali pada suhu kamar. Hal ini dimaksudkan agar tidak
merusak struktur plastik yang dihasilkan. Plastik yang terbentuk seperti pada Gambar 11(a)
dan (b).

(@)
(b)

Gambar 11. Plastik dengan variasi kitosan (a) 0,3 gram dan (b) 0,7 gram
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Pengujian Sampel Plastik
Uji biodegradasi

Tujuan dilakukan uji biodegradasi adalah untuk mengetahui suatu bahan dapat
terdegradasi dengan baik atau tidak dilingkungan. Sampel plastik ditanam di dalam tanah
yang tidak jauh dari tempat pembuangan sampah dengan kedalaman tanah 5 cm, 10 cm dan
disimpan dipermukaan tanah. Penanaman dilakukan selama 21 hari (3 minggu). Data uji
biodegradasi ditunjukkan pada Tabel 1, 2 dan 3.

Tabel 1. Data Uji Biodegradasi Plastik pada Permukaan Tanah

JenisSampel tMula-mula (W1), (g) rratAkhir (W2), (g)  Degradasi
(%)
A 0,0703 0,0687 2,276
B 0,0414 0,0405 2,174
Tabel2. Data Uji Biodegradasi Plastik pada Kedalaman Tanah 5 cm
JenisSampel tMula-mula (W1), (g) rratAkhir (W2), (g)  Degradasi
(%)
A 0,0411 0,0389 5,353
B 0,0463 0,0455 1,728
Tabel 3. Data Uji Biodegradasi Plastik pada Kedalaman Tanah 10 cm
JenisSampel tMula-mula (W1), (g) :ratAkhir (W2), (g) Degradasi
(%)
A 0,0230 0,0156 32,174
B 0,0478 0,0415 13,179

Keterangan: Sampel A adalah plastik dengan variasi kitosan 0,3 gram dan sampel B adalah
plastik dengan variasi kitosan 0,7 gram.

Berdasarkan data pada Tabel 1, 2 dan 3 dapat dijelaskan bahwa semakin tinggi
kadar kitosan makan semakin lambat degradasinya, hal ini disebabkan karena kitosan
memiliki sifat sukar larut dalam air (hidrofobik) yang terkandung didalam tanah. Penyebab
lainnya yaitu karena kitosan memiliki sifat antibakteri sehingga semakin besar konsentrasi
kitosan maka ketahanannya terhadap bakteri semakin besar juga®?>. Semakin besar
kedalaman tanah maka persen degradasinya juga semakin besar. Hal ini kemungkinan
disebabkan karena semakin dalam tanah maka ketersediaan oksigen menurun sehingga

memudahkan mikroorganisme untuk beradaptasi.
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Uji antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Alasan dilakukan uji antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli karena telah mewakili bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Sel gram

positif mempunyai dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang tebal'®

. Bakteri gram
negatifmemiliki peptidoglikan yang lebih tipis daripada bakteri gram positif (Sunatmo, 2007).
Data besar daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dari

sampel plastik dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Data besar daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli dari sampel plastik.
ster Daya Hambat (nm)

Jenis Bakteri JenisSampel
A B Positif (Tetrasikliintrol Negatif
(Akuades)
aphylococcus aureus 13 15,6 20,7 0
Escherichia coli 4.4 16,7 20 0

Berdasarkan data pada Tabel 4 dapat dijelaskan bahwa daya hambat terhadap
bakteri Staphylococcus aureus lebih kecil daripada daya hambat terhadap bakteri
Escherichia coli. Hal ini dikarenakan adanya perbedaan struktur dinding sel kedua jenis
bakteri tersebut. Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif. Bakteri gram positif
memiliki tiga lapisan peptidoglikan yang terdiri dari fosfolipid, protein dan lipopolisakarida
dengan kandungan lipid sebesar 11-22%". Dinding sel bakteri gram positif tersusun atas
lapisan peptidoglikan yang membentuk struktur yang tebal dan kaku, dikelilingi lapisan asam
teikoat dan pada beberapa spesies mempunyai lapisan polisakarida. Sedangkan Escherichia
coli termasuk bakteri gram negatif. Bakteri gram negatif hanya terdiri dari dua lapisan yaitu
lipopolisakarida dan protein dengan kandungan lipid sebesar 1-4%. Dinding sel bakteri gram
negatif terdiri atas satu atau lebih lapisan peptidoglikan yang tipis dan membran dibagian
luar lapisan peptidoglikan. Karena hanya mengandung sedikit lapisan peptidoglikan dan
tidak mengandung asam teikoat, maka dinding sel bakteri gram negatif lebih rentan terhadap
pengaruh fisik, seperti pemberian antibiotik dan bahan antibakteri lainnya.

