
BAB II

TINJAUAN PUSTAKA
2.1     Tanaman Sirih Merah (Piper Crocatum Ruiz & Pav.)

2.1.1 Sistematika Tanaman Daun Sirih Merah

Klasifikasi  ilmiah  dari   Piper Crocatum Ruiz & Pav. Menurut  Herbarium Medanense (MEDA) Universitas Sumatera Utara tahun 2022 adalah  sebagai berikut :                    

Kingdom             
: Plantae

Divisi          
: Spermatophyta 
Kelas                   
: Dicotyledoneae 
Ordo                   
: Piperales

Famili                 : Piperaceae

Genus                  : Piper

Species               : Piper crocatum Ruiz & Pav.

Nama Lokal        : Daun Sirih Merah
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Gambar 1. 2 Tumbuhan Sirih Merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.)
2.1.2 Habitat Tanaman Sirih Merah
Tumbuhan sirih merah  (Piper crocatum Ruiz & Pav.)  merupakan jenis sirih yang banyak tumbuh di daerah tropis, khususnya  Indonesia. Sirih jenis ini sebagai tanaman hias pada tahun 1990-an. Khasiat sirih merah sebagai obat mulai terungkap sejak diperkenalkan oleh seorang produsen obat di Bulnyaherjo, Yogyakarta. Sirih merah ( Piper crocatum Ruiz & Pav.) biasanya tumbuh merambat di pagar atau pohon. Ciri khas sirih merah adalah batangnya bulat, berwarna hijau keunguan, dan tidak berbunga. Daunnya bertangkai membentuk jantung hati dan bagian atanya meruncing, permukaannya mengkilap dan tidak merata (Lina Mardiana, 2013).

2.1.3 Morfologi Tanaman Daun Sirih Merah 

         Tanaman sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) merupakan tanaman yang tumbuh Menjalar,  dengan  batang  beruas  dan  bersulur jarak  5-10  cm,  berwarna  hijau keunguan dan tidak berbunga. Tangkai daunnya berbentuk jantung dengan bagian atas meruncing, tepi rata dan permukaan daunnya mengkilap dan tidak berbulu. Panjang daunnya 15-20 cm. Warna daun bagian atas berwarna hijau bercorak dan daun bagian bawah berwarna merah hati, daunnya berlendir, sangat pahit dan berbau wangi khas sirih (Sudewo, 2005).               
2.1.4 Kandungan Metabolit Sekunder Daun Sirih Merah
 
Senyawa   yang   terkandung   pada   daun   sirih   merah   meliputi   alkaloid, flavonoid, tanin, dan saponin (Lina Mardiana, 2013).  Salah satu senyawa yang terkandung di dalam daun sirih merah yaitu alkaloid yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif dan Gram negatif dengan mendorong terjadinya lisis  sel  dan  perubahan  morfologi  bakteri  menghambat  aktivitas  antibakteri melalui lisis sel (Karou, 2006). 

Flavonoid memiliki khasiat di antaranya sebagai antibakteri,   antivirus,   antijamur, antiinflamasi dan beberapa aktivitas lain (Rachmawaty, et al., 2018). Dan Senyawa fenolik seperti flavonoid dan tanin memiliki gugus –OH dan karbonil yang dapat mengikat logam. Gugus fungsi ini bekerja dengan cara mendonorkan elektron ke ion Ag+ untuk menghasilkan Ag partikel nano (Masakke, et al., 2015)..

2.1.5 Manfaat Daun Sirih Merah
Manfaat sirih merah sebagai tanaman obat sudah tidak diragukan lagi. Jika masyarakat sampai  saat  ini lebih  banyak mengenal  sirih  hijau maka  ada  sirih merah  yang memiliki lebih banyak  manfaatnya untuk kesehatan.  Bentuk dan tampilannya  jauh  lebih  cantik  dari  sirih  biasa.  Menurut  pengalaman  orang jawa, sirih merah berkhasiat untuk  mengobati wasir, pendarahan dan obat kumur. Dalam  perkembangannya diketahui  bahwa  daun  sirih  merah  dapat  digunakan untuk  mengobati  diabetes,  dengan  meminum  air  rebusan sirih  merah setiap hari akan menurunkan kadar gula darah ke tingkat normal. Selain itu daun sirih merah juga terbukti efektif dalam pengobatan penyakit kanker (Lina Mardiana, 2013).
2.2 Simplisia

2.2.1 Definisi Simplisia
Simplisia    adalah    bahan    alam    yang    digunakan    sebagai    obat    yang belum mengalami  proses  pengolahan  apapun kecuali  dinyatakan  lain,  berupa bahan  alam  yang  dikeringkan.  Simplisia  terbagi  menjadi  simplisia  nabati, simplisia hewan, dan simplisia mineral (Depkes RI, 1985).
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2.2.2 Syarat Simplisia

         Menurut Syamsuni (2005), syarat simplisia yang baik yaitu : 
1. Tidak boleh mengandung organisme patogen

2.  Bebas dari cemaran mikroorganisme serangga maupun binatang lainnya maupun kotoran hewan 

3. Tidak boleh ada penyimpangan bau dan warna 

4. Tidak boleh mengandung lendir 

5. Kadar abu yang tidak larut dalam asam tidak boleh lebih dari 2% kecuali dinyatakan lain.
2.2.3 Tahapan Pembuatan Simplisia 

        Pembuatan simplisia melalui beberapa tahapan yaitu : pengumpulan bahan baku, sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan, penyimpanan, dan pemeriksaan mutu.

a. Pengumpulan bahan baku

Simplisia memiliki kadar senyawa aktif yang berbeda-beda tergantung pada bagian tanaman yang dibutuhkan, umur tanaman pada bagian tanaman saat panen, waktu panen, tempat lingkungan tanaman tumbuh. Waktu panen sangat penting dalam pembentukan senyawa aktif bagi tanaman yang akan dipanen 

Panen diwaktu yang tepat pada bagian tanaman akan mengandung senyawa aktif yang lebih banyak karena senyawa aktif tersebut berada pada tanaman pada umur tertentu (Midian dkk, 1985).

b. Sortasi basah

Sortasi basah dilakukan untuk memisahkan cemaran (kotoran dan bahan asing lain) dari bahan simplisia. Misalnya, pada simplisia yang dibuat dari akar suatu tanaman obat, bahan-bahan asing seperti tanah, kerikil, rumput, batang daun, akar yang telah rusak serta pengotoran lainnya harus dibuang. Tanah mengandung bermacam-macam mikroba dalam jumlah yang tinggi, oleh karna itu pembersihan simplisia dari tanah yang terikut dapat mengurangi jumlah mikroba awal (Midian dkk, 1985).

c. Pencucian

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotoran lainnya yang melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih, misalnya air dari mata air, air sumur dan air PAM. Bahan simplisia yang mengandung zat yang mudah larut di dalam air yang mengalir, pencucian agar dilakukan dalam waktu yang sesingkat mungkin. Pencucian sayur- sayuran satu kali dapat menghilangkan 25% dari jumlah mikroba awal. Jika dilakukan pencucian sebanyak tiga kali, jumlah mikroba yang sering tertinggal hanya 42% dari jumlah mikroba awal. Pencucian tidak dapat membersihkan simplisia dari semua mikroba karena air pencucian yang digunakan biasanya juga mengandung sejumlah mikroba. Cara sortasi dan pencucian sangat mempengaruhi jenis dan jumlah mikroba awal simplisia, bakteri yang umum terdapat dalam air adalah Proteus, Pseudomonas, Mikrococcus, Basillus, Streptococcus, Enterobacter dan Escherichia pada simplisia akar, batang atau buah. Untuk mengurangi jumlah mikroba dapat dilakukan pengupasan kulit luar.

d. Perajangan



Perajangan simplisia dilakukan untuk memudahkan proses pengeringan, pengepakan dan penggilingan. Tanaman yang baru dipanen, sebelum dirajang, terlebih dahulu dijemur pada keadaan utuh selama 1 hari. Perajangan  dapat  dilakukan  dengan  pisau  atau  mesin  perajang  khusus hingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran tertentu.

e.  Pengeringan



Pengeringan simplisia bertujuan untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak hingga dapat disimpan untuk jangka waktu   lama. Dengan penurunan kadar air, hal tersebut dapat menghentikan reaksi enzimatik sehingga dapat dicegah terjadinya penurunan mutu atau perusakan simplisia. Suhu   pengeringan   bergantung   pada   simplisia   dan   cara   pengeringan.



Pengeringan dilakukan antara suhu 30°C - 90°C (terbaik 60°C). Jika simplisia mengandung bahan aktif tidak tahan panas atau mudah menguap, pengeringan dilakukan pada suhu serendah mungkin, misalnya 30°C - 45°C atau dengan cara pengeringan vakum.
f. Sortasi kering



Sortasi pengeringan merupakan tahap akhir pembuatan simplisia. Tujuan sortasi untuk memisahkan benda asing seperti bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotor lain  yang masih ada atau yang tertinggal pada simplisia kering. Proses ini dilakukan sebelum pengemasan simplisia (Depkes, 1985).

g. Pengepakan dan Penyimpanan 




Pengepakan dan penyimpanan dilaksanakan agar simplisia dalam selama  penyimpanan tidak mengalami kerusakan karena simplisia mudah rusak  sehinggan mengalami kemunduran mutu dan simplisia tidak memenuhi syarat  yang telah ditetapkan karena beberapa faktor seperti cahaya, oksigen, reaksi          kimia, penyerapan air, dehidrasi, serangga, kapang, dan pengotor. Penyebab  utama kerusakan simplisia adalah air dan kelembapan. Maka dari itu proses  pengepakan dan penyimpanan simplisia perlu diperhatikan yaitu cara            pengepakan, pembungkusan, pewadahan, persyaratan gudang simplisia, cara  sortasi, pemeriksaan mutu dan cara pengawetnya (Midian dkk, 1985).

