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ABSTRAK

AKTIVITAS ANTI-Bacillus NANOPARTIKEL PERAK HASIL

SINTESIS HIJAU YANG DIMEDIASI EKSTRAK DAUN PALA

(Mpyristica fragrans Houtt.) DAN PENGARUHNYA TERHADAP
POPULASI MIKROBA PADA MIE BASAH

Oleh

Dandy Tiara Putra

NPM : 223020087
(Program Studi Teknologi Pangan)

Mie basah merupakan salah satu produk pangan yang banyak dikonsumsi di
Indonesia. Namun, tingginya kadar air dan pati menyebabkan mie basah rentan
terkontaminasi oleh genus Bacillus, sehingga memiliki umur simpan yang singkat
dan mendorong penggunaan pengawet sintesis yang kini mulai dihindari karena
kekhawatiran terhadap dampak kesehatan. Hal ini memicu perkembangan
pemanfaatan pengawet alami sebagai solusi alternatif, salah satunya adalah ekstrak
daun pala (Myristica fragrans Houtt.). Akan tetapi, ekstrak daun pala memiliki
antibakteri yang lebih lemah dibandingkan pengawet sintesis. Sehingga diperlukan
suatu metode untuk meningkatkan efektivitasnya, salah satu caranya yaitu dengan
nanoteknologi berupa sintesis menjadi nanopartikel yang dimediasi ekstrak daun
pala. Penelitian ini1 bertujuan untuk menentukan karakteristik fisikokimia bubuk
daun pala meliputi kadar air, warna, pH, dan aktivitas air (aw) dan ekstraksi dengan
metode maserasi, mensintesis NL-AgNPs (Nutmeg Leaf Silver Nanoparticles)
berbasis ekstrak daun pala, menentukan aktivitas anti-Bacillus dari ekstrak daun
pala dan NL-AgNPs, serta mengevaluasi pengaruh penambahan ekstrak daun pala
dan NL-AgNPs terhadap populasi mikroba pada produk mie basah. Metode
penelitian diawali dengan pengeringan daun pala tua yang kemudian dihaluskan
menjadi bubuk, kemudian dianalisa fisikokimia, dilanjutkan dengan ekstraksi
dengan pelarut etanol 99,5% pada perbandingan 1:3 (b/v) hingga menghasilkan
ekstrak kasar. Selanjutnya sintesis NL-AgNPs dengan melarutkan ekstrak daun
pala kasar 10% terhadap 1 mM AgNOs. Pengujian aktivitas antibakteri diuji dengan
metode Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) yang meliputi Well
Diffusion assay (WDA), Minimum Inhibitory Concentration (MIC), dan Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) terhadap Bacillus subtilis, B. cereus, B.
pumilus, dan B. megaterium. Kemudian, mengevaluasi pengaruh ekstrak daun pala
dengan konsentrasi 0,10% dan 1,00% serta NL-AgNPs 0,01% dan 0,10% terhadap
populasi mikroba pada mie basah selama 10 hari penyimpanan dengan suhu ruang
(25,00 £ 2,00°C) dan pendinginan (4,00 + 2,00°C). Hasil penelitian bahwa bubuk
daun pala memiliki nilai kadar air 10,48 + 0,66%, warna warna L* 41,05 + 0,62,
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a*1,87+0,22,dan b* 11,72+ 2,89, pH 4,43 £ 0,07, dan a,, 0,61 £ 0,01. Rendemen
ekstrak kasar yang diperoleh sebesar 11,32 + 0,00%. Pada uji WDA menunjukkan
ekstrak 10% memiliki nilai rata-rata zona hambat 11,5 £ 0,87 mm hingga 12,5 +
1,80 mm, sedangkan NL-AgNPs 1% memiliki nilai rata-rata zona hambat 11,83 +
0,29 mm hingga 15,33 +£4,01 mm. Pertumbuhan Bacillus spp. dapat dihambat oleh
ekstrak dan NL-AgNPs dengan nilai MIC masing-masing berkisar 3,13 — 12,5
mg/mL dan 0,31 — 0,63 mg/mL. Selanjutnya, Bacillus spp. dapat dibunuh oleh
ekstrak dan NL-AgNPs dengan nilai MBC masing-masing sebesar >50,00 mg/mL
dan >5,00 mg/mL. Pada aplikasi pangan, ekstrak dan NL-AgNPs menunjukkan
kemampuan membunuh mikroba (0,00 logio CFU/mL) pada mie basah dimulai dari
hari ke-3 hingga hari ke-10, baik pada suhu ruang maupun pendinginan. Dengan
demikian, ekstrak daun pala dan NL-AgNPS berpotensi digunakan sebagai
pengawet alami yang efektif dalam memperpanjang umur simpan pada mie basah.

Kata Kunci : Aktivitas antibakteri, daun pala (Myristica fragrans Houtt.), ekstrak
daun pala, NL-AgNPs, mie basah.
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ABSTRACT

ANTI-Bacillus ACTIVITY OF GREEN-SYNTHESIZED SILVER
NANOPARTICLES MEDIATED BY NUTMEG LEAF EXTRACT
(Mpyristica fragrans Houtt.) AND THEIR EFFECT ON
MICROBIAL POPULATIONS IN WET NOODLES

By
Dandy Tiara Putra

NPM : 223020087
(Departement of Food Technology)

