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ABSTRACT

Silver (Ag) in ionic form is toxic to microbial cells, but is environmentally
friendly and safe for humans. This study aims to synthesize silver
nanoparticles (AgNP) using Gram-positive bacterial isolate (B. firmus
E65) as a bioreductor and to test its activity as an antimicrobial against
Eschericia coli, Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) and the fungus
Colletotrichum gloeosporioides under in-vitro assays. AQNP was obtained
by adding bacterial culture supernatant B. firmus E-65 to 5mM AgNO3
solution. The formation of AgNP was observed by changing the color of the
solution after incubation at 37 °C for 72 hours. The UV-Vis
spectrophotometer measurement to AgNP solution showed a maximum
wavelength of 425 nm. The particle size of AgNP was 252.1 nm with
intensity of 98.90 %. The result of bioassay against E. coli showed the
greatest inhibition at 50 % AgNP (degree of inhibition (DI) =96.15 %),
followed by 25 % AgNP (DI=76.92 %), and 12.5 % AgNP (D1=53.84 %).
The bioassay against Xoo showed the greatest degree of inhibition was at
AgNP 50 % (DI1=92.85 %), followed by 25 % AgNP and 12.5 % AgNP
(DI=85.71 %). Meanwhile bioassay against C.gloeosporioides, the greatest
inhibition was observed at 25 % AgNP (DI1=94.35 %), followed by 50 %

AgNP (DI=91.9 %).
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PENDAHULUAN

Faktor penyakit tanaman diketahui dapat
menyebabkan perubahan bentuk, fungsi, dan
memicu terjadinya ketidakstabilan parsial atau
kematian bagian tanaman atau keseluruhan.
Beberapa mikroba patogen penyebab penyakit
tanaman di antaranya Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xoo), Colletotrichum sp. (Patil et al.,
2017), sementara E. coli merupakan patogen
penting pada manusia.

Hingga saat ini upaya pengendalian penyakit
yang dianggap cepat dan praktis masih
mengandalkan pestisida sintetik diantaranya L-
kloramfenikol, nikel-dimetilditiokarbamat,
fentiazon, probenazol, tekloftalam, fenazin
oksida, dan nikel-dimetilditiokarbamat, benomil,
carbendzim, propineb, difenoconazol, dan
prokloraz (Wu et al., 2015; Sundaram et al., 2014;
Kim et al., 2016). Meningkatnya kasus resistensi
patogen terhadap bahan kimia dan dampak
terhadap lingkungan, maka diperlukan alternatif
pengendali yang lebih ramah lingkungan dan
aman bagi manusia.

Logam Perak telah diketahui berpotensi
sebagai antibakteri (Bonde, 2011), antijamur
(Mahdizadeh et al., 2015), dan antiinflamasi.
Dibandingkan dengan senyawa antibiotik lainnya,
ion perak telah banyak digunakan karena memiliki
sifat antimikroba untuk melawan patogen dan
tidak berbahaya bagi manusia (Carbone et al.,
2016). Kemampuan antimikroba, antara lain dapat
merusak dinding sel bakteri dan mengganggu
metabolisme sel. Dilaporkan daya antimikroba
meningkat ketika partikel perak berukuran kecil
(nano). AgNP memiliki banyak kegunaan antara
lain sebagai detektor, katalis, zat pelapis
permukaan, dan antibakteri. AgNP memiliki
permukaan yang luas, sehingga meningkatkan
kontak dengan bakteri, jamur, dan virus (Le et al.,
2012; Patil, 2015). AgNP dilaporkan merusak
DNA bakteri setelah masuk ke dalam sel, sehingga
bakteri tidak dapat berkembang biak kemudian
mati. Luas permukaan AgNP dilaporkan dapat
meningkatkan interaksi antara ion perak dengan
kelompok tiol sulfidril pada protein. lon perak
akan menggantikan (H*) dari kelompok tiol
sulfidril dan menghasilkan gugus S-Ag yang lebih
stabil pada permukaan bakteri, sehingga protein
menjadi  nonaktif, permeabilitas membran
menurun, dan akhirnya menyebabkan kematian
seluler (Mukhopadhyay, 2014).
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AgNP dilaporkan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen pada manusia.
Beberapa bakteri patogen yang telah diuji antara
lain E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi,  Staphylococcus  epidermidis, dan
Pseudomonas aeruginosa (Deljou dan Goudarzi,
2016; Bonde, 2011; Jain et al., 2009).