Efek antibakteri kitosan berasal dari gugus amina bebas (-NH,) kitosan terprotonasi
menjadi gugus amina kationik (-NH3;") sehingga dapat berinteraksi dengan permukaan sel
bakteri yang bermuatan negatif. Interaksi elektromagnetik antara kitosan dan dinding sel
bakteri, diakibatkan karena dinding sel bakteri tersusun atas protein, lipopolisakarida atau

peptidoglikan serta asam teikoat yang mengandung alkohol dan fosfat. Adanya interaksi
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elektromagnetik ini mengakibatkan kerusakan pada dinding sel, pelemahan kekuatan dinding
sel, bentuk dinding sel menjadi abnormal dan pori-pori dinding sel membesar. Akibat
kerusakan dinding sel proses pertukaran zat-zat dari luar dan ke dalam sel menjadi
terganggu, membran sel menjadi rusak dan mengalami lisis sehingga aktivitas metabolisme
akan terhambat dan pada akhirnya mengalami kematian®. Oleh karena itu, berdasarkan data
yang dihasilkan dapat dijelaskan bahwa semakin besar konsentrasi kitosan maka semakin
besar daya hambat terhadap bakteri. Hal ini kemungkinan dikarenakan semakin banyak
gugus amina bebas (-NH,) kitosan terprotonasi menjadi gugus amina kationik (-NHs")
sehingga dapat berinteraksi dengan permukaan sel bakteri yang bermuatan negatif.

Efek antibakteri dari logam Ag yang memiliki afinitas yang tinggi, menyebabkan
kerusakan pada dinding bakteri melalui interaksi partikel Ag dengan fosfor dan sulfur yang
terkandung pada DNA yang menyebabkan DNA akan kehilangan kemampuan replikasi dan
mencegah pembelahan serta pertumbuhan sel. Kemampuan penghambatan pertumbuhan
bakteri pada plastik komposit tersebut diakibatkan oleh pembentukan kompleks oleh ion
logam Ag dan kitosan. Adanya interaksi kitosan dengan ion logam Ag diperankan oleh atom
N dari gugus amina (-NH,) dan atom O dari gugus hidroksi (-OH) yang merupakan situs aktif
pada kitosan™®.

Reaksi pembentukan kompleks antara kitosan dan ion logam Ag terjadi melalui ikatan
kovalen koordinasi oleh atom N dari gugus NH, kitosan dan gugus —OH dari kitosan yang
juga berperan dalam interaksi dengan ion logam kepadatan muatan positif dari kitosan.
Setelah terbentuk kompleks, kepadatan muatan positif dari kitosan akan meningkat sehingga
menyebabkan daya tarik antara permukaan sel bakteri semakin tinggi. Sementara itu, reaksi
kelat yang dibentuk oleh kitosan dan ion logam akan berinteraksi dengan permukaan sel luar
bakteri seperti protein, fosfolipid, asam lemak, sehingga menyebabkan membran sitoplasma
terganggu. Hal ini berdampak pada terganggunya aktivitas metabolisme dan pertumbuhan

sel bakteri'®.

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan, bahwa daya
hambat terbesar adalah pada variasi kitosan 0,7 gram dimana pada bakteri Staphylococcus
aureus sebesar 15,6 mm dan bakteri Escherichia coli sebesar 16,7 mm. Sedangkan pada uji

biodegradasi, persen degradasi tertinggi adalah pada variasi kitosan 0,3 gram yaitu 32,17%.
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Metodologi

Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini berupa peralatan gelas, ayakan 60

mesh, magnetic stirrer dan cawan petri.
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Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini berupa sekam padi, HCI, NaOH,
CH3COOH, AgNO3;, EDTA dan kitosan.

Metode
Preparasi Abu SekamPadi

Sekam padi dibersihkan dari kotoran, dicuci, dibilas dan dikeringkan pada suhu 110
°C selama 1 jam.Kemudian diambil 1000 g sekam padi disangrai hingga berwarna hitam dan
diabukan selama 4 jam pada suhu 700 °C. Sampel digerus dandiayak menggunakan ayakan
60 mesh. Diambil 20 g abu sekam padi hasil ayakan dan dicuci dengan 120 mL HCI 6 M
dandiadukselama 1 jam. Kemudian dibilas kembali dengan akuades sampai pH netral dan

dikeringkan pada suhu 110 °C selama 2 jam.