Wet noodles are one of the most widely consumed food products in Indonesia.
However, their high water and starch content makes them susceptible to
contamination by the genus Bacillus, resulting in a short shelf life and driving the
use of synthetic preservatives—which are now increasingly being avoided due to
health concerns. This has spurred the development of natural preservatives as an
alternative solution, one of which is nutmeg leaf extract (Myristica fragrans
Houtt.). However, nutmeg leaf extract has weaker antibacterial properties
compared to synthetic preservatives. Therefore, a method is needed to enhance its
effectiveness, specifically the synthesis of nanoparticles mediated by nutmeg leaf
extract. This study aims to determine the physicochemical characteristics of
nutmeg leaf powder, including moisture content color, pH, and water activity (aw),
and to extract using the maceration method, to synthesize NL-AgNPs (Nutmeg
Leaf Silver Nanoparticles) based on nutmeg leaf extract, to determine the anti-
Bacillus activity of nutmeg leaf extract and NL-AgNPs, and to evaluate the effect
of adding nutmeg leaf extract and NL-AgNPs on the microbial population in wet
noodle products. The research method began with the drying of mature nutmeg
leaves, which were then ground into powder and subjected to physicochemical
analysis, this was followed by extraction with 99,5% ethanol at a 1:3 (w/v) ratio to
produce a crude extract. Next, NL-AgNPs were synthesized by dissolving a 10%
crude nutmeg leaf extract in | mM AgNOs. Antibacterial activity was tested using
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) methods, including the Well
Diffusion Assay (WDA), Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) against Bacillus subtilis, B. cereus, B. pumilus,
and B. megaterium. Subsequently, the effects of nutmeg leaf extract at
concentrations of 0,10% and 1,00% as well as NL-AgNPs at 0,01% and 0,10% on
the microbial population in wet noodles during 10 days of storage at room
temperature (25 £ 2°C) and refrigerated conditions (4 + 2°C). The results of study
showed that nutmeg leaf powder had a moisture content of 10,48 + 0,66%, color
values of L* color 41,05 + 0,62, a* 1,87 + 0,22, and b* 11,72 = 2,89, a pH
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4,43+ 0,07, and an a ay 0,61 = 0,01. The crude extract yield obtained was 11,32 +
0,00%. In the WDA test, the 10% extract showed an average inhibition zone from
11,5+ 0,87 mm to 12,5 = 1,80 mm, while the 1% NL-AgNPs showed an average
inhibition zone 11,83 + 0,29 mm to 15,33 + 4,01 mm. The growth of Bacillus spp.
can be inhibited by the extract and NL-AgNPs, with MIC ranging from 3,13 to 12,5
mg/mL and 0,31 to 0,63 mg/mL, respectively. Furthermore, Bacillus spp. can be
killed by extract and NL-AgNPs with MBC values of >50,00 mg/mL and >5,00
mg/mL, respectively. In food applications, the extract and NL-AgNPs
demonstrated antimicrobial activity (0.00 log10 CFU/mL) in wet noodles from day
3 to day 10, both at room temperature and under refrigerated conditions. Thus,
nutmeg leaf extract and NL-AgNPs have the potential to be used as effective
natural preservatives for extending the shelf life of wet noodles.

Keywords: Antibacterial activity, nutmeg leaves (Myristica fragrans Houtt.),
nutmeg leaf extract, NL-AgNPs, wet noodles.
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I PENDAHULUAN

Bab ini menguraikan mengenai : (1.1) Latar Belakang, (1.2) Identifikasi Masalah,
(1.3) Maksud dna Tujuan Penelitian, (1.4) Manfaat Penelitian, (1.5) Kerangka

Pemikiran, (1.6) Hipotesis Penelitian, dan (1.7) Waktu dan Tempat Penelitian.

1.1 Latar Belakang

Seiring dengan meningkatnya kesadaran masyarakat akan kesehatan dan
kepedulian lingkungan, kebutuhan bahan pengawet alami terus meningkat.
Penggunaan pengawet sintetis dalam industri pangan tergolong efektif untuk
memperpanjang umur simpan, tetapi kekhawatiran mengenai potensi dampak
negative terhadap kesehatan bersifat akumulatif di dalam tubuh seperti iritasi kulit,
mual, muntah, pusing, keracunan hingga kematian (Swastika et al., 2020). Selain
itu, penelitian mengenai ekstrak tanaman memiliki efek antioksidan dan
antimikroba dapat menyaingi bahkan melampaui pengawet sintetis seperti
Butylated hydroxyanisole (BHA) dan Butylated Hydroxytoluene (BHT) (Shah et
al., 2014). Hal tersebut semakin mendukung pengawet alami dari sumber daya

hayati sebagai sebuah solusi.

Mikroorganisme merupakan makhluk hidup mikroskopis yang memiliki peran
dalam berbagai aspek kehidupan. Sebagian mikroorganisme bersifat
menguntungkan seperti asam laktat yang digunakan dalam fermentasi, namun tidak
sedikit pula yang bersifat merugikan karena bersifat patogenik. MIkroorganisme
patogen dapat diartikan sebagai jasad renik penyebab penyakit yang bekerja lewat
dua jalur utama dengan merusak jaringan inang secara fisik atau memisahkan diri

dari sel pada Lokasi replikasi untuk menyebar (Putri et al., 2023).

Salah satu kelompok bakteri yang menjadi tantangan besar dalam keamanan
pangan adalah Bacillus spp. spesies yang sulit untuk dikendalikan karena
kemampuannya dalam membentuk endospore yang memiliki daya tahan luar biasa

terhadap stres lingkungan, seperti suhu tinggi, radiasi, penggunaan desinfektan,



hingga kondisi kering (Logan, 2011). Ketika kondisi lingkungan membaik, spora
dapat berkecambah kembali menjadi sel vegetatif yang aktif. Dalam fase aktifnya,
bakteri ini memproduksi toksin dan enzim dekstruktif yang tidak hanya
menurunkan kualitas serta memicu kebusukan pangan, tetapi juga berisiko

menimbulkan penyakit bawaan makanan .

Mie basah merupakan karakteristik yang memiliki kelemahan berupa daya simpan
yang rendah karena kadar air dan pati basah yang tinggi serta memiliki kadar
karbohidrat yang tinggi, namun minim kandungan senyawa antioksidan. Sehingga
mie basah sangat sangat rentan terhadap kontaminasi berbagai mikroorganisme,
termasuk virus, kapang, khamir, hingga bakteri patogen seperti Bacillus.
Kontaminasi mikroba secara signifikan menurunkan standar kualitas dari mie

basah. (Handayani & Kumalasari, 2022).