AgNP dapat disintesis dengan beberapa
metode diantaranya secara kimia, fisika, dan
biologi. (Loo et al., 2012; Nameirakpam et al.,
2012; Ismail et al., 2013). Namun, sintesis kimia
dapat menyebabkan absorbsi beberapa senyawa
kimia berbahaya pada permukaan yang memiliki
efek merugikan pada aplikasinya. Sintesis biologi
(biosintesis) yang melibatkan reaksi enzimatis
lebih disukai dan dianggap sebagai salah satu cara
yang lebih ramah lingkungan, Kkarena
menggunakan ekstrak daun tumbuhan, atau
mikroba (bakteri dan fungi). Selain itu metode ini
cocok untuk bidang pengobatan dan aplikasi
biomedis lainnya (Ahmed et al., 2020; Sholkamy
etal., 2019).

Penelitian ini bertujuan mensintesis partikel
perak  nitrat  (AgNO;) vyang  direduksi
menggunakan isolat bakteri B. firmus E65, dan
menguji aktivitas AgNP terhadap pertumbuhan
mikroba E. coli, Xoo, dan C. gloeosporioides.

METODE

Penyiapan Isolat Bakteri B. firmus E65 dan
Biosintesis AQNP

Biosintesis AgNP dilakukan menggunakan
isolat bakteri B. firmus E65 berdasarkan metode
Deljou dan Goudarzi, (2016). Larutan kultur
bakteri dalam media Luria Bertani (LB) hasil
inkubasi selama 72 jam disentrifugasi (Backman
Coulter) dengan kecepatan 10000 rpm selama 15
menit pada suhu 25 °C. Supernatan yang diperoleh
kemudian dimasukkan ke dalam 100 mL labu
Erlenmeyer dan ditambahkan larutan AgNOs 5
mM. Labu Erlenmeyer sebagai kontrol negatif
disiapkan tanpa penambahan larutan AgNO3
5mM, sedangkan kontrol positif yang digunakan
berupa 100 mL larutan AgNOs 5mM tanpa
penambahan supernatan. Labu Erlenmeyer
kemudian diinkubasi dalam inkubator shaker
(Memmert-SH30) pada suhu 37 °C selama 72 jam.

Pengukuran Absorbansi dan Ukuran Partikel
AgNP

Terbentuknya AgNP dilihat dari perubahan
warna larutan (Masakke et al., 2015), dan
serapannya diukur menggunakan
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spektrofotometer pada kisaran panjang gelombang
300-650 nm menggunakan spektrofotometer UV-
Vis (Hitachi U2000). Keseragaman ukuran
partikel perak dianalisis menggunakan PSA
(Particle Size Analyzer menggunakan metode
Dynamic Light Scattering (DLS) (Pandit, 2015).

Pengujian Daya Hambat AgNP Terhadap
Bakteri E. coli dan Xoo Secara In-Vitro

Metode pengujian daya hambat AgNP
terhadap E. coli dilakukan menurut metode Jeevan
et al. (2012). Peremajaan bakteri E. coli dilakukan
dalam media Nutrient broth (NB) dan diinkubasi
pada orbital shaker incubator (IKA K-260)
selama 24 jam. Sebanyak 200 pL kultur bakteri E.
coli dicampurkan dengan 20 mL media NA dalam
tabung reaksi, kemudian divorteks sampai
tercampur. Media NA dituangkan ke dalam cawan
petri dan dibiarkan sampai memadat. Potongan
kertas saring steril direndam selama 1 jam dalam
masing-masing konsentrasi larutan AgNP 100 %
(larutan induk), 50 %, 25 %, dan 12,5 % (V/v).
Kontrol negatif disiapkan berupa potongan kertas
saring yang direndam dalam akuades. Kertas
saring yang sudah direndam  kemudian
ditempelkan di permukaan cawan petri berisi
media NA dan diinkubasi.

Bakteri Xoo dibiakkan dalam media NB dan
diinkubasi pada orbital shaker (IKA K-260)
selama 72 jam. PSA, kemudian biakan bakteri Xo0
sebanyak 200 pL ditambahkan pada cawan petri
berisi 20 mL media Potato Sucrose Agar (PSA)
lalu disebar merata dan dibiarkan memadat.
Konsentrasi AgNP yang diuji terhadap Xoo adalah
sama dengan pengujian terhadap bakteri E. coli
yaitu 12,5 %, 25 %, 50 %, dan 100 % (v/v).
Potongan kertas saring steril masing-masing
direndam selama 1 jam dalam lautan tersebut,
sementara untuk kontrol negatif, potongan kertas
saring steril direndam dalam akuades. Kertas
saring yang sudah direndam, kemudian
ditempelkan di permukaan media PSA dan
diinkubasi pada suhu 30 °C selama 48 jam
(Ahmed et al., 2020). Pengamatan dilakukan
setiap 24 jam setelah inokulasi bakteri pada media.
Penghambatan AgNP terhadap bakteri diamati
dari zona bening yang terbentuk di sekitar kertas
saring yang sudah direndam larutan AgNP setelah
inkubasi. Pada kajian pendahuluan ini, efektifitas
daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri hanya
dibandingkan terhadap AgNP 5mM pada
konsentrasi 100 % (larutan induk) yang dibuat
sebagai standar  (kontrol  positif)  tanpa
membandingkan dengan AgNP komersial. Daya
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hambat dihitung berdasarkan rumus Patra et al.
(2009) dimana:
DH