7. Pemeriksaan mutu


Pemeriksaan mutu dilaksanakan untuk memastikan apakah simplisia murni  yang diterima memenuhi persyaratan umum simplisia yang  tercantum  didalam buku Farmakope indonesia, ekstra farmakope, ataupun materi  medika indonesia. Pemeriksaan mutu simplisia dilaksanakan dengan cara  makroskopik dan mikroskopik ataupun dengan cara kimia, namun ada    beberapa simplisia yang memerlukan uji secara biologi (Midian dkk, 1985).
2.3    Nanopartikel 

2.3.1   Definisi Nanopartikel 

             Nanoteknologi pertama kali diperkeknalkan oleh Richard Feynman dan Norio Taniguchi, merupakan bidang teknologi yang mencakup beberapa disiplin ilmu material seperti fisika, kimia, biologi dan kesehatan. Kata “nano” pada nanoteknologi yang berarti “sangat kecil” (Hulkoti and Taranath, 2014). Nanopartikel merupakan suatu partikel dengan rata-rata ukuran diameter partikel yaitu 1-1000 nm (Mohanraj & Chen, 2006).

             Secara garis besar sintesis nanopartikel dapat dilakukan dengan metode top down (fisika) dan bottom up (kimia), namun kedua metode ini menggunakan bahan kimia yang berlebihan yang dapat menyebabkan pencemaran lingkungan, dan membutuhkan biaya yang besar untuk pembuatannya. Oleh karena itu, suatu metode alternatif dikembangkan dalam sintesis nanopartikel atau nanomaterial berdasarkan konsep green chemistry yaitu metode green synthesis nanopartikel yang lebih ekonomis dan memiliki resiko pencemaran lingkungan yang rendah atau bahkan nol, sehingga produk yang dihasilkan lebih aman dan ramah lingkungan serta dapat digunakan dalam berbagai bidang termasuk kesehatan dan biomedis (Sharma dkk., 2009). 

             Nanopartikel tersebut dapat berupa logam, oksida logam, semikonduktor, polimer, senyawa organik, protein atau enzim. Khususnya nanopartikel logam mulia telah diaplikasikan dalam berbagai bidang seperti bidang optik, elektronik, sensor biologi dan katalis (Awad, 2015).

Bentuk nanopartikel dapat berupa bola, batang atau tabung, serat, atau berbentuk acak.  Nanopartikel  dapat  dibuat  dengan  metode  fotokimia, elektrokimia, radiolytic,  sonolytic dan  bioreduksi menggunakan produk  alami. Metode bioreduksi diklasifikasikan sebagai cabang baru dari nanoteknologi yang disebut   nanobioteknologi.   Nanobioteknologi   menggabungkan   prinsip-prinsip biologi  dengan  prosedur  fisika  dan  kimia  untuk  menghasilkan  partikel  yang berukuran nanometer dengan fungsi tertentu (Zakir, et al., 2014).

2.3.2 Kelebihan dan Kekurangan Nanopartikel  
a. Kelebihan Nanopartikel 

 
Beberapa kelebihan nanopartikel adalah kemampuan untuk menembus ruang-ruang antar sel yang hanya dapat ditembus oleh ukuran partikel koloidal. Kemampuan untuk menembus dinding sel yang lebih tinggi, baik melalui difusi maupun opsonifikasi, dan fleksibilitasnya untuk dikombinasi dengan berbagai teknologi lain sehingga membuka potensi yang luas untuk dikembangkan pada berbagai keperluan dan target. Kelebihan lain dari nanopartikel adalah adanya peningkatan afinitas dari sistem karena peningkatan luas permukaan kontak pada jumlah yang sama (Buzea, et al., 2007).

b. Kekurangan Nanopartikel

       
Beberapa permasalahan yang sering timbul pada preparasi nanopartikel adalah terjadinya agregasi yang cepat dan ukuran partikel yang tidak merata (Martien, 2012). Permasalahan dapat dipahami dengan melakukan karakterisasi secara menyeluruh pada nanopartikel (Harjotaruno, 2007).
2.3.3 Metode Pembuatan Nanopartikel   

Pemilihan metode pembuatan nanopartikel bergantung pada polimer dan sifat obat. Secara konvensional nanopartikel dibuat dengan dua metode, yaitu polimerisasi monomer sintesis dan dispersi polimer sintesis. Pada dasarnya, monomer yang tidak larut air didispersikan dalam air kemudian polimerisasi dikendalikan dengan penambahan inisiator kimia. Senyawa obat akan terjerat dalam dinding polimer ketika ditambahkan dalam medium polimerisasi atau diabsorpsi di permukaan partikel (Delie, 2005). Pembuatan nanopartikel dapat diklasifikasikan secara luas menjadi dua kategori yaitu:
1. Proses top-down
  
Proses top-down terdiri atas pengurangan ukuran partikel dari partikel obat yang besar menjadi partikel yang lebih kecil dengan menggunakan teknik penggilingan yang bervariasi seperti penggilingan media, mikrofluidisasi dan homogenisasi tekanan tinggi. Tidak ada pelarut keras yang digunakan dalam teknik ini. Walaupun demikian, semua proses penggilingan media membutuhkan energi yang tinggi dan tidak efisien. Pertimbangan terhadap banyaknya panas yang dihasilkan dalam metode ini membuat pengolahan material yang termolabil menjadi sulit (Patravale, 2004).
2. Proses bottom-up
Pembuatan bottom-up berupa pembentukan nanostruktur atom demi atom atau molekul demi molekul. Pada pendekatan bottom-up, obat dilarutkan dalam pelarut organik dan kemudian diendapkan pada penambahan antisolvent dalam adanya stabilizer (Patravale, 2004).
3. Metode Pembuatan Nanopartikel Sistem Polimer
Pembuatan nanopartikel dengan sistem polimer memiliki dua metode yang umum digunakan. Metode polimerisasi monomer sintesis dan dispersi polimer.
1. Polimerisasi Monomer Sintesis 
Nanopartikel yang terbentuk didapatkan dengan menginduksi reaksi polimerisasi dari monomer agar menjadi polimer sebagai suatu pembawa . Prosesnya yaitu dengan mendispersikan suatu monomer yang tidak larut air ke dalam fase pendispersi air, kemudian diinduksi dan diberi pengendali reaksi berupa inisiator kimia, variasi pH, dan stabilizer (Delie and Blanco-Prieto, 2005). 
2.  Dispersi Polimer 
   Pembuatan nanopartikel menggunakan polimer memiliki prinsip presipitasi. Pada dasarnya proses ini dibuat dengan pembentukan emulsi dari fase organik yang terlarut polimer di dalamnya dengan fase air, kemudian untuk pembentukan partikel maka fase organik harus dihilangkan (Delie and BlancoPrieto, 2005). Beberapa jenis metode dispersi polimer:
a. Metode Penguapan Pelarut 
Polimer dilarutkan dalam pelarut organik seperti etil asetat yang digunakan sebagai pelarut dalam melarutkan obat yang bersifat hidrofob. Campuran polimer dan larutan obat lalu diemulsifikasi dalam larutan yang mengandung surfaktan dan menjadi bentuk emulsi minyak dalam air (o/w). Setelah terbentuk emulsi yang stabil, pelarut organik kemudian diuapkan dengan ditekan atau diputar secara terus menerus menggunakan pengaduk magnetik. Ukuran partikel dipengaruhi oleh tipe dan konsentrasi penstabil yang digunakan, kecepatan homogenizer, dan konsentrasi polimer (Mohanraj and Chen, 2006).
b. Emulsifikasi Spontan 
Merupakan metode modifikasi dari penguapan pelarut. Dalam metode ini pelarut yang larut dalam air bersama dengan sejumlah kecil pelarut organik yang tidak larut air, digunakan sebagai fase minyak. Karena difusi spontan dari pelarut menyebabkan turbulensi antarmuka antara dua fase yang membentuk partikel kecil. Semakin banyak konsentrasi air yang larut dalam pelarut, ukuran dari partikel yang dihasilkan akan semakin kecil (Mohanraj and Chen, 2006). 
c. Gelasi Ionik 
Metode ini melibatkan proses sambung silang antara polielektrolit dengan adanya pasangan ion multivalennya. Gelasi ionik diikuti dengan kompleksasi polielektrolit dengan polielektrolit yang berlawanan. Pembentukan ikatan sambung silang ini akan memperkuat kekuatan mekanis dari partikel yang terbentuk (Park and Yeo, 2007). Kitosan yang merupakan polimer kationik dapat bereaksi dengan anion multivalen seperti tripolifosfat. Pembentukan mikropartikel dengan metode gelasi ionik dapat dilakukan dengan pengerasan tetesan cair yang didispersikan pada fase minyak atau organik. Prosedur meliputi pencampuran dua fase cair, fase yang satu mengandung kitosan dan fase yang satu mengandung anion multivalen (Mohanraj and Chen, 2006). 
d. Spray Drying 
Polimer dilarutkan dalam pelarut organik, obat didispersikan ke dalamnya, kemudian dimasukkan ke dalam alat spray dry. Sampel menjalani proses penyemprotan melalui aliran udara panas tersebut, pelarut akan menguap sehingga menyisakan partikel padat berukuran nanometer (Delie and Blanco-Prieto, 2005).
2.3.4 Pemanfaatan Nanopartikel 

 
Pengembangan nanopartikel telah digunakan sebagai sensor glyconano sebagai diagnosis penyakit, terapi radiasi, dan sebagai katalis untuk pengurangan zat warna seperti metilen biru (Srikar et al., 2016). Nanopartikel juga digunakan untuk perawatan kesehatan seperti terapi kanker, tes biologis, dan jaringan rekayasa (Poulose et al., 2014).