Nanoteknologi merupakan disiplin ilmu interdisipliner yang mengintegrasikan
prinsip fisika, kimia, biologi, dan teknik guna memanipulasi materi pada skala
molekuler atau objek-objek kecil (Ahmad et al.,, 2024). Transformasi yang
dibawakan oleh nanoteknologi memberikan dampak signifikan pada sektor
industri, khususnya dalam pembaharuan keamanan dan pengawetan pangan. Salah
satu aplikasi nanoteknologi pada kemampuan nanomaterial dalam mendeteksi
keberadaan patogen dan toksin melalui karakteristik unik yang dimilikinya
(Ahmad et al., 2024). Di antara berbagai jenis nanomaterial, nanopartikel menjadi
pilihan karena memiliki luas permukaan yang besar. Keunggulan structural ini
memungkinkan terjadinya interaksi langsung dengan mikroorganisme, sehingga
memposisikan nanopartikel sebagai kandidat agen antimikroba dan pengawet yang

sangat potensial dalam industri pangan.

Nanopartikel perak (AgNPs) menunjukan potensi luar biasa sebagai agen
antimikroba spektrum luas. AgNPs efektif dalam menghambat pertumbuhan
berbagai mikroorganisme patogen dan perusak pangan, termasuk bakteri gram

positif, gram negatif, dan jamur (Jones et al., 2010). Mekanisme kerja yang



multifaset, mulai dari merusak membran sel, mengganggu fungsi protein dan DNA,
serta menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS) (Siddiqi et al., 2018). Sehingga

AgNPs menjadi kandidat untuk diaplikasikan dalam sistem pengawetan makanan.

Produksi nanopartikel perak melalui metode konvensional sering kali menghadapi
kendala terkait penggunaan bahan kimia sintetis yang bersifat polutif dan
meninggalkan residu toksik pada produk akhir (Singh et al., 2021). Sebagai Solusi
alternatif yang lebih berkelanjutan, pendekatan green synthesis menawarkan
produser yang ramah lingkungan dengan memanfaatkan ekstrak organisme
biologis sebagai agen pereduksi sekaligus penstabil (Rawwat et al., 2018). Dalam
konteks ini, daun pala (Myristica fragrans Houtt.) menjadi bahan potensial karena
kandungan senyawa bioaktifnya, seperti fenolik dan flavonoid, yang mampu
berperan sebagai agen pereduksi dan penstabil alami dalam pembentukan AgNPs

(Nurmilasari et al., 2017).

Kendati potensi AgNPs sebagai agen antimikroba telah banyak diteliti, studi yang
mengintegrasikan sintesis hijau AgNPs dengan bahan alami masih sangat terbatas
(Ghosh et al., 2025). Khususnya, penggunaan ekstrak daun pala sebagai agen
reduktor dalam pembentukan AgNPs belum banyak dieksplorasi. Sehingga,
penelitian in1i menawarkan kebaharuan dengan mengeksplorasi potensi daun pala
sebagai agen reduktor alami untuk mengisi celah pengetahuan, dan inovasi
diharapkan menjadi landasan bagi pemanfaatan AgNPs sebagai pengawet pangan

alami yang efektif dalam menanggulangi permasalahan di industri pangan.

1.2 Identifikasi Masalah

Berdasarkan latar belakang, maka masalah-masalah yang dapat diidentifikasi
adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana karakteristik fisikokimia bubuk daun pala (Myristica fragrans

Houtt.) dan bagaimana hasil esktraksi bubuk daun pala menggunakan

pelarut etanol absolute 99,5%?



2. Bagaimana proses sintesis hijau nanopartikel perak dengan menggunakan

ekstrak daun pala serta bagaimana aktivitas anti-Bacillus dari ekstrak dan
NL-AgNPs?

Bagaimana pengaruh ekstrak daun pala dan NL-AgNPs dengan berbagai
konsentrasi dalam menekan pertumbuhan mikroba pada mie basah selama

masa penyimpanan dengan suhu yang berbeda?

1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian

Penelitian ini bermaksud untuk mengembangkan metode sintesis hijau

nanopartikel perak dengan ekstrak daun pala, serta mengevaluasi pengaruh sebagai

agen antibakteri terhadap pertumbuhan Bacillus spp. dan sebagai pengawet alami

dalam upaya meningkatkan keamanan dan mutu mie basah selama penyimpanan.

Penelitian ini memiliki tujuan berjenjang sebagai berikut :

1.

Menganalisis karakteristik fisikokimia bubuk daun pala (Myristica
fragrans Houtt.) serta mengevaluasi hasil ekstraksi bubuk daun pala
menggunakan pelarut etanol 99,5%.

Mensintesis nanopartikel perak melalui metode sintesis hijau menggunakan
ekstrak daun pala serta menguji aktivitas antibakteri ekstrak daun pala dan
nanopartikel perak hasil sintesis hijau (NL-AgNPs) terhadap Bacillus spp.
Mengevaluasi pengaruh berbagai konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-
AgNPs terhadap populasi mikroba pada mie basah selama masa

penyimpnana pada suhu yang berbeda.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diharapkan dari terlaksananya penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1.

Memberikan informasi mengenai data hasil karakteristik fitokimia dari
bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) meliputi pada kadar air, warna,
pH dan aktivitas air (ay) serta efektivitas metode ekstraksi menggunakan

etanol absolute 99,5%.



2. Menyediakan pengetahuan dalam sintesis hijau nanopartikel perak (NL-
AgNPs) menggunakan ekstrak daun pala. Serta memberikan data hasil
mengenai aktivitas NL-AgNPs dan ekstrak daun pala terhadap Bacillus spp.