Pembuatan Larutan Natrium Silikat

Sebanyak 20 gram sekam abu padi dilarutkan dengan NaOH 2 M
sebanyak 330 mL, dididihkan sambil diaduk hingga mengental dan didestruksi selama 30
menit pada suhu 500 °C, ditambahkan akuades 200 mL dan didinginkan selama 1 malam

dan disaring.

Pembuatan Silika Gel Terimobilisasi EDTA-Ag

Larutan natrium silikat dengan volume yang berbeda yakni 10, 30 dan 50 mL
dimasukkan ke dalam wadah plastik, masing-masing ditambahkan 5 mL larutan EDTA 0,005
M dan 5 mL larutan AgNO; 0,005, dihomogenkan, ditambahkan sedikit demi sedikit larutan
HCI 3 M sambil diaduk hingga terbentuk gel, didiamkan selama 1 malam, disaring dan dicuci
dengan akuades sampai netral (pH=7),dikeringkan selama 1 jam pada suhu 110 °C, digerus

dan diayak dengan menggunakan ayakan 60 mesh.

Pembuatan Plastik Antibakteri

Kitosan dengan variasi 0,3 dan 0,7 gram dilarutkanmasing-masing dalam 50 mL
larutan CHsCOOH 1% (v/v) dandiaduk selama 24 jam, ditambahkan silika gel terimobilisasi
EDTA-Ag hasil karakterisasi pada prosedur d yang memiliki luas permukaan paling besar.
Kemudian larutan disaring dan masing-masing rasio kitosan dicetak 50 mL ke dalam cawan

petri (diameter 15 cm)dandikeringkan pada suhu 65 °C selama 7 jam. Kemudian plastik yang

36



Chem. Notes 2019, 1(2), 24-38

terbentuk dilepaskan dari cawan petri dengan menggunakan NaOH 3 M dan dicuci
secarabertahapsampainetral (pH=7) dengan menggunakan akuadesdandikeringkan pada

suhu kamar.

Pengujian Sampel Plastik

Uji Biodegradasi Plastik

Uji biodegradasi dengan cara sampel ditanam dalam tanah dalam jangka waktu
tertentu dengan memperhatikan faktor-faktor penyebab terjadinya biodegradasi seperti
cahaya, jenis tanah, kedalaman lubang dan diameter lubang. Setelah periode waktu tertentu
sampel lalu diangkat, dibersihkan dengan air suling, dikeringkan dan ditimbang berat sampel
yang tersisa (Rohaeti, 2009). Persen kehilangan berat dapat dihitung menggunakan rumus:

. wl—w2
% Degradasi = w1 X 100 %

Dimana W1 adalah berat plastik sebelum diuji biodegradasi dan W2 adalah berat plastik

setelah uji biodegradasi.

Uji Antibakteri Terhadap BakteriStaphylococcus aureusdan Escherichia coli

Pembuatan media padat NA dilakukan dengan cara ditimbang 25 g media NA,
dilarutkan dalam akuades dan dipanaskan sampai semua bahan larut dan mengental.
Kemudian ditempatkan larutan pada erlenmeyer dan ditutup menggunakan kapas. Alat dan
bahan disterilisasi dengan cara dibungkus semua alat dan bahan yang akan digunakan
dengan menggunakan kertas, disterilkan dalam alat sterilisasi pada suhu 121 °C selama 30
menit, dikeluarkan dan disimpan dalam laminarty air flow.

Kultur murni bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia colidiambil
menggunakan osesteril. Kemudian dilarutkan dalam tabung reaksi yang berisi media cair NA
sebanyak 2 mL. Selanjutnya ditumbuhkan dalam inkubator selama 18-24 jam pada
temperatur 37 °C. Kemudian bakteri hasil pembiakan diambil 1 mata ose kemudian
dimasukkan ke dalam 9 mL NaCl 0,9% (sebagai pengenceran 10%) dan dilakukan
seterusnya sampai pengenceran 107°. Dari pengenceran 10 tersebut dipindahkan 1 mL ke
dalam cawan petri, kemudian dituangkan media agar setebal 1 cm secara perlahan agar

merata kemudian dibiarkan.
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Uji antibakteri dilakukan dengan metode zona bening. Sampel dipotong dengan
bentuk kertas cakram. Kemudian diambil dan diletakkan ke dalam cawan petri yang berisi
nutrient agar. Setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Daerah hambatan
terlihat sebagai bagian yang bening di sekitar kertas cakram (diukur dalam milimeter).
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