            Nanopartikel dari hasil biosintesis dapat digunakan sebagai bahan antibakteri, salah satunya yaitu aktivitas biogenik nanopartikel perak pada empat strain bakteri yaitu Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dan Salmonella tifus telah menunjukkan potensialnya untuk melawan pertumbuhan bakteri. Selain itu nanopartikel telah diaplikasikan diberbagai bidang diantaranya tekstil, kesehatan, industri, pangan dan pertanian, elektronik, lingkungan dan energi seperti terlihat pada tabel dibawah ini 
Tabel 2. 1 Aplikasi Nanopartikel dalam Berbagai Bidang (Keat et al., 2015).
	No
	Bidang
	Aplikasi

	1
	Tekstil
	Pelindung sinar uv pada tekstil, anti noda pada tekstil, medikal tekstil

	2
	Kesehatan dan Biomedis
	Terapi kanker, diagnosis, media pembawa obat (drug delivery), krim, obat salep,  dan proteksi UV

	3
	Industri
	Katalis, pigmen nano, dan tinta nano

	4
	Pangan dan Pertanian
	Pembungkus makanan, sensor analisa kualitas makanan

	5
	Elektronik
	Sensor dengan sensitivitas tinggi, komputer quantum, sensor kimia, sensor gas, dan laser kuantum

	6
	Lingkungan
	Air disinfektan, filter karbon aktif, pengelolahan limbah air

	7
	Energi
	Katalis fuel cell dan fotokatalisis


Proses Sintesis Nanopartikel

Sintesis hijau atau green synthesis merupakan salah satu metode dalam sintesis material anorganik nanopartikel menggunakan bahan alam. Green synthesis merupakan sintesis yang ramah lingkungan karena menggunakan prekursor dari bahan alam sehingga dapat mengurangi polutan dan efek samping yang berbahaya bagi peneliti dan lingkungan. Selain itu bahan dari alam mudah ditemukan, murah, dan tidak beracun. Bahan alam pada green synthesis berfungsi sebagai capping agent atau agen penstabil struktur kristal. Biosintesis nanopartikel diduga melibatkan senyawa-senyawa organik seperti enzim, protein, dan karbohidrat ataupun kelompok senyawa metabolit sekunder dari tumbuhan. Prinsip biosintesis dengan metode reduksi dalam preparasi nanopartikel ialah memanfaatkan tumbuhan dan mikroorganisme (Bakir, 2011). Pengembangan biosintesis nanopartikel sangat penting untuk dilakukan, karena dalam pelaksanaannya tidak menggunakan media bahan-bahan kimia. Misalnya biosintesis nanopartikel perak memanfaatkan bahan-bahan berasal dari tanaman, ganggang, bakteri dan jamur  (Hasan, 2012). Metabolit sekunder yang berperan dalam sintesis nanopartikel adalah kandungan polifenolat, sehingga tumbuhan dengan kandungan polifenolat tinggi dapat berpotensi untuk dijadikan bioreduktor (Shankar dkk, 2003).
2.4    Nanopartikel Perak

2.4.1 Definisi Nanopartikel Perak

            Nanopartikel perak salah satu nanopartikel yang banyak digunakan dalam bidang biologi dan farmasi, nanopartikel perak memiliki beberapa keunggulan dibanding nanopartikel emas, karena nanopartikel perak memiliki koefisien molar absorpsi yang lebih tinggi dibandingkan dengan nanopartikel emas pada ukuran yang sama. Hal ini juga menyebabkan karakterisasi nanopartikel perak menggunakan Spektrofotometer UV-Vis memberikan hasil lebih jelas (Hasan, 2012). Banyak teknik yang dapat digunakan dalam memproduksi nanopartikel perak seperti cara reduksi kimia, fotokimia, sonokimia, dan lain-lain. Berbagai zat pereduksi dapat digunakan mulai dari yang bersifat lemah (contoh glukosa), reduktor yang bersifat medium (contoh formaldehida), hingga yang bersifat kuat (hidrazin dan natrium borohidrida). Satu hal yang penting diperhatikan adalah bagaimana upaya untuk menstabilkan partikel koloid nanopertikel perak yang terbentuk agar tidak mengalami proses aglomerasi (penggumpalan) antar partikel (Lu and Chou, 2008).         

             Ukuran nanopartikel perak dapat dikontrol dengan berbagai cara, salah satu cara yang dapat dilakukan adalah mengatur jenis atau konsentrasi dari agen pereduksinya. Reaksi reduksi yang cepat akan membentuk nanopartikel yang banyak pada permulaan proses sintesanya. Jumlah nanopartikel yang banyak ini akan menghambat nanopartikel yang besar. Konsentrasi larutan yang homogen akan membantu terbentuknya nanopartikel perak yang homogen (Haryono dkk., 2008). Adapun ilustrasi pembentukan nanopartikel perak dapat dilihat pada di bawah ini
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Gambar 2. 1 Mekanisme sintesis nanopartikel perak
2.4.2 Kelebihan dan Kekurangan Nanopartikel Perak 

a. Kelebihan Nanopartikel Perak
 
Beberapa kelebihan nanopartikel perak adalah sifat unik dari nanopartikel perak antara lain: mempunyai sifat konduktivitas listrik dan panas yang tinggi, permukaan-peningkatan penyebaran Raman, stabilitas kimia, aktivitas katalitik dan perilaku optik non linear, aktivitas spketrum bakterisida dan fungisida yang luas, dapat digunakan dalam bentuk cair, seperti koloid dan solid, juga dapat dimanfaatkan baik dalam industri tekstil dan digunakan dalam membran filtrasi sistem pemurnian air (Khaydarov, 2009).
b. Kekurangan Nanopartikel Perak
      
Nanopartikel perak memiliki toksisitas dan resistansi yang cenderung lebih rendah karena setelah bekerja untuk melawan strain bakteri dapat mengalami perbaikan yang kemudian dapat menyebabkan kerusakan DNA bakteri (Priya, 2016). 
2.4.3 Metode Nanopartikel Perak 

         Secara umum nanopartikel perak dapat dibuat melalui 2 metode yaitu topdown (mengubah partikel berukuran lebih besar dari nano menjadi nanopartikel) dan bottom-up (mengubah partikel berukuran lebih kecil dari nano menjadi nanopartikel). Metode bottom-up memiliki kelebihan dibandingkan metode top-down karena pada metode bottom-up dapat dengan mudah untuk memanipulasi nanopartikel yang disintesis. Metode bottom up dapat dilakukan melalui reaksi reduksi. Prinsip sintesis nanopartikel perak menggunakan metode tersebut adalah reaksi reduksi ion Ag+ menjadi Ag0 yakni berupa nanopartikel perak. Untuk mewujudkan terjadinya reaksi reduksi tersebut diperlukan suatu agen pereduksi (Pulit, 2013).
2.4.4 Karakterisasi Nanopartikel Perak

 
Spektroskopi UV-Vis, Scanning Electron Microskopy with Energy  Dispersive Spectroscopy (SEM-EDS)., Particle Size Analyzer (PSA) dan X-Ray Diffraction (XRD) merupakan instrumen yang digunakan dalam karakterisasi nanopartikel. Spektroskopi UV-Vis berfungsi dalam identifikasi, karakterisasi, dan pengkajian nanopartikel yang terbentuk berdasarkan spektrum puncak absorbansinya. Nanopartikel perak memiki puncak kisaran rentang 400-500 nm pada analis spektrofotometer. Scanning Electron Microscope (SEM) digunakan dalam pengamatan morfologi dan penentuan ukuran nanopartikel. Sedangkan Energy Dispersive X-Ray Spectrometer (EDS) merupakan salah satu alat yang dirangkai pada alat SEM. Analisis dengan EDS menghasilkan informasi kualitatif dan kuantitatif tentang komposisi dari lokasi-lokasi pada sampel dengan diameter beberapa mikrometer .
Transmission Electron Microscopy atau yang dikenal dengan mikroskop elektron adalah sebuah mikroskop yang dapat membentuk pembesaran objek hingga dua juta kali, dengan menggunakan elektro statik dan elektromagnetik,yang mana digunakan untuk mengontrol pencahayaan dan tampilan gambar serta resolusi yang sangat baik. Sedangkan karakterisasi kuantitatif untuk mengetahui ukuran diameter dan distrubusi nanopartikel perak dalam sampel dilakukan dengan menggunakan Particle Size Analyzer (Bakir, 2011).
2.5 Spektrofotometer Uv-Vis

2.5.1 Definisi Spektrofotometer Uv-Vis

Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan, dan diemisikan sebagai fungsi dari spektrum dengan panjang gelombang tertentu, dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau yang diabsorbsi (Winarsi, 2007).
2.5.2 Kelebihan dan Kekurangan Spektrofotometer Uv-Vis
a. Kelebihan Spektrofotometer UV-Vis
Kelebihan  dari  penggunaan  spektrofotometer  UV-Vis  ini  adalah dapat digunakan untuk  menganalisis  banyak zat  organik  dan anorganik, selektif, memiliki ketelitian yang tinggi dengan kesalahan relatif sebesar 1 – 3%,  analisis  dapat  dilakukan  dengan  cepat  dan  tepat,  serta  dapat digunakan untuk menetapkan kuantitas zat yang sangat kecil. Selain itu, hasil yang diperoleh juga cukup akurat, di mana angka yang terbaca langsung tercatat oleh detektor dan  tercetak  dalam  bentuk  angka  digital  ataupun  grafik  yang  sudah diregresikan  (Rohmah,  dkk.,  2021).  
b. Kekurangan Spektrofotometer UV-Vis
Kekurangan utama dari alat ini yaitu tingkat selektivitasnya yang rendah karena adanya interferensi dari komponen lain yang ada dalam sampel. Interferensi ini menyebabkan kenaikan nilai absorbansi dari suatu komponen akibat adanya absorbansi komponen lain ( Karpinska, 2004).
2.5.3 Prinsip Spektrofotometer Uv-Vis
Prinsip  kerja  spektrofotometer  adalah  penyerapan  cahaya  pada panjang  gelombang  tertentu  oleh  bahan  yang  diperiksa.  Setiap  zat mempunyai  absorbansi  pada  panjang  gelombang  tertentu  yang  khas. Panjang  gelombang  dengan  absorbansi  tertinggi  digunakan  untuk mengukur kadar  zat  yang  diperiksa.  Banyaknya cahaya  yang diabsorbsi oleh  zat  berbanding  lurus  dengan kadar  zat.  Kadar  yang  hendak  diukur dibandingkan  dengan  kadar  standar  untuk  memastikan  ketepatan pengukuran (Jati, 2018).
2.5.4 Metode Spektrofotometer UV-Vis
         Alat instrumen biasanya dipergunakan untuk menentukan suatu zat berkadar rendah, biasanya dalam satuan ppm (part per million) atau ppb ( part per billion). Salah satu metode untuk menentukan zat organik dan anorganik secara kualitatif dan kuantitatif yaitu dengan metode spektrofotometri ultra-violet dan sinar tampak. Prinsip kerjanya berdasarkan penyerapan cahaya atau energi radiasi oleh suatu larutan. Jumlah cahaya atau energi radiasi yang diserap memungkinkan pengukuran jumlah zat penyerap dalam larutan secara kuantitatif (Pecsok, dkk. 1976; Skoog & West 1971).