3. Memberikan informasi dan inovasi terhadap industri pangan mengenai
pontesi NL-AgNPs dalam aplikasi pengawetan pangan, khususnya pada
mie basah. Sehingga dapat menjadi alternatif pengawet alami yang lebih

aman.

1.5 Kerangka Pemikiran

Pala (Myristica fragrans Houtt.) merupakan komoditas rempah unggulan yang
memiliki nilai ekonomi strategis di pasar global. Selama ini, sektor industri pangan,
farma, hingga kosmetik cenderung memusatkan eksploitasi pada bagian buah dan
biji sebagai produk utama. Di sisi lain, potensi daun pala masih terabaikan dan
belum dioptimalkan secara komersial, sehingga bagian ini menjadi limbah atau
hasil samping yang kurang mendapat perhatian dalam riset maupun aplikasi

industri (Widyawati et al., 2020).

Potensi daun pala didukung dengan kandungan senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, fenolik, saponin, dan flavonoid yang berperan sebagai agen antibakteri.
Selain itu, minyak atsiri yang terkandung pada daun pala memiliki potensi aktivitas
antibakteri (Niken et al,m 2024). Diketahui bahwa mekanisme kerja dari minyak
atisiri didasarkan pada kemampuan penetrasi minyak atsiri yang tinggi terhadap
dinding sel mikroba, yang akan memicu kebocoran intraseluler dan menyebabkan

kematian sel bakteri secara efektif.

Proses ekstraksi bertujuan untuk mengisolasi senyawa kimia atau komponen aktif
yang terkandung dalam sampel. Efektivitas proses ini sangat bergantung pada
tingkat polaritas pelarut, di mana pelarut polar atau semipolar memiliki kapasitas
untuk melarutkan spektrum senyawa yang luas secara optimal. Proses ini bekerja

berdasarkan prinsip distribusi zat terlarut dalam senyawa aktif melalui penggunaan



dua jenis pelarut yang memiliki polaritas berbeda atau tidak saling bercampur
(Handoyo, 2020). Etanol menjadi pelarut karena kandungan toksisitas yang lebih
rendah dibandingkan methanol atau asetoon, serta ramah lingkungan dan
ekonomis. Selain itu, efisiensinya yang tinggi dalam mengekstrak senyawa
flavonoid dan fenolik (Hakim & Saputri, 2020), etanol juga bersifat food grade dan
pharmaceutical grade (Permatasari et al., 2020). Adapun Teknik ekstraksi yang

digunakan yaitu maserasi.

Maserasi merupakan teknik ekstraksi dengan cara merendam sampel dalam pelarut
organik dalam periode waktu tertentu guna mengisolasi komponen aktif target.
Penggunaan etanol dalam metode ini didasarkan pada karakteristik sebagai pelarut
universal yang efektif dalam mengikat senyawa dengan polaritas beragam, dari
senyawa polar maupun semi-polar. Hal ini memungkinkan penarikan metabolit

sekunder secara optimal, seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin (Riwanti et

al., 2020).

Nanopartikel perak (AgNPs) merupakan material nano yang memiliki spektrum
aktivitas biologis yang luas, mencakup sifat antibakteri, antijamur, antiviral, hingga
antiinflamasi.  Keunggulan AgNPs dalam menghambat pertumbuhan
mikroorganisme disebabkan kemampuannya dalam menginduksi kerusakan
structural pada dinding sel serta mengintervensi fungsi enzimatik seluler. Selain
itu, AgNPs memicu kerusakan pada asam nukleat bakteri, yang secara efektif
menghambat proses replikasi dan menghambat pertumbuhan sel (Handoko et al.,

2022).

Sintesis hijau AgNPs merupakan sebuah inovatif yang memanfaatkan senyawa
bioaktif tumbuhan sebagai bioreduktor untuk mengubah ion perak (Ag") menjadi
bentuk logam (Ag®). Teknik ini dikategorikan sebagai metode ramah lingkungan
karena meniadakan pembentukan residu toksik serta meminimalisir risiko paparan
logam berat terhadap ekosistem dan kesehatan makhluk hidup (Qurrataayun et al.,

2020).Dalam pendekatan sintesis hijau, metabolit sekunder seperti senyawa



fenolik, flavonoid, dan terpenoid berperan pentingn dalam mereduksi ion maupun

sebagai agen penstabil partikel untuk mencegah agregasi partikel.

Kontaminasi bakteri patogen merupakan ancaman terhadap kualitas dan keamanan
pangan. Salah satu genus yang menjadi perhatian adalah Bacillus spp. khususnya
B. cereus, sebagai gram positif dan anaerob fakultatif, B. cereus memiliki daya
tahan luar biasa terhadap kondisi lingkungan ekstrem berkat kemampuan
pembentukan sporajnya (Samodra et al., 2024). Pada saluran pencernaan manusia,
B. cereus dapat memicu gejala nyeri perut dan diare melalui sekresi berbagai toksin
berbahaya, seperti hemolysin BL (Hbl), enterotoksin nonhemolitik (Nhe), dan

sitotoksin Cytk dalam usus manusia (Samodra et al., 2024).

Penggunaan pengawet pada dasarnya bertujuan untuk menekan laju pertumbuhan
serta aktivitas mikroorganisme pembusuk dan patogen yang berisiko merusak
integritas pangan. Selain pengendalian mikrobiologis, proses pengawetan
meminimalisir reaksi kimiawi yang dapat menurunkan kualitas mutu produk.
Menurut Winarno (1993), pengawetan yang efektif yaitu mampu mencegah
oksidasi lipid (ketengikan) sekaligus mempertahankan atribut penting seperti
kandungan gizi, tekstur, dan sensoris makanan. Berdasarkan potensi aktivitas
antibkateri serta kandungan metabolit sekunder yang dimilikinya, ekstrak daun

pala menunjukkan peluang untuk dikembangkan sebagai pengawet alami.