diameter zona bening perlakuan
x 100%

~ diameter zona bening kontrol standar

Pengujian daya hambat AgNP terhadap C.
gloeosporioides secara in-vitro

Uji daya hambat AgNP terhadap jamur
dilakukan dengan metode tuang (pour plate).
Peremajaan C. gloeosporioides dilakukan pada
media Potato Dextrose Agar (PDA). Sebanyak 1
mL masing-masing konsentrasi larutan AgNP 100
%, 50 %, 25 %, dan 12,5 % (v/v) dicampurkan ke
dalam tabung reaksi berisi media PDA yang masih
hangat, lalu dituangkan ke dalam cawan petri dan
dibiarkan memadat. Media PDA dalam cawan
petri dilubangi bagian tengahnya menggunakan
cork borrer. Isolat C. gloeosporioides diletakkan
pada lubang tersebut dan diinkubasi pada suhu
kamar. Perlakuan kontrol hanya berisi media PDA
dan C. gloeosporioides.

Pengukuran daya hambat jamur mengacu
pada metode Mahdizadeh et al. (2015) dengan
modifikasi sebagai berikut:

Lk —Lp
Lk

DH = x 100 %

dimana:

DH = daya hambat (%);

Lk = luas koloni pertumbuhan jamur pada kontrol
negatif (cm?);

Lp = luas koloni pertumbuhan jamur dengan
penambahan AgNP (cm?).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi AgNP  dengan UV  Vis
spektrofotometer dan ukuran AgNP

Biosintesis AgNP dapat dilakukan secara
ekstraseluler  dan intraseluler.  Biosintesis
intraseluler terjadi di dalam sel dan dibutuhkan
langkah lebih lanjut untuk mengeluarkan NP dari
dalam sel (Kareem et al., 2019). Pada biosintesis
ekstraseluler, reagen bioreduksi yang dibutuhkan
dalam bentuk cair dan biosintesis dengan cara ini
lebih mudah dilakukan (Deljou dan Goudarzi,
2016). Mikroba yang memiliki kemampuan
menyintesis NP logam berasal dari golongan
prokariot maupun eukariot. Dalam penelitian ini
bakteri yang digunakan sebagai bioreduktor
partikel perak adalah isolat B. firmus E-65 (koleksi
Lab. Konservasi Mikroorganisme BB Biogen).
Bakteri dari golongan Bacillus dilaporkan
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memiliki kemampuan untuk membentuk AgNP
(Ahmed et al., 2020). AgNP diperoleh dari larutan
AgNO; yang semula tidak berwarna berubah
menjadi keruh dan berwarna putih kekuningan.

Namun, setelah larutan diinkubasi pada suhu
37 °C selama 48 jam, terjadi perubahan warna
menjadi kecokelatan. Intensitas warna semakin
meningkat hingga menjadi cokelat setelah 72 jam
(Gambar 1). Perubahan warna larutan tersebut
disebabkan terjadinya reduksi ion perak menjadi
AgNP (Jeevan et al., 2012; Dhulhaj et al., 2012).
Reduksi ion AgNP terlihat secara fisik dari
perubahan warna larutan yang terjadi, sementara
pada pengukuran AgNP vyang disintesis
bioreduktor bakteri B. firmus E-65 menggunakan
spektrofotometer UV-Vis menunjukkan adanya
serapan maksimum pada panjang gelombang 425
nm (Gambar 2) yang merupakan indikasi bahwa
AgNP telah terbentuk (Owaid et al., 2020). AgNP
dilaporkan memiliki serapan yang kuat pada
kisaran panjang gelombang 400-500 nm (lbrahim
et al., 2019). Nilai serapan maksimum yang
diperoleh tersebut mendekati nilai serapan
maksimum AgNP yang disintesis menggunakan
bioreduktor mikroorganisme pada penelitian-
penelitian sebelumnya (Deljou dan Goudarzi,
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2016; Jeevan et al., 2012). Tanpa perlakuan
khusus penambahan senyawa penstabil seperti
polifinilpirrolidon (PVP), polietilen glikol (PEG),
dan beberapa surfaktan (Chen et al., 2016; Lestari
et al., 2019). Karena pada penelitian ini tidak
ditambahkan bahan penstabil kemungkinan AgNP
yang telah terbentuk mengalami aglomerasi,
sehingga tidak menunjukkan puncak serapan.