          Sinar ultra violet (UV) mempunyai panjang gelombang antara 200-400 nm, dan sinar tampak (visible) mempunyai panjang gelombang 400-800 nm. Spektrum Uv-Vis sangat berguna untuk pengukuran secara kuantitatif konsentrasi dari analit didalam larutan bias ditentukan dengan mengukur absorban pada panjang gelombang tertentu dengan mengukur absorban pada panjang gelombang tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer (Rohman, 2007).

       
Bagian molekul yang bertanggung jawab terhadap penyerapan cahaya disebut kromofor, dan terdiri atas ikatan rangkap dua atau rangkap tiga, terutama jika ikatan rangkap tersebut terkonjugasi (ikatan rangkap dan ikatan tunggal pada strukturnya berseling-seling). Semakin panjang ikatan rangkap dua atau rangkap tiga terkonjugasi didalam molekul, molekul tersebut akan semakin mudah menyerap cahaya (Cairns, 2008).

       
Kurva kalibrasi adalah kurva yang menghubungkan antara absorbansi dengan konsentrasi. Kurva serapan adalah kurva yang menghubungkan antara absorbansi dengan panjang gelombang dari suatu larutan baku pada konsentrasi tertentu, dan panjang gelombang dengan serapan (A) yang besar disebut ƛmaks  (dibaca lambda maks), dan merupakan karakterisasi kromofor. ƛmaks suatu senyawa terkadang digunakan dalam British pharmacopoeia untuk mengidentifikasi obat-obatan dan senyawa-senyawa yang belum dikenal (Cairns, 2008).

      
Geseran ƛmaks menuju panjang gelombang yang lebih panjang dikenal sebagai geseran batokromik atau geseran merah, karena merah adlaah lebih panjang. Geseran ƛmaks menuju panjang gelombang yang lebih pendek disebut dengan efek hipsokromik atau geseran biru, dan biasanya terjadi jika senyawa dengan auksokrom basa terion, dan pasangan elektron menyendirinya tidak lagi dapat berinteraksi dengan elektron-elektron kromofor (Cairns, 2008).
2.6. Particle Size Analyzer (PSA)

2.6.1 Definisi PSA 

Particle Size Analyzer (PSA) merupakan salah satu alat yang dapat digunakan untuk mengetahui distribusi ukuran partikel berukuran nanometer, dimana partikel didspersikan ke dalam media cair sehingga partikel tidak saling beraglomerasi (menggumpal). Ukuran partikel yang terukur adalah ukuran dari partikel tunggal. Data ukuran partikel yang didapatkan berupa tiga distribusi yaitu intensitas, nomor, dan volume distribusi sehingga dapat diasumsikan menggambarkan keseluruhan kondisi sampel (Nikmatin dkk., 2011). PSA mampu mengukur partikel dalam rentang 0,1 nm hingga 10µm (Horiba, 2012). 
2.6.2 Metode PSA 

       
PSA menggunakan metode Dynamic Lights Scattering (DLS) dengan panjang gelombang maksimum633 nm. Pada awalnya sampel yang digunakan dalam bentuk cairan dan serbuk berukuran nm yang kemudian akan didispersikan ke dalam media cair. Metode pengukuran distribusi ukuran nanopartikel menggunakan PSA (Particle Size Analyzer) dinilai lebih akurat dalam menentukan distribusi ukuran partikel dibandingkan metode analisis gambar. Metode PSA merupakan metode dengan prinsip hamburan cahaya dinamis (DLS). Metode pengukuran menggunakan PSA dapat berupa metode basah dengan menggunakan media pendispersi serta metode kering dengan memanfaatkan udara atau aliran udara untuk melarutkan partikel dan membawanya ke sensing zone. Pengukuran partikel dengan menggunakan PSA umumnya menggunakan metode basah agar partikel tidak saling beraglomerasi (menggumpal). Hasil pengukuran dalam bentuk distribusi sehingga hasil pengukuran dapat diasumsikan sudah menggambarkan keseluruhan kondisi sampel (Hasan, 2012).
2.6.3 Prinsip Kerja PSA 

          Prinsip kerja alat ini adalah pengukuran gerak Brown partikel pada sampel dengan prinsip DLS, kemudian di interprestasikan dengan perangkat lunak (Hasan, 2012). Gerak Brown adalah gerak acak pada partikel didalam cairan yang disebabkan tumbukan antar molekul di sekitarnya. Kecepatan pergerakan ini digunakan untuk menganalisis ukuran partikel. Partikel berukuran kecil akan bergerak lebih cepat dibanding partikel berukuran besar (Hasan, 2012). 

 Aplikasi DLS meliputi kategorisasi partikel, emulsi atau molekul yang telah didistribusikan atau didispersikan dalam cairan. Sinar laser tersebar pada intensitas yang berbeda karena gerakan acak partikel atau molekul dalam suspensi. Perbedaan intensitas ini dianalisis untuk mendapatkan kecepatan gerak Brown dan menentukan ukuran partikel (Ilsatoham, et al., 2020).

2.7   Bakteri
2.7.1 Definisi Bakteri
Bakteri merupakan salah satu jenis mikroorganisme yang tidak bisa dilihat oleh mata langsung. Bakteri merupakan organisme yang jumlahnya paling banyak dibandingkan maklhluk hidup lain dan tersebar luas didunia. Bakteri memiliki ratusan ribu spesies yang hidup di darat, laut, udara dan tempat-tempat ekstrem. Bakteri memiliki ciri-ciri yang berbeda dengan makhluk lain antara lain:

1. Organisme uniseluler (bersel satu)

2. Prokariot (tidak mempunyai membran inti sel ).

3. Tidak mempunyai klorofil.

4. Tubuh berukuran antara 0,12 mikron sampai ratusan mikron

5. Mempunyai bentuk tubuh yang beraneka seperti basil (batang), kokus (bulat), spirilum (spiral), kokobasil (bulat dan batang), dan vibrio (tanda baca koma).

6. Memiliki dinding sel. Pada dinding sel bakteri tersusun atas mukopolisakarida dan peptidoglikan. Peptodoglikan terdiri dari polimer besar yang tersusun atas N-asetil glukosamin dan N-asetil muramat yang saling berikatan kovalen

7. Hidup dengan bebas atau parasit.

8. Hidup di lingkungan yang ekstrim seperti mata air panas, kawah atau gambut karena dinding selnya tidak mengandung peptidoglikan.

9. Hidupnya    kosmopolit    diberbagai    lingkungan    karena    dinding    selnya mengandung peptidoglikan.

10. Pada dinding sel bakteri tersusun atas mukopolisakarida dan peptidoglikan.

11. Peptodoglikan   terdiri   dari   polimer   besar   yang   tersusun   atas   N-asetil glukosamin dan N-asetil muramat yang saling berikatan kovalen
12. Bakteri mamiliki endospora yaitu kapsul yang muncul jika kondisi yang tidak menguntungkan sebagai perisai terhadap panas dan gangguan alam.

13. Bakteri ada yang bergerak dengan flagella dan ada juga yang bergerak dengan berguling (tanpa flagella).

14. Bakteri memiliki bentuk bermacam-macam bentuk morfologi yaitu, bulat, batang dan spiral (Rini dkk., 2020)

2.7.2 Morfologi Bakteri
Berdasarkan bentuk morfologi dan strukturnya, bakteri dapat dibagi menjadi tiga golongan yaitu :

1. Bakteri basil (Bakteri bentuk batang)

Bakteri  berbentuk  batang  dikenal  sebagai  basil.  Kata  basil  berasal  dari bacillus yang berarti batang. Bentuk basil dibedakan atas :

a. Basil  tunggal  yaitu  bakteri  yang  hanya  berbentuk  satu  batang tunggal, misalnya Salmonella typhi, penyebab penyakit tipus.

b. Diplobasil yaitu bakteri berbentuk batang yang bergandengan dua- dua.

c. Streptobasil yaitu bakteri berbentuk batang yang bergandengan memanjang   membentuk   rantai   misalnya   Bacillus   anthracis penyebab penyakit antraks.
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Gambar 2. 2 Morfologi Bakteri Basil
2.   Bakteri kokus ( Bakteri bentuk bulat )

Bakteri berbentuk bulat dikenal sebagai Coccus, bakteri ini dibedakan atas:

a. Monokokus, yaitu bakteri berbentuk bulat tunggal, misalnya Neisseria gonorrhoeae, penyebab penyakit kencing nanah.

b. Diplokokus, yaitu bakteri berbentuk bulat  yang bergandengan dua-dua, misalnya Diplococcus pneumonia penyebab penyakit pneumonia atau radang paru-paru.

c. Sarkina, yaitu bakteri berbentuk bulat yang berkelompok empat-empat sehingga bentuknya mirip kubus.

d. Streptokokus  yaitu bakteri bentuk bulat  yang berkelompok memanjang rantai.