1.6 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah diuraikan diatas, maka dapat diambil
hipotesis sebagai berikut :
1. Diduga bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dapat dikarakterisasi
dan dapat diekstraksi menggunakan etanol absolute 99,5%
2. Diduga ekstrak daun pala dapat disintesis menjadi NL-AgNPs dan

menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Bacillus spp.



3. Diduga ekstrak daun pala dan NL-AgNPs dapat menekan pertumbuhan

mikroba pada mie selama penyimpanan.

1.7 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dimulai dari 12 Agustus 2025 hingga 9 September 2025. Dilakukan di
Laboratorium - laboratorium Fakulti [lmu dan Teknologi Makanan, Universiti
Putra Malaysia, Selangor, Malaysia dengan rincian sebagai berikut:
1. Laboratorium Pemrosesan Makanan untuk pembuatan bubuk daun pala dan
karakterisasi bubuk daun pala.
2. Laboratorium Kimia Makanan untuk ekstraksi bubuk daun pala.
3. Laboratorium Mikrobiologi Makanan untuk pengujian antibakterial dan

evaluasi aplikasi bahan makanan.



II TINJAUAN PUSTAKA

Bab ini akan menguraikan mengenai: (2.1.) Tanaman pala, (2.2.) Mie Basah, (2.3)
Bacillus, (2.4.) Nanoteknologi, dan (2.5.) Karakteristik Toxic Nutmeg Leaf Silver
Nanoparticles (NL-AgNPs).

2.1 Tanaman Pala (Myristica fragrans Houtt.)

2.1.1 Biologi Pala

Tanaman pala (Myristica fragrans Houtt.) (Gambar II.1) merupakan tanaman bebiji
tertutup (4ngiospermae), berbiji tunggal dan berkeping dua (dikotil). Tanaman pala
merupakan tanaman asli Indonesia yang pada awalnya berkembang di daerah
Banda dan sekitarnya. Selanjutnya tanaman pala menyebar dan berkembang di
Sulawesi utara sampai ke Aceh. Khususnya di Kabupaten Kepulauan Sangihe,
tanaman pala merupakan salah satu tanaman perkebunan utama yang menjadi

andalan daerah (Legoh et al., 2020).

Tanaman pala memiliki 200 spesies yang tersebar luas di wilayah tropis, dengan
habitat optimal pada elevasi 0 hingga 700 meter di atas permukaan laut.
Pertumbuhan tanaman pala ini bergantung pada kondisi edafik, meliputi lapisan top
soil yang cukup dalam, ketersediaan hara yang mencukupi, serta sistem drainase
dan aerasi tanah yang baik. Pala cenderung tumbuh subur pada tanah bertekstur
pasir hingga lempung yang kandungan bahan organic yang tinggi. Secara
morfologi, pohon pala memiliki tajuk yang rimbun dengan tinggi batang berkisar
antara 10-18 m dan diameter 30-45 cm. Bentuk mahkotanya meruncing kea rah
puncak dengan bagian atas cenderung membulat serta kerapatan daun yang tinggi.
Secara reproduktif, pala umumnya bersifat berjenis kelamin tunggal, meskipun
variasi berjenis kelamin ganda terkadang ditemukan. Terdapat perbedaan jelas
antara pohon betina dengan memiliki cabang yang tumbuh secara horizontal,
sedangkan pohon Jantan dicirikan dengan percabangan yang mengarah ke atas

membentuk sudut lancip terhadap batang utama (Suyono et al., 2017).
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Gambar II.1 Tanaman Pala

Klasifikasi ilmiah tanaman pala disajikan pada Tabel II.1 sebagai berikut :

Tabel II.1 Taksonomi Tanaman Pala (Kumari et al., 2021).

Level Taksonomi Nama Taksonomi

Kingdom Plantae

Sub kingdom Viridiplantae

Classi Magnoliopsida

Ordo Myristicaceae

Familia Mpyristicaceae
Genus Myristica

Spesies Myristica Fragrans Houtt.

Daun pala (Gambar I1.2) berwarna hijau mengkilat, baik hijau muda ataupun hijau
tua, tergantung pada usia daun. Daun pala memiliki panjang 5-15cm, lebar 3-7 cm

dengan panjang tangkai daun 0,7-1,5 cm (Suryono et al, 2017).
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Gambar I1.2 Daun Pala

2.1.2 Fitokimia Daun Pala

Fitokimia merupakan disiplin ilmu yang mengeksplorasi karakteristik, struktur,
serta interaksi berbagai senyawa kimia dalam tumbuhan, khususnya kelompok
metabolit primer dan sekunder. Metabolit sendiri didefinisikan sebagai keseluruhan
produk dari proses biokimia yang terjadi di dalam sel hidup, yang mencakup jalur
sintesis maupun penguraian senyawa organik. Berdasarkan fungsinya, metabolit
diklasifikasikan menjadi dua kategori utama, yaitu metabolit primer dan sekunder

(Julianto, 2019).

Metabolit primer merupakan senyawa organic esensial yang terlibat langsung
dalam proses fisiologis dasar, seperti pertumbuhan, perkembangan, dan reproduksi
tanaman. Di sisi lain, metabolit sekunder disintesis melalui jalur metabolisme
khusus dan tidak berperan langsung dalam pertumbuhan primer, melainkan
berfungsi sebagai instrument pertahanan hayati. Senyawa ini berperan penting
dalam interaksi antagonis, termasuk perlindungan terhadap herbivora dan
mikroorganisme patogen, sehingga memungkinkan tanaman untuk beradaptassi
dan mempertahankan keberlangsungan hidup di bawah tekanan lingkungan

(Julianto, 2019).
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Hasil skrining fitokimia pada ekstrak daun pala yang diperoleh melalui ekstraksi
pelarut etanol 70% menunjukkan bahwa keberadaan berbagai kelompok metabolit
sekunder yang meliputi alkaloid, flavonoid, polifenol, saponin, dan terpenoid.
Selain itu terdapat antioksidan dan antibakteri dari daun pala dengan kandunaggn
senyawa fenoliknya (Paneerchelvan et al., 2015). Berdasarkan analisis kadar
fenolik dengan menggunakan asam galat sebagai larutan standar didapatkan
panjang gelombang 766 nm, dengan ekstrak daun pala memiliki nilai rata-rata

sebesar 53,3797 mg ekuivalen asam galat/mg (Putri et al., 2023).