Pengukuran penggunakan PSA memiliki
kelebihan yaitu partikel didispersikan ke dalam
medium sehingga ukuran partikel yang terukur
berupa ukuran dari partikel tunggal. Selain itu,
hasil pengukuran berupa distribusi ukuran,
sehingga dapat menggambarkan keseluruhan
kondisi sampel. Sampel larutan AgNP yang
diamati dengan PSA diperoleh ukuran partikel
perak sebesar 252,1 nm dengan intensitas sebesar
98,90 % (Gambar 3). Hal tersebut membuktikan
bahwa bakteri B. firmus E-65 masih dalam
dimensi nano. Namun, ukuran partikel yang
dihasilkan belum sebaik penelitian-penelitian
sebelumnya yang dapat menghasilkan AgNP
berukuran kurang dari 100 nm (Deljou dan
Goudarzi, 2016; Jeevan et al., 2012). Dalam
penelitian ini intensitas AgNP berukuran < 100
nm masih sangat rendah (19,6 %).

Gambar 1 Perubahan warna larutan AgNP sebelum inkubasi (a); setelah inkubasi 24 jam (b); setelah
inkubasi 48 jam (c); dan setelah inkubasi 72 jam (d)
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Gambar 2 Spektrum UV-Vis AgNP dengan penambahan AgNOs
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Gambar 3 Ukuran partikel AgNP hasil reduksi isolat B.firmus E65

Perbedaan  ukuran  partikel  tersebut E65 (Gram-positif) bereaksi lebih baik terhadap E

kemungkinan dapat disebabkan oleh sifat AgNP
yang tidak stabil sehingga mudah teraglomerasi.
Selain itu, diduga juga dapat disebabkan isolat
B.firmus E65 yang digunakan memiliki
kemampuan yang berbeda dalam mereduksi
ukuran ion perak hingga menjadi AgNP.

Aktivitas antibakteri AgNP

Uji penghambatan AgNP dilakukan secara in
vitro terhadap dua bakteri, yaitu E. coli dan Xoo.
Daya hambat (DH) terhadap E. coli yang
dihasilkan masing-masing konsentrasi AgNP
berbeda-beda. Nilai penghambatan terhadap
E.coli terbesar terlihat pada konsentrasi AgNP 50
% dengan diameter zona bening yang terbentuk 13
mm (DH= 96,15 %) dan penghambatan terendah
pada AgNP 12,5 % dengan diameter zona bening
7 mm (DH= 53,84 %) (Gambar 4). Penelitian yang
dilakukan oleh Pandit (2015) menunjukkan bahwa
semakin besar konsentrasi AQNP, maka nilai DH
semakin besar. Hasil yang diperoleh sudah sesuai
dimana DH pada konsentrasi 50 % berbeda sangat
kecil dibandingkan konsentrasi standar AgNP 100
%. AgNP telah banyak dilaporkan memiliki
aktivitas antibakteri terhadap E. coli (Bonde,
2011; Deljou dan Goudarzi, 2016; Jeevan et al.,
2012). Zona bening di sekitar kertas saring yang
sudah direndam dengan larutan AgNP terbentuk
setelah inkubasi selama 24 jam pada suhu 25 °C.

AgNP  juga  menunjukkan  aktivitas
antibakteri terhadap Xoo yang relatif  kecil.
Diameter zona bening yang terbentuk pada AgNP
100 % sebesar 7 mm (DH= 100 %), kemudian
AgNP 50 % (zona bening 6,5 mm; DH 92,85 %),
AgNP 25 % (DH= 85,71 %), dan AgNP 12,5 %
(DH= 85,71 %) (Gambar 5). Daya hambat AgNP
terhadap Xoo lebih kecil daripada DH AgNP
terhadap E. coli. Hal ini kemungkinan diduga
karena sifat AgNP yang disiapkan dari B.firmus