e. Stafilokokus yaitu bakteri berbentuk bulat yang berkoloni membentuk sekelompok sel tidak teratur sehingga bentuknya mirip kumpulan buah anggur
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Gambar 2. 3 Morfologi Bakteri Kokus
3.   Bakteri spiral

Ada tiga macam bentuk spiral :

1. Spiral, yaitu golongan bakteri yang bentuknya seperti spiral misalnya Spirillum.

2. Vibrio, ini dianggap sebagai bentuk spiral tak sempurna, misalnya Vibrio cholera penyebab penyakit kolera.

3. Spiroseta yaitu golongan bakteri berbentuk spiral yang bersifat lentur. Pada saat bergerak, tubuhnya dapat memanjang dan mengerut basil (Rini, 2020).
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Gambar 2. 4 Morfologi Bakteri Spiral
2.7.3 Klasifikasi Bakteri

Bakteri dapat dikelompokkan berdasarkan beberapa faktor, antara lain berdasarkan perbandingan signature sequence, bentuk sel, karakteristik dinding sel, dan ada tidaknya flagela. 
a. Berdasarkan perbandingan signature sequence (urutan basa khas). 
Berdasarkan perbandingan signature sequence (urutan basa khas) pada RNA ribosom, bakteri dibagi menjadi 5 kelompok utama, yaitu Proteobacteria, bakteri Gram positif, Spirochaeta, Cyanobacteria, dan Chlamydia. 
b. Berdasarkan karakterisitik dinding sel
 Berdasarkan karakteristik dinding selnya, bakteri dapat dikelompokkan menjadi dua, yaitu sebagai berikut:

1.  Bakteri Gram positif 
Bakteri Gram positif adalah bakteri yang dinding selnya mengandung lapisan peptidoglikan yang tebal sehingga menyerap warna violet dengan pewarnaan Gram. Contohnya Actinomyces, Lactobacillus, Propionibacterium, Clostridium, Eubacterium, dan Staphylococcus.
2.  Bakteri Gram negatif 
Bakteri Gram negatif adalah bakteri yang dinding selnya mengandung lapisan peptidoglikan yang tipis sehingga menyerap warna merah dengan pewarnaan Gram. Contohnya Rhizobium leguminosarum, Salmonella typhi, Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae, dan Haemophilus influenzae. Lapisan peptidoglikan yang tipis tersebut terletak di ruang periplasmik antara membran plasma dan membran luar. Bakteri Gram negatif yang bersifat patogen lebih berbahaya dibandingkan dengan bakteri Gram positif. Hal ini disebabkan bakteri Gram negatif memiliki membran luar pada dinding selnya yang tersusun dari lipopolisakarida. Membran tersebut dapat melindungi bakteri dari sistem pertahanan inang dan dapat menghalangi masuknya obatobatan antibiotik. Selain itu, membran luar dapat bersifat toksik bagi sel inang.

c. Berdasarkan bentuk sel Sel bakteri memiliki beberapa macam bentuk, seperti bulat (kokus), batang (basil),bulat-batang (kokobasil), dan spiral (spirilum).
d. Berdasarkan ada tidaknya flagela Berikut ini gambar beberapa bakteri berdasarkan alat geraknya
Berdasarkan ada tidaknya flagela, bakteri dapat dikelompokkan sebagai berikut. 
1. Bakteri atrik adalah bakteri yang tidak memiliki flagela. Contohnya, Escherichia coli. 

2. Bakteri monotrik adalah bakteri yang memiliki satu flagela pada salah satu ujung selnya. Contohnya, Pseudomonas aeruginosa. 

3. Bakteri lofotrik adalah bakteri yang memiliki banyak flagela pada salah satu ujung selnya. Contohnya, Pseudomonas fluorescens. 

4. Bakteri amfitrik adalah bakteri yang memiliki banyak flagela pada kedua ujung selnya. Contohnya, Aquaspirillum serpens. 

5. Bakteri peritrik adalah bakteri yang memiliki banyak flagela yang tersebar di seluruh permukaan dinding selnya. Contohnya, Salmonella typhi (Rini, 2020).
2.7.4 Fase Pertumbuhan Bakteri
Proses  tahapan  pertumbuhan  mikroorganisme  dari  awal  pertumbuhan hingga kematian di gambarkan dengan kurva pertumbuhan. Tahapan pertumbuhan bakteri terdiri atas empat fase antara lain fase lag, fase eksponensia, fase stasioner, fase kematian
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Gambar 2. 5 Pertumbuhan Bakteri
1.   Fase Lag (Fase Penyesuaian)

Dinamakan juga fase adaptasi. Pada fase ini perubahan bentuk dan pertumbuhan jumlah individu belum terlihat jelas. Mikroba beradaptasi untuk menyesuaikan diri dengan substrat dan kondisi lingkungan sekitar.

Waktu yang dibutuhkan untuk beradaptasi sekitar 5 menit hingga berjam- jam. Pada fase ini belum atau tidak ada sumber nutrien untuk mikroba, belum terjadi pembelahan sel karena enzim belum disintesis. Waktu yang diperlukan  untuk  beradaptasi  lama  karena  dipengaruhi  oleh  beberapa faktor- faktor antara lain:

a) Jumlah inokulum Bila jumlah sel yang dipindahkan banyak maka fase lag akan berjalan dengan cepat, tetapi bila jumlah sel yang dipindahkan sedikit maka fase lag akan berjalam lambat. Lama waktu mikroba beradaptasi disebabkan karena mikroba dipindahkan dari medium yang kaya nutrisi ke medium yang nutrsinya terbatas.

b) Lingkungan pertumbuhan Bila mikroba dipindahkan dari medium dan lingkungan yang sama seperti sebelumnya maka waktu adaptasi yang diperlukan akan cepat tetapi bila medium dan lingkungan yang baru berbeda dengan medium dan lingkungan sebelumnya maka membutuhkan waktu beradaptasi yang lama.

b. Fase logaritmik/eksponensial

Pada fase ini mulai terjadi perubahan bentuk,  pembelahan sel dengan cepat dan peningkatan jumlah sel secara maksimum. Peningkatan ini dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu kandungan sumber nutrien sebagai bahan makan untuk mikroba. Apabila tidak ada kandungan nutrien yang cukup maka mikroba tidak dapat berkembang biak, suhu dan kelembaban udara, kadar oksigen, cahaya, asosiasi kehidupan diantara mikroba. Fase ini membutuhakan energi yang lebih banyak dibandingkan dengan fase lainnya.

d.   Fase Stasioner

Fase stasioner merupakan fase keseimbangan antara pertumbuhan dan kematian sel. Pada fase ini sumber nutrien mulai berkurang. Mikroba tidak bisa melakukan aktivitas pertumbuhannya karena nutrien  untuk  mikroba  mulai  habis sehingga akan terbentuk produk-produk beracun yang dapat mengakibatkan pertumbuhan sel melambat sehingga jumlah sel hidup seimbang dengan jumlah sel yang mati. Kapadatan bakteri pada fase ini mencapai kepadatan sel yang maksimal. Selain itu pada fase ini ukuran sel lebih kecil hal ini disebabkan sel tetap tumbuh walaupun nutrien mulai habis

e.   Fase Kematian

Pada fase ini nutrien sudah habis, energi cadangan didalam sel habis, proses metabolisme berhenti, laju kematian meningkat dan ada kemungkinan sel – sel dihancurkan oleh pengaruh enzim yang berasal  dari  sel  itu  sendiri  (autolisis)  sehingga  mikroba  tidak mampu lagi bertahan hidup dan mengalami kematian.

2.7.5 Faktor Yang Mempengaruhi Pertumbuhan Bakteri
          Faktor lingkungan dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroba. Segala perubahan lingkungan dapat mempengaruhi morfologi dan fisiologi mikroba. Faktor-faktror lingkungan yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri yaitu:

1.   Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor penting didalam mempengaruhi dan pertumbuhan mikroorganisme. Setiap bakteri memiliki temperatur optimal dimana     mereka  dapat  tumbuh  sangat  cepat  dan  memiliki  rentang temperatur  dimana    mereka  dapat  tumbuh.  Suhu  untuk  pertumbuhan bakteri terdiri atas suhu   minimum, suhu optimum dan suhu maksimum.  pH medium biakan mempengaruhi kecepatan pertumbuhan, untuk pertumbuhan  bakteri  juga  terdapat  rentang  pH  dan  pH  optimal.  Pada bakteri patogen pH optimalnya 7,2-7,6. Meskipun medium pada awalnya dikondisikan dengan ph yang dibutuhkan untuk pertumbuhan tetapi secara bertahap besarnya pertumbuhan mikroorganisme tersebut.

2.   Kelembapan

Mikroorganisme mempunyai nilai kelembapan optimum. Mikroba dapat tumbuh pada media yang basah dan udarah lembab.

3. Tekanan Osmosis

Tekanan osmosis sangat mempengaruhi bakteri. Jika tekanan osmosis lingkungan lebih besar (hipertonis) sel akan mengalami plasmolisis (keluarnya cairan dari sel bakteri melalui membran sitoplasma). Jika tekanan  osmosis  lingkungan  hipotonis  akan  menyebabkan  sel membengkak serta mengakibatkan rusaknya sel.
4. Nutrisi

Nutrisi diperlukan oleh mikroba untuk sebagai sumber energi dan pertumbuhan selnya. Unsur-unsur dasar tersebut adalah : karbon, nitrogen, hidrogen, oksigen, sulfur dan sejumlah kecil logam lainnya. Kekurangan sumber-sumber nutrisi ini dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroba hingga pada akhirnya dapat menyebabkan kematian (Rini, 2020).