Karakteristik kimiawi dipertegas oleh Saputri et al (2015), yang melaporkan
keberadaan senyawa spesifik seperti kuinon, lignan, dan fenilpropanoid. Kuinon,
yang merupakan turunan dari senyawa fenol, memiliki peranan biologis dan
farmakologis yang krusial sebagai agen antijamur, antimalaria, antioksidan,
antibakteri hingga antikanker (Kurnia et al., 2021). Selain kuinon, kelompok fenol
alami lainnya ditemukan pada daun pala adalah lignan dan fenilpropanoid, yang
secara kolektif memperkuat potensi daun pala sebagai pengawet alami (Teponno et

al., 2016; Deng & Lu, 2017).

2.1.3 Bioaktif Daun Pala

Senyaw bioaktif didefinisikan sebagai substansi kimia yang memiliki aktivitas
biologis dan kapasitas untuk berinteraksi dengan jaringna hidup guna menginduksi
respons fisiologis maupun seluler tertentu. Dampak yang dihasilkan dapat berupa
modifikasi fungsi biologis yang bersifat menguntungkan atau merugikan bagi
organisme target, tergantung pada karakteristik spesifik dan dosis senyawa tersebut
(Aloanis et al., 2024). Dalam bidang pangan, senyawa ini dikategorikan sebagai
komponen non-nutrisi yang ditemukan konsentrasi rendah, mampu memodulasi

metabolisme tubuh untuk meningkatkan status kesehatan.

Pada jaringan tumbuhan, senyawa bioaktif umumnya merupakan metabolit

sekunder yang berperan penting dalam sistem pertahanan hayati dan adaptasi
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terhadap tekanan lingkungan. Daun pala (Myristica fragrans Houtt.) secara spesifik
menyimpan berbagai metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan
senyawa fenolik yang berperan sebagai agen antibakteri dan antioksidan. Menurut
Paneerchelvan et al. (2015), alkaloid berperan dalam mengintervensi integritas
komponen penyusun sel, yang mengakibatkan kegagalan pembentukan dinding sel
secara sempurna serta memicu kematian sel. Selain itu, alkaloid juga memiliki
kapasitas untuk menghambat biosintesis asam nukleat pada bakteri. Di sisi lain,
flavonoid menunjukkan aktivitas antibakteri melalui tiga mekanisme utama, yakni
inhibisi sintesis asam nukleat, perusakan fungsi membrane sel, serta gangguan pada
sistem metabolisme energi. Sementara itu, saponin bekerja sebagai agen aktif
permukaan yang mampu menurunkan tegangan permukaan membrane sel. Proses
ini meningkatkan permeabilitas membrane secara signifikan, yang pada akhirnya
menyebabkan kebocoran konstituen intraseluler dan keluarnya senyawa-senyawa

penting dari dalam sel (Putri et al., 2024).

Selain Berperan sebagai agen antibakteri, senyawa bioaktif dalam daun pala
menunjukkan kemampuan antioksidan yang signifikan, yang terutama berasal dari
kelompok senyawa fenolik. Sebagai metabolit sekunder, senyawa fenolik memiliki
kemampuan untuk menghentikan rantai reaksi oksidatif dengan menangkal radikal
bebas. Menurut Wardani et al (2020), mekanisme antioksidan terjadi melalui donor
elektron atau atom hidrogen dari gugus hidroksil fenolik kepada molekul radikal
bebas. Proses tersebut memungkinkan penetralan spesies reaktif dan menghambat

pembentukan radikal baru secara efektif.

Selain itu, senyawa bioaktif pada daun pala memiliki peran dalam memodulasi
stress oksidatif serta mendukung mekanisme perbaikan jaringan. Hal ini berkaitan
dengan regulasi spesies oksigen reaktif (ROS) dan stimulasi faktor pertumbuhan
yang penting dalam proses regenerasi sel. Ekstrak methanol pada daun pala mampu
menghambat aktivitas enzim a-amilase, yang mengindikasikan bahwa daun pala
dapat dimanfaatkan sebagai agen antidiabetes melalui kontrol penyerapan pada

glukosa (Azrial, 2025).
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2.2 Mie Basah

2.2.1 Tinjauan Mie Basah

Sebagai salah satu produk olahan serelia, mie merupakan bahan pangan yang sangat
popular dan dikonsumsi secara luas oleh masyarakat di Kawasan Asia, termasuk
Indonesia. Berdasarkan secara luas pengolahannya, komoditas mie di Indonesia
secara umum diklasifikasikan menjadi tiga kategori utama, yaitu mie basah, mie
kering, dan mie instan. Di antara ketiga jenis tersebut, mie basah (Gambar II.3)
tegolong cukup popular dan sering dijadikan pangan pokok substitusi nasi.
Keunggulan mie basah yang segar, tekstur yang kenyal, serta umunya tanpa

penambahan bahan pengawet (Maharani et al., 2023).

Gambar II.3 Mie Basah

Selain itu terdapat komposisi gizi pada mie basah per 100 gram yang disajikan

Tabel I1.2 sebagai berikut :
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Tabel I1.2 Komposisi Gizi Mie Basah per 100 gram (Astawan, 1999).