coli yang juga termasuk kelompok bakteri Gram-
positif, tapi tidak terlalu kuat terhadap Xoo
(bakteri Gram-negatif).  Semakin  besar
konsentrasi maka semakin banyak partikel perak
dalam larutan sehingga menghasilkan DH yang
semakin besar. Daya hambat akan menurun
seiring dengan menurunnya konsentrasi AgNP.
Hasil pengujian terhadap kedua bakteri tersebut
membuktikan bahwa AgNP vyang dihasilkan
memiliki aktivitas antibakteri. AgNP dapat
berinteraksi  dengan dinding sel bakteri,
mengganggu rantai respirasi, dan menghambat
replikasi DNA bakteri. AgNP dapat menghambat
permbentukan biofilm bakteri sehingga sel bakteri
mati. AgNP juga dilaporkan terbukti menghambat
beberapa bakteri seperti P. aeruginosa, P. acnes,
K. pneumoniae (Pandit, 2015), S. typhi, S. aureus,
dan S. epidermidis (Deljou dan Goudarzi, 2016).

Aktivitas anitijamur AgNP terhadap C.
gloeosporioides

Uji penghambatan AgNP terhadap C.
gloeosporioides menunjukkan bahwa AgNP juga
dapat menghambat pertumbuhan C.
gloeosporioides (Gambar 6). Daya hambat
terhadap jamur menurun seiring dengan
menurunnya konsentrasi AgQNP. Pada konsentrasi
rendah, jumlah AgNP dalam larutan semakin
sedikit sehingga kurang efektif mengambat
pertumbuhan jamur. Selama 72 jam, cawan petri
perlakuan  kontrol  sudah dipenuhi  oleh
pertumbuhan hifa jamur. Luas koloni jamur
terkecil terlihat pada perlakuan konsentrasi 25 %
AgNP  dengan nilai DH sebesar 94,35 %.
Kemudian luas koloni jamur terbesar (8,13 cm?)
terbentuk pada 100 % AgNP dengan nilai DH
sebesar 87,21 %. Penelitian yang dilaporkan
Mahdizadeh et al. (2015); Pulit et al. (2013) juga
menyatakan bahwa AgNP memiliki potensi yang
besar sebagai antijamur pada uji in vitro karena
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AgNP dapat mengurai dinding sel hifa jamur.
Namun dalam penelitian ini, hasil yang diperoleh
masih kurang sesuai karena nilai DH pada
konsentrasi 25 % AgNP agak lebih besar (DH=
94,35 %) daripada konsentrasi 50 % AgNP (DH=
91,9 %) dan 100 % AgNP. Hal tersebut dapat
disebabkan kurang meresapnya larutan AgNP

Agrointek 16 (2): 197-205

penghambatannya kurang efektif. Kemungkinan
lain diduga AgNP pada dua konsentrasi tersebut
telah teraglomerasi sehingga relatif menurunkan
daya hambatnya. Untuk membuktikan hal ini,
masih diperlukan pengamatan lain misalnya
dengan SEM untuk melihat masing-masing
ukuran AgNP pada berbagai konsentrasi tersebut.

pada kertas saring sehingga daya

mm Diameter Zona Bening (mm) =ll=Daya hambat (%)
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w0 S
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Gambar 4 Contoh efek AgNP terhadap daya hambat bakteri E. coli (a)
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Gambar 5 Contoh efek AgNP terhadap daya hambat bakteri Xoo (b)
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Gambar 6 Efek AgNP terhadap pertumbuhan dan daya hambat jamur C. gloeosporioides. (a) konsentrasi
AgNP 12,5 %,; (b) 25 %; (c) 50 %,; (d) 100 %; dan (e) kontrol negatif (tanpa AgNP)

KESIMPULAN

Terbentuknya AgNP pada larutan media
diamati dari perubahan warna setelah inkubasi
pada 37 °C selama 72 jam. Hasil pengukuran UV-
Vis spektrofotometer terhadap larutan AgNP
diperoleh panjang gelombang maksimum 425 nm.
Ukuran partikel AgNP sebesar 252,1 nm dengan
intensitas sebesar 98,90 %. Hasil bioassay AgNP
terhadap E. coli diperoleh penghambatan tertinggi
pada konsentrasi AgNP 50 % (DH= 96,15 %),
diikuti AgNP 25 % (DH= 76,92 %), dan AgNP
12,5 % (DH= 53,84 %). Bioassay AgNP terhadap
Xoo diperoleh daya penghambatan tertinggi pada
AgNP 50 % (DH= 92,85 %) dan AgNP 25 %, 12,5
% (masing-masing DH= 85,71 %). Sementara
efek  AgNP terhadap C.gloeosporioides
menunjukan penghambatan yang tinggi pada
AgNP 25 % (DH= 94,35 %), dan AgNP 50 %
(DH=91,9 %).
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