2.7.6  Pembiakan Bakteri 

Cara yang dapat dilakukan untuk memperoleh mikroorganisme yang murni dari suatu biakan campuran yaitu metode cawan gores dan cawan tuang (Hadioetomo, 1993).

a. Metode Cawan Gores

Metode cawan gores dalam isolasi bakteri bertujuan untuk membuat garis sebanyak mungkin pada permukaan medium biakan menggunakan jarum ose. Mikroorganisme yang terlepas pada garis-garis goresan tersebut semakin lama semakin sedikit, sehingga pada garis koloni ang terbentuk akan terpisah agak jauh dan sebagai koloni tunggal. Koloni tunggal adalah koloni yang timbul dan tumbuh secara terpisah dari satu sel atau beberapa sel. Pada umumnya koloni sel memiliki ukuran kecil-kecil (Irianto, 2012).

b. Metode Cawan Tuang

Metode cawan tuang yang dilakukan dalam isolasi bakteri bertujuan untuk menentukan perkiraan jumlah bakteri hidup dalam suatu sampel dan isolasi mikroorganisme. Hasil perhitungan jumlah bakteri dengan cara ini dinyatakan dalam bentuk koloni (Irianto, 2012). Menurut Hadioetomo, 1993) metode cawan tuang digunakan untuk memperoleh koloni murni dari popilasi campuran mikroorganisme.

c. Metode pengenceran (dilution method)

Metode pengenceran pada prinsipnya adalah cara untuk melarutkan sampel kedalam akuades steril lebih mudah dalam isolasi mikroorganisme. Suspensi sampel yang berupa campuran bermacam-macam spesies diencerkan dengan medium steril dengan harapan pada akhirnya akan diperoleh pertumbuhan dari satu sel (Irianto, 2012).

d. Metode Cawan Tebar

Metode cawan tebar pada umumnya sama dengan gores dengan menggunakan ose steril yang dicelupkan ke dalam suspensi organisme yang diencerkan, lalu dibuat serangkaian goresan sejajar yang tidak saling menutupi di atas permukaan medium yang telah memadat (Irianto, 2012).
2.7.7 Struktur Sel Bakteri

         Berikut merupakan penjelasan dari struktur sel pada bakteri yaitu: 

1. Kapsul(Kapsula)

Kapsul adalah lapisan mucus (lendir) yang melapisi sel dalam. Lender tersebut tersusun dari air dan polisakarida yang biasanya terdapat pada bakteri saprofit. Lendir yang terkumpul kemudian menebal dan membentuk kapsul yang tersusun atas glikoprotein. Kapsul terbentuk dari hasil metabolism sel. Kapsul berfungsi untuk menempel pada substrat dan memberikan resistensi dan perlindungan diri terhadap sistem pertahanan inang. Kapsul bergelatin juga dapat berperan sebagai pengikat antara sel – sel pada bakteri untuk membentuk koloni (Harry, 2007).
2. Dinding Sel

Dinding sel tersusun dari peptidoglikan, yaitu sejenis polisakarida yang berkaitan dengan protein. Dinding sel memiliki dinding yang tebal dan kaku sehingga berfungsi untuk mempertahankan bentuk sel, perlindungan fisik/mekanis, dan menjaga agar sel tidak pecah dalam media hipertonis (lebih kental). Berdasarkan lapisan dinding selnya, ahlibakteriologi asal Denmark Hans Christian Gram mengelompokan bakteri menjadi dua, yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Bakteri Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan tebal yang akan bewarna ungu jika diberi pewarna Gram. Sementara bakteri Gram negatif meiliki lapisan peptidologikan yang lebih tipis dan akan bewarna merah atau merah muda jika diberi pewarna Gra (Harry, 2007).
3. Membran Sel/Membran Plasma

Membran sel atau membran plasma tersusun dari fosfolipid dan protein. Sifatnya semipermeabel dan berfungsi untuk mengatur keluar – masuknya zat ke dalam dan ke luar sel bakteri (Harry, 2007).
4. Pili 

Pili merupakan rambut – rambut halus yang tumbuh dari dinding sel. Mirip dengan flagela, tapi ukuranya lebih pendek dan bentuknya kaku. Pili berfungsi untuk memantu perlekatan pada substrat dan penyaluran materi genetik pada saat konjugasi (Harry, 2007)

5. Flagela 

Flagela disebut juga bulu cambuk yang terdapat pada dinding sel. Flagela berfungsi sebagai alat gerak. Flagela hanya dimiliki oleh bakteri yang berbentuk batang, koma (vibrio), dan spiral. Flagela memiliki struktur yang kompleks tersusun atas bermacam – macam protein (Harry, 2007)
6. Sitoplasma 

Sitoplasma merujuk kepada cairan tidak berwarna yang tersusun dari air, bahan organik (protein, karbohidrat, lemak), garam mineral, enzim, ribosom, dan asam nukleat. Sitoplasma merupakan tempat terjadinya reaksi metabolisme pada bakteri (Harry, 2007)
2.7.8 Identifikasi Bakteri

         Identifikasi merupakan upaya mengelompokkan makhluk hidup kedalam suatu kelompok tertentu berdasarkan karakteristik persamaan dan perbedaan yang dimiliki oleh masing-masing makhluk hidup. Untuk mengidentifikasi mikroorganisme dilakukan dengan membandingkan ciri-ciri satuan yang ada yang belum diketahui dengan satuan-satuan yang sudah dikenal. Identifikasi mikroorganisme yang baru diisolasi memerlukan perincian, deskripsi, dan perbandingan yang cukup dengan deskripsi yang telah dipublikasikan untuk jasad-jasad lain yang serupa (Pelezar & Chan, 1986).

    
Identifikasi suatu biakan murni bakteri yang diperoleh dari hasil isolasi dapat dilakukan melalui pengamatan ciri-ciri morfologi koloni serta pengujian fisiologi dan biokimianya. Bakteri dapat diidentifikasi dengan mengetahui reaksi biokimia tersebut. Sifat metabolisme dalam reaksi uji biokimia dapat dilihat dari interaksi metabolit-metabolit yang dihasilkan dengan reagen kimia yang digunakan. 

      
Mengidentifikasi bakteri dapat dilakukan dengan uji biokimia, mengamati karakteristik makroskopik dan karakteristik mikroskopis bakteri tersebut. Uji biokimia yang bisa dilakukan yaitu pengujian katalase ( untuk mengetahui bakteri yang dapat menghasilkan enzim katalase), pengujian oksidase fermentatif ( untuk mengetahui adanya enzim oksidase pada bakteri), pengujian H2S (untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk memproduksi H2S), pengujian hidrolisis glatin (untuk mengetahui kemampuan bakteri menghasilkan enzim glatinase), pengujian indol dan ornithin (untuk mengetahui kemampuan bakteri menghasilkan indol dan tryptophan), pengujian Methyl Red ( untuk mengetahui kemampuan bakteri memprementasikan glukosa untuk menghasilkan asam), pengujian vogest proskauer (untuk mengetahui kemampuan bakteri yang mampu menghasilkan acetymethyl carbinol dan fermentasi glukosa (Irianto, 2012). Karakteristik makrokopis yang dapat diamati meliputi bentuk koloni ( titik, bulat, tidak teratur, seperti akar, berfilamen, serta berbentuk kumparan. Tepi koloni dapat berbentuk utuh, berombak, berbelah, bergerigi, berbenang, dan keriting. Warna koloni terdiri dari keputihan, kekuningan, kemerahan, coklat, jingga, orange, ping, hijau, dan ungu. Elavansi koloni meliputih rata,timbul, datar, melengkung, dan cembung. Struktur koloninya halus mengkilat, kasar, berkerut, atau kering seperti bubuk. Selain itu ukuran yang beragam yang dapat dilakukan dengan cara mengukur diameter dari koloni bakteri yang tumbuh (Irianto, 2012).
2.8  Bakteri Staphylococcus aureus

2.8.1 Klasifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut : Kingdom        
: Bacteria

Divisi             
: Firmicutes 

Class              
: Bacili 

Ordo               : Bacillales

Family           : Staphylococcaceae
Genus             : Staphylococcus
Spesies           : Staphylococcus aureus 

(Irianto, 2006)
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Gambar 2. 6 Bakteri  Staphylococcus aureus
2.8.2 Morfologi Staphylococcus aureus

         Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram Positif berbentuk bulat berdiameter 0,7-1,2µm, yang tersusun dalam kelompok-kelompok yang tidak teratur sepertu buah anggur, fakultatif anaerob, tidak membentuk spora, dan tidak bergerak. Berdasarkan bakteri yang tidak membentuk spora maka staphylococcus aureus termasuk jenis bakteri yang paling kuat daya tahannya. Pada agar miring tetap hidup sampai berbulan-bulan, baik dalam lemari es maupun pada suhu kamar. Dalam keadaan kering pada benang, kertas kain dan dalam nanah tetap hidup selama 6-4 minggu (Syahrurahman et al., 2010).

            Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum 37°C , tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar (20-25°C ). Koloni pada perbenihan padat berwarna abu-abu sampai kuning keemasan, berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau. Lebih dari 90% isolat klinik menghasilkan staphylococcus aureus yang mempunyai kapsul polisakarida atau selaput tipis yang berperan dalam verulensi bakteri. Staphylococcus aureus merupakan bakteri koagulase positif, dan memfermentasi mannitol, hal ini yang membedakan staphylococcus aureus dengan spesies staphylococcus aureus lainnya. Koloni staphylococcus aureus pada medium padat berbentuk halus, bulat, meninggi, dan berkilau. Koloni berwarna abu-abu hingga kuning keemasan. Staphylococcus aureus juga menghasilkan hemolisis pada pertumbuhan optimalnya (Purnomo et al., 2006).
2.8.3 Patogenitas Staphylococcus aureus 

         Sebagian bakteri Staphylococcus aureus merupakan flora normal pada kulit, saluran pernafasan, dan saluran pencernaan makanan pada manusia. Bakteri ini juga ditemukan di udara dan lingkungan sekitar. Staphylococcus aureus yang patogen bersifat invasi, menyebabkan hemolisis, membentuk koagulase, dan mampu meragikan manitol. Staphylococcus aureus yang terdapat di folikel rambut menyebabkan terjadinya nekrosis pada jaringan setempat . Staphylococcus aureus menyebabkan sindrom infeksi yang luas. Infeksi kulit dapat terjadi pada kondisi hangat yang lembab atau saat kulit terbuka akibat penyakit seperti ekstrim, luka pembedahan, atau akibat alat intravena. Infeksi Staphylococcus aureus dapat juga berasal dari kontaminasi langsung dari luka, misalnya infeksi pasca operasi Staphylococcus atau infeksi yang menyertai trauma. Jika  Staphylococcus aureus menyebar dan terjadi bakterimia, maka dapat terjadi endokarditis, osteomielitis hematogenous akut, meningitis atau infeksi paru-paru. Setiap jaringan ataupun alat tubuh dapat diinfeksi oleh bakteri Staphylococcus aureus dan menyebakan timbulnya penyakit dengan tanda-tanda yang khas, yaitu peradangan, nekrosis dan pembentukan abses. S.aureus merupakan bakteri kedua terbesar penyebab peradangan pada rongga mulut setelah bakteri Streptococcus alpha. Staphylococcus aureus menyebabkan berbagai jenis peradangan pada rongga mulut seperti parotitis, cellulitis, angular cheilitis, dan abses periodontal (Rini, 2020).
2.8.4  Jenis Infeksi Bakteri Staphylococcus aureus

Adapun beberapa jenis infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus antara lain folikulitis, furuncle, carbuncle dan impetigo. 
1. Folikulitis 

  
Penyakit folikulitis merupakan reaksi peradangan di bagian superfisial folikel rambut. Faktor penyebabnya antara lain lingkungan lembab, higiene buruk dan drainase luka abses. Bagian tubuh yang biasa terkena penyakit ini adalah kepala, kulit yang tertutup atau lembab dan terkena gesekan seperti aksila dan paha bagian medial. Gejala yang terjadi dari penyakit ini antara lain lesi kecil, pustul berbentuk kubah, dapat disertai atau setelah menderita pioderma lain (Boediardja, 2009). 
2.  Furuncle (Bisul) 
  
Penyakit kulit bisul dapat disebabkan oleh Staphylococcus aureus. Walaupun penyakit bisul sering dianggap sebagai penyakit biasa, namun dengan adanya penyakit tersebut akan menganggu kesehatan dan aktivitas manusia, dan apabila tidak cepat ditangani dengan dapat mengakibatkan infeksi dan memperparah penyakit bisul tersebut Gejala klinis dari furuncle antara lain rasa gatal pada bagian kulit tertentu, timbul benjolan kecil dengan warna kemerahan keluar mata nanah pada benjolan tersebut jika sudah membesar (Darwis, 2009).

3. Carbuncle 

Carbuncle adalah bentuk kumpulan dari lesi furuncle yang lebih luas, dalam, menyatu satu sama lain dan infiltrasi (Darwis, 2009). Carbuncle paling sering terjadi pada laki-laki usia pertengahan atau pada orang tua yang berada dalam kesehatan yang tidak baik. Menurut Boediardja (2009) carbuncle berkembang lebih lambat daripada furuncle dan menyebabkan supurasi dalam disertai dengan nyeri dan demam. Faktor keadaannya adalah diabetes, kegagalan jantung, dan terapi kortikosteroid yang berkepanjangan. Gejala klinikya yaitu bila diraba terasa sakit, gejala sistemik yang terjadi ialah demam tinggi, prostrasi, dan malaise. Tanda-tandanya yaitu biasanya timbul mendadak muncul nodul merah, keras, dan cepat membesar menjadi bentuk lesi besar dan terasa sakit dengan diameter 4-12 cm (Harahap, 2000). 
4.  Impetigo 

Impetigo merupakan infeksi kulit yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus atau Streptococcus pyogene dan dapat pula disebabkan oleh Methicilin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Impetigo merupakan salah satu klasifikasi dari pioderma, yang menyerang lapisan epidermis kulit. Impetigo biasanya juga mengikuti trauma superficial dengan robekan kulit dan paling sering merupakan penyakit penyerta (secondary infection) dari pediculosis, skabies, infeksi jamur (Aryunisari CG, 2013). Impetigo dibagi menjadi 2 jenis, yaitu impetigo kontagiosa atau kruktosa dan impetigo bulosa. Impetigo kontagiosa/kruktosa umumnya disebabkan oleh grup A Streptococcus, namun yang terjadi sekarang lebih banyak disebabkan oleh Staphylococcus aureus, gejala dari impetigo jenis ini adalah adanya kumpulan cairan yang sudah mengering tanpa disertai gelembung. Impetigo bulosa disebabkan oleh organisme tunggal yakni Staphylococcus aureus, impetigo bulosa biasanya sering menyerang anak dan bayi yang gejalanya berupa gelembung cairan pada tubuh yang mudah pecah (Rizani, Djajakusumah, & Sakinah, 2014).
2.9 Antibakteri

2.9.1 Definisi Antibakteri
Antibakteri merupakan golongan senyawa, baik alami maupun sintetik yang mempunyai efek menekan atau menghentikan suatu proses biokimia di dalam organisme, khususnya dalam proses infeksi oleh bakteri. Proses tersebut dilakukan melalui penghambatan sintesis dinding sel, sintesis protein, sintesis asam nukleat, serta menghambat jalur metabolisme sehingga menghancurkan struktur membran sel . Mekanisme penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara menghambat pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk, perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat, penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan protein. Di bidang farmasi, bahan antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, yaitu suatu substansi kimia yang dihasilkan oleh mikroba dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain. Senyawa antibakteri dapat bekerja secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan bakteriolitik (Simon, 2012). 
2.9.2 Sifat Antibakteri

Menurut Madigan dkk. (2000), berdasarkan sifat toksisitas selektifnya, senyawa antimikrobia mempunyai 3 macam efek terhadap pertumbuhan mikrobia yaitu : 

1. Bakteriostatik 

Memberi efek dengan cara menghambat pertumbuhan tetapi tidak membunuh. Senyawa bakteriostatik sering kali menghambat sintesis protein atau mengikat ribosom. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total maupun jumlah sel hidup adalah tetap.

2. Bakteriosidal 

Memberi efek dengan cara membunuh sel tetapi tidak terjadi lisis sel atau pecah sel. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur yang berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total tetap sedangkan jumlah sel hidup menurun.

3. Bakteriolitik

Bakteriolitik menyebabkan sel menjadi lisis atau pecah sel sehingga jumlah sel berkurang atau terjadi kekeruhan setelah penambahan antimikrobia. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik, jumlah sel total maupun jumlah sel hidup menurun (Rini, 2020).
2.9.3 Prinsip Kerja Antibakteri

    Secara umum zat antimikroba mempunyai mekanisme kerja (cara kerja) berdasarkan struktur serta komposisi sel mikroba. Beberapa cara kerjanya sebagai berikut :

1. Menghambat sintesis dinding sel

Hambatan aktivitas enzim transpeptidase (inhibisi kompetitif) contoh pinisilin, sefalosporin. Adanya kesamaan bentuk (rumus bangun) dengan D alamin.

2. Penghambatan sintesis protein

Gangguan atau pencegahan pengikatan asam amino pada rantai peptida yang sedang dibentuk, contoh antibiotik chloramfenicol, eritromisin, streptomycin.

3. Kerusakan membran plasma

Antibiotik polipeptida menyebabkan perubahan permeabilitas   membran plasma sehingga integritas sel terganggu yang berakibat   kebocoran sel atau hilangnya metabolit penting dari sel.

4. Penghambatan sintesis asam nukleat (DNA/RNA)

Beberapa antibiotik berinterferensi dalam proses replika DNA dan transkripsi mikrob. Pembentukan kompleks dengan DNA yang akan menghambat aktivitas RNA polimerase, contoh aktinomisin.

4. Penghambatan sintesis metabolit esential

Sebagai aktivitas enzimatik pada mikrob dihambat secara  kompetitif oleh substansi ( antimetabolit) yang mirip dengan  subtrat untuk enzim (Hartati A, 2012).
2.9.4 Mekanisme Antibakteri

       
Mekanisme penghambatan antibakteri dapat dikelompokkan menjadi lima, yaitu menghambat sintesis dinding mikrobia, merusak keutuhan dinding sel mikrobia, menghambat sintesis protein sel mikroba, menghambat sintesis asam nukleat, dan merusak asam nukleat sel mikrobia (Sulistyo, 1971).
2.9.5 Metode Uji Antibakteri

Manfaat uji antimikroba adalah dihasilkan suatu pengobatan alternatif yang efektif dan efisien. Ada beberapa macam metode uji antimikroba adalah sebagai berikut. 

1. Metode Difusi
a. Metode disc diffusion (tes Kirby and Bauer)
   
Metode ini digunakan untuk menentukan aktivitas agen antimikroba. 