Zat Gizi Mie Basah
Energy (kal) 86
Protein (g) 0.6
Lemak (g) 33
Karbohidrat (g) 14
Kalsium (mg) 13
Besi -
Vitamin A -

Vitamin B1 (mg) -
Vitamin C (mg) -
Air (mg) 80

Tepung terigu merupakan komponen utama dalam pembuatan mie basah. Tepung
terigu sendiri merupakan hasil penggilingan biji gandum hingga menjadi serbuk
halus. Berdasarkan data komposisi gizi, setiap 100 gram tepung terigu mengandung
energi sebesar 365 kkal, karbohidrat 77,3 g, protein 8,9 g, lemak 1,3 g, serta -
karoten 180 SI/g (Maharani et al., 2023). Tingginya kandungan karbohidrat
menempatkan tepung terigu sebagai sumber energi dominan, sementara kandungan
protein, khususnya gluten, memegang peran penting dalam pembentukan kerangka

adonan yang bersifat elastis dan kenyal.

Mie basah didefinisikan sebagai produk pangan melalui proses perebusan dengan
kadar air yang cukup tinggi, yakni mencapai sekitar 52%. Kondisi kadar air yang
tinggi tersebut menyebabkan mie basah memiliki stabilitas penyimpanan yang
rendah, dengan daya tahan hanya berkisar antara 10 hingga 12 jam pada suhu ruang.
Tahap produksinya meliputi pencampuran bahan untuk pembentukan jaringan
gluten dan homogenisasi adonan, dilanjutkan dengan proses pengistirahatan
(resting), pembentukan lembaran (sheeting), pencetakan, hingga pemasakan.

Tingginya kadar air serta paparan lingkungan selama proses produksi secara
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signifikan meningkatkan risiko kontaminasi dan pertumbuhan mikroorganisme

perusak (Nurfina et al., 2022).

2.2.2 Kontaminan Mie Basah

Mie basah memiliki kelemahan utama pada daya simpan yang relative singkat, yang
ditandai dengan degradasi mutu seperti timbulnya aroma asam, perubahan tekstus
menjadi lunak dan berlendir, serta struktur yang mudah hancur. Kerentanan ini
bersumber dari tingginya kadar air pada mie yang mendukung pertumbuhan dari
mikroorganisme, seperti virus, kapang, khamir, dan bakteri. selain faktor kadar air,
tingginya kandungan karbohidrat yang tidak diimbangi dengan kandungan
antioksidan turut mempercepat laju kerusakan pada mie basah (Handayani &

Kumalasari, 2022).

Berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI) (2009), kelompok mikroba perusak
yang umum ditemukan pada produk olahan berbasis tepung terigu adalah bakteri
dari genus Bacillus dan beberapa jenis kapang. Kontaminasi mikrobiologis ini
mengakibatkan perubahan signifikan pada atribut fisik, komposisi kimia, serta
organoleptic bahan pangan (Fardiaz, 1992). Aroma asam yang muncul merupakan
produk samping dari metabolisme mikroorganisme, bakteri aerobik pembentuk
spora, seperti Bacillus, memiliki kemampuan untuk mensekresi enzim amilase guna
menghidrolisis pati dalam tepung terigu sebagai sumber energi utama, sehingga
mampu tumbuh optimal pada kondisi kadar air tinggi. Sebaliknya, pada aktivitas
air yang lebih rendah, kapang dari genus Rhizopus cenderung mendominasi,
ditandai dengan pembentukan miselia dan spora berwarna hitam yang khas

(Puspasari, 2007).

2.3 Bacillus

2.3.1 Genus Bacillus
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Bakteri merupakan mikroorganisme prokariotik uniseluler yang berkembang biak
secara aseksual dengan pembelahan sel. Struktur sel bakteri terdiri atas dinding sel
yang berfungsi melindungi protoplas. Protoplas tersusun dari membran sitoplasma
yang membatasi komponen intraseluler serta struktur lain seperti ribosom dan
kromosom yang berada didalamnya (Padoli, 2016). Bakteri tidak memiliki
membran inti, sedangkan komponen genetiknya terdapat di dalam molekul DNA
tunggal yang terletak di dalam sitoplasma. Bakteri dapat hidup secara bebas,
parasit, maupun saprofit, dan berperan sebagai patogen pada manusia, hewan, dan
tumbuhan. Habitat bakteri tersebar luas di berbagai lingkungan, seperti tanah, air
laut, atmosfer, lumpur, maupun bahan pangan. Secara morfologi, bakteri memiliki

variasi bentuk, antara lain bulat, spiral, dan batang (Alimuddin, 2005).

Perkembangan bakteri dalam bahan pangan dipengaruhi oleh kondisi lingkungan,
terutama suhu dan ketersediaan nutrisi. Pertumbuhan bakteri dalam bahan pangan
dapat mengakibatkan perubahan fisik atau kimia yang tidak diinginkan, sehingga
bahan pangan tersebut menjadi tidak layak konsumsi akibat proses pembusukan
(Erlinawati & Safridha, 2022). Kontaminan silang merupakan perpindahan zat
tercemar dari satu bahan pangan ke bahan lain melalui perantara seperti peralatan,

proses pengolahan yang tidak higienis, dan tangan manusia (Arisman, 2009).

Bakteri patogen merupakan kelompok bakteri yang menyebabkan penyakit pada
makhluk hidup. Bakteri patogen dapat menyerang organisme hidup terutama
manusia dengan sistem imun yang lemah (Sukmawan et al., 2023). Selain itu,
bakteri patogen menjadi penyebab utama keracunan makanan (Rorong & Wilar,
2020). Contoh dari bakteri patogen yaitu, Bacillus spp., Escherichia coli,

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, dan Clostridium sp.

Bacillus spp. (Gambar I1.4) merupakan bakteri berbentuk batang (basil) dan
tergolong dalam kelompok bakteri gram positif yang umumnya bersifat aerobik,
sebagian besar anggota genus ini memiliki kapsul yang mengandung asam glutamat

(D atau L glutamic acid), sedangkan beberapa lainnya mengandung kapsul berbasis
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karbohidrat. Bacillus spp. banyak ditemukan di tanah, secara morfologi, bakteri ini
memiliki ukuran sel sekitar 0,3-22 % 1,27-7 um, berbentuk batang dengan ukuran
rata-rata 1 x 3-4 pm, dapat tersusun tunggal, berpasangan, atau membentuk rantai
pendek. Sebagian spesies bersifat motil atau mampu bergerak karena mobilitas
yang disebabkan oleh flagel. Salah satu karakteristik Bacillus adalah
kemampuannya membentuk endospora ketika berada dalam kondisi lingkungan
yang tidak menguntungkan, seperti suhu tinggi. Endospora merupakan bentuk
dorman dari sel vegetatif yang berfungsi sebagai mekanisme pertahanan hidup

(Riskawati, 2016).

Gambar I1.4 Bacillus spp. (Handayani et al., 2022)

Klasifikasi taksonomi Bacillus spp. Disajikan Tabel 1.3 Sebagai berikut :
Tabel II.3 Taksonomi Bacillus spp. (Madigan, 2005).

Level Taksonomi Nama Taksonomi
Kingdom Procaryotae
phylum Firmicutes
Class Bacilli
Ordo Bacillales
Family Bacillaceae
Genus Bacillus

Spesies Bacillus sp
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2.3.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (Gambar I1.5) merupakan bakteri spesies dari genus Bacillus dan
tergolong sebagai bakteri gram positif yang bersifat aerob atau anaerob fakultatif,
dan heterotrof. B. subtilis berbentuk batang, bersel satu, berukuran 0,5-2,5 pm x
1,2-10 pum, dan bereaksi katalase positif dengan suhu pertumbuhan optimal
berkisar 25°C — 35°C. B. subtilis memiliki fisiologi yang berbeda dari bakteri lain
yang bukan patogen, yakni relatif mudah dimanipulasi secara genetik dan mudah
pula dibiakkan sehingga dapat dikembangkan pada skala industri (Suriani et al.,
2016).

B. subtilis ini dapat bertahan pada kondisi lingkungan tertentu, yakni pada suhu -5
sampai 75°C dengan tingkat keasaman (pH) antara 2-8 (Suriani et al., 2016). B.
subtilis secara umum bersifat saprofit dan banyak ditemukan di tanah. Di dalam
tanah, B. subtilis memanfaatkan eksudat akar dan bahan tanaman mati sebagai
sumber nutrisinya, ketika kondisi lingkungan tidak sesuai dengan pertumbuhannya,
misalnya karena suhu tinggi, tekanan fisik dan kimia, atau kahat nutrisi (Suriani et
al., 2016), maka B. subtilis akan membentuk endospora yang membantunya
menghadapi kondisi lingkungan ekstrem, tetapi dibalik itu, endospora ini bersifat
irreversible, menghabiskan banyak energi, dan memakan waktu berjam-jam untuk
diselesaikan. Spora yang diciptakan dnegan hasil tinggi tetap akan memiliki

kualitas yang relatif buruk (Qin et al., 2022).

B. subtilis diketahui dapat menyebabkan gangguan pencernaan, seperti diare,
apabila terdapat dalam jumlah yang tinggi pada bahan pangan yang dikonsumsi
(Zaini et al., 2024). Karenanya keberadaan spesies Bacillus perlu mendapatkan
perhatian sebagai salah satu indikator potensi berbahaya bagi produk pangan

terutama produk mie basah.
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Gambar 1.5 Bacillus subtilis (Hussein et al, 2019)

2.3.3 Bacillus cereus

Bacillus cereus (Gambar I1.6) merupakan bakteri gram positif bersifat anaerob
fakultatif berbentuk batang pendek dan tersusun dalam rantai panjang dengan
ukuran lebar 1,0 um-1,2 um dan Panjang 3 um-5 pm (Basaniah et al., 2024). B.
cereus dikenal sebagai patogen pangan yang tersebar luas di lingkungan alami serta
mudah menyebar melalui debu dan serangga hingga berpotensi mencemari

berbagai bahan pangan (Yang et al., 2023).

Secara fisiologis, B. cereus mampu berkembang biak pada rentang pH 4,5-9,5,
aktivitas air (ay) lebih dari 0,93, serta suhu antara 4°C hingga 48°C (Rodrigo et al.,
2021). Kemampuan adapatasi yang tinggi ini memungkinkan bakteri tumbuh pada
berbagai jenis makanan apabila kondisi lingkungan mendukung, selain itu,
kemampuan membentuk spora menjadi salah satu faktor utama yang meningkatkan

daya tahannya terhadap kondisi ekstrem, termasuk pada produk pangan yang
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melalui proses pengeringan atau dikonversi menjadi bentuk bubuk (Samodra et al.,
2024). Ketahanan spora tersebut menyebabkan B. cereus berpotensi mencemari

hampir seluruh jenis bahan pangan (Rodrigo et al., 2021).

Keracunan pangan yang disebabkan oleh B. cereus merupakan salah satu bentuk
penyakit bawaan makanan yang terjadi akibat produksi toksin oleh B. cereus.
Toksin utama yang dihasilkan meliputi enterotoksin yang menyebabkan diare dan
toksin emetik yang dikenal sebagai cereulide. Kedua jenis toksin ini menimbulkan
gejala keracunan berupa diare dan muntah (Yang et al, 2023). Secara
mekanismenya, cereulide bekerja sebagai ionofor selektif terhadap ion kalium (k™)
yang menyebabkan penurunan potensial transmembran mitokondria yang
bergantung pada kalium. Setelah diproduksi dalam pangan dan tertelan, cereulide
akan diserap di usus dan didistribusikan ke seluruh bagian tubuh. Toksin ini mampu
menembus sawar darah otak serta terakumulasi di hati dan ginjal, sehingga kondisi
tertentu dapat menyebabkan kegagalan multi yang serius hingga berujung pada

kematian (