Lempengan yang berisi agen antimikroba diletakkan pada media Agar yang telah disebari bakteri yang akan berdifusi pada media agar tersebut. Zona (daerah) jernih disekeliling cakram kertas (Paper disk) mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba pada permukaan media Agar. Metode ini dipengaruhi oleh beberapa faktor fisik dan kimia, selain faktor antara obat dan organisme misalnya seperti sifat medium dan difusi, ukuran molekular dan stabilitas obat (Jawetz, Melnick, & Adelberf, 2005).
b. Metode E-Test
   
Metode ini digunakan untuk mengestimasi MIC (Minimum inhibitory  concentration) atau Kadar Hambat Minimum (KHM), yaitu konsentrasi minimal suatu agen antibakteri untuk dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Dalam metode ini menggunakan strip plastik yang mengandung agen antibakteri dari kadar terendah sampai tertinggi lalu diletakkan pada permukaan media Agar yang telah ditanam bakteri. Pengamatan dilakukan pada area jernih yang ditimbulkannya menunjukkan kadar agen antibakteri yang menghambat pertumbuhan bakteri pada media Agar (Rini, 2020).

c. Ditch-plate technique

            Sampel uji pada metode ini berupa agen antibakteri yang diletakkan pada parit yang dibuat dengan cara memotong media Agar dalam cawan petri pada bagian tengah secara membujur dan bakteri uji maksimum 6 macam digoreskan ke arah parit yang berisi agen antibakteri (Rini, 2020).

d. Cup-Plate technique 

   
Metode ini hampir sama dengan metode disc diffusion, dimana dibuat 
sumur pada media Agar yang telah ditanami dengan bakteri dan pada sumur diberikan agen antibakteri yang akan diujikan (Rini, 2020).
e. Gradient-plate technique 

    
Konsentrasi agen antibakteri pada metode ini yang terdapat pada media Agar secara teoritis bervariasi dari 0 sampai maksimal. Media Agar dicairkan dan larutan uji ditambahkan. Campuran tersebut dituang ke dalam cawan petri lalu diletakkan dalam posisi miring. Selanjutnya nutrisi kedua dituang di atasnya. Plate diinkubasi selama 24 jam untuk memungkinkan agen antibakteri berdifusi. Bakteri uji maksimal 6 macam digoreskan pada arah mulai dari konsentrasi tinggi ke rendah. Hasil dihitung sebagai panjang total pertumbuhan bakteri maksimum yang mungkin dibandingkan dengan panjang pertumbuhan hasil goresan (Rini, 2020).
2. Metode Dilusi
  
Metode dilusi dibagi menjadi dua yaitu dilusi padat (solid dilution)  dan dilusi cair (broth dilution). Metode dilusi padat digunakan untuk mengukur media padat (solid). Keuntungan menggunakan metode ini adalah satu konsentrasi agen antimikroba yang diuji bisa digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji lain. Metode dilusi cair serupa dengan metode dilusi padat hanya saja masih dilakukan membuat sero pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil yang telihat bening tanpa adanya pertumbuhan bakteri uji ditetapkan sebagai kadar hambat minimum, sedangkan media cair yang tetap terlihat bening setelah dilakukan inkubasi ditetapkan sebagai kadar bunuh minimum (Rini, 2020).
2.10 Antibakteri Pembanding (Kloramfenikol)

Kloramfenikol merupakan zat yang dihasilkan dari biakan Streptomyces venezuelae, tetapi kini diproduksi secara sintesis. Kloramfenikol bentuk kristal merupakan senyawa stabil yang cepat diserap dari saluran cerna dan didistribusikan luas kedalam jaringan dan cairan tubuh termasuk sistem saraf pusat dan cairan serebrospinal, zat ini juga dapat masuk kedalam sel dengan mudah. Sebagian besar obat dinonaktifkan di hepar melalui konjugasi dengan asam glukuronat atau melalui reduksi menjadi arilamin yang tak aktif. Ekskresi terutama melaui urine 90% dalam bentuk tidak aktif. Meskipun kloramfenikol biasanya diberikan per oral, bentuk suksinatnya dapat disuntikkan secara intravena dalam dosis serupa. Kloramfenikol merupakan inhibitor poten sintesis protein pada mikroorganisme. Obat tersebut menghambat pelekatan asam amino ke rantai peptida yang terbentuk di unit 50S ribosom dengan cara kerja peptidil transferase. Kloramfenikol terutama bersifat bakteriostatik dan spektrum, dosis, serta kadarnya dalam darah serupa dengan tetrasiklin. Kloramfenikol telah digunakan untuk mengobati banyak jenis infeksi ( misalnya yang disebabkan oleh salmonela, meningokokus, dab H. Influenzaa), tetapi tidak lagi menjadi obat pilihan untuk infeksi apa pun (Jawetz, Melnick, & Adelberg, 2005).
2.11 Pengukuran Zona Hambat Bakteri

               Pengamatan dilakukan selama 24 jam masa inkubasi. Zona hambat yang terbentuk diukur diameternya dari satu tepi ke tepi lain dengan melewati bagian tengah kertas cakram menggunakan jangka sorong dengan satuan mm (Hudzicki, 2009). 
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Gambar 2. 7 Pengukuran Zona Hambat (Hudzicki, 2009)
Pengukuran zona hambat dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali pada sisi horizontal dan sisi vertikal lalu dijumlahkan dan dirata-rata. Menurut Davis and Stout (1971) kemampuan daya respon hambatan pertumbuhan bakteri adalah < 5 mm kategori lemah, 5-10 kategori sedang, 10-20 kategori kuat ,  > 20 mm sangat kuat ( Mayasari, 2006).
2.12    Sterilisasi
2.12.1 Pengertian Sterilisasi
Sterilisasi adalah proses untuk membebaskan suatu benda dari semua Mikroorganisme, baik bentuk vegetatif maupun bentuk sporanya. Kita Sterilisasi dalam mikrobiologi berarti membebaskan tiap benda atau substansi dari semua kehidupan dalam bentuk apapun, untuk bertujuan mikrobiologi dalam usaha mendapatkan keadaan steril. Mikroorganisme dapat disingkirkan secara mekanik oleh sentrifugasi kecepatan tinggi oleh filtrasi. Sterilisasi dilakukan dengan dua cara yaitu sterilisasi kering dan sterilisasi basah.

1.   Sterilisasi kering

 a.
Pemijaran

Pemijaran diterapkan pada ose ujung-ujung pinset dan sudip (Spatula logam)
b.    Jilatan Api (Flaming)

   
Jilatan api diterapkan terhadap skapel, jarum, mulut tabung biakan, kaca objek dan kaca penutup. Benda-benda ini dijilatkan di api bunsen tanpa  membiarkan  memijar.  Dapat  juga  dilakukan  dengan mencelupkan ke dalam spritus bakar, kemudian dibakar tetapi cara ini tidak menghasilkan suhu yang cukup tinggi untuk sterilisasi. Cara ini sering diterapkan pada permukaan baskom dan mortir.

c.    Tanur Uap Panas Kering (Hot-Air Oven)

   
Sebagian besar sterilisasi kering dilakukan dengan alat ini biasanya digunakan  pada  suhu  160-165°C  selama  1  jam.  Cara  ini  baik dilakukan terhadap alat-alat kering yang terbuat dari kaca seperti tabung reaksi, cawan petri, labu, pipet, pinset. Dilakukan sterilisasi pada suhu 170°C.

2.   Sterilisasi Basah

a.  Penggodokan dengan air

   
Cara ini hanya cukup  untuk mematikan mikroorganisme  yang tidak berspora. Memang ada spora yang tidak tahan panas penggodokan selama  1-3  jam.  Untuk  keperluan  desinfeksi  dalam  rumah  tangga (bukan sterilisasi) penggodokan selama 5 menit biasanya cukup, asal dijaga  bahwa  air  panas  ini  benar-benar  berkontak  secara  langsung

dengan mikroorganisme tersebut bukan hanya bagian luarnya atau bungkusnya.

b. Uap dalam tekanan

Pensterilan dengan uap dalam tekanan dilakukan dengan autoklaf . Dalam autoklaf ini uap berada dalam keadaan jenuh, dan peningkatan tekanan mengakibatkan suhu yang tercapai menjadi lebih tinggi, yaitu dibawah tekanan 15 ib (2 atmosfer) . Suhu dapat meningkat sampai 110°C. Bila uap itu dicampur dengan udara yang sama banyak, pada tekanan yang sama maka suhu yang tercapai hanya 110°C. Itu sebabnya udara   dalam   autoklaf   harus   dikeluarkan   sampai   habis   untuk memperoleh suhu yang diinginkan (121°C). Dalam suhu tersebut semua mikroorganisme baik vegetatif maupun spora dapat dimusnahkan dalam waktu yang tidak lama, yaitu sekitar 15-20 menit (Irianto K, 2012).

2.12.2 Perak Nitrat

Perak nitrat merupakan senyawa anorganik tidak berwarna, tidak berbau, kristal transparan dengan rumus kimia AgNO3 dan mudah larut dalam alkohol, aseton, dan air dengan berat molekul = 169,89 g/mol. Perak nitrat dapat dibuat dengan cara melarutkan perak mentah dengan asam nitrat, namun perak merupakan logam reaktif yang sukar larut dalam asam yang memiliki konsentrasi rendah. Oleh karena itu, oksidator diperlukan untuk mengoksidasikan perak nitrat menjadi ion-ion perak. Asam nitrat merupakan asam kuat yang bersifat oksidator sehingga dapat melarutkan perak. Tetapi asam nitrat pada suhu ruangan tidak dapat melarutkan perak karena energi yang dibutuhkan untuk melarutkan perak sangat besar, sehingga dilakukan dengan pemanasan asam nitrat sampai suhu 90°C (Purnamasari, 2016). Adapun  reaksi pelarutannya adalah  :
4Ag + 6HNO3 → 4AgNO3 + 3H2O + NO2 + NO
Beberapa penggunaan perak nitrat dalam industri :  
a. Plating:    Perak    nitrat    secara    efektif    digunakan    dalam    proses elektroplating.Perak  nitrat  biasanya  digunakan  untuk  penyepuhan  pada nikel  dengan  menggunakan  listrik.Jenis plating  biasanya  digunakan untuk memproduksi jeweleryjam tangan. 
b. Cermin  :  Salah  satu  proses  paling  terkemuka  yang  menggunakan  perak nitrat, adalah “ Reagent Tollen”, di mana perak nitrat digunakan pada sisi belakang cermin untuk memberikan refleksi yang jelas dan rinci 
c. Pewarna  dan  Tinta  :  Selain  menggunakan  industri  seperti plating,  perak nitrat  juga  digunakan  dalam  berbagai  pewarna  dan  tinta  yang  termasuk pewarna rambut. 
d. Bahan  Peledak  :  Perak  nitrat  juga  digunakan  dalam  berbagai  bahan peledak yang meliputi silver acetylide dan silver azida. 
e. Fotografi : Perak nitrat digunakan untuk membuat basis  film pada kimia fotografi.  
f. Keramik  :  Perak  nitrat  juga  digunakan  dalam  keramik  untuk  membuat warna yang berbeda (Purnamasari, 2016).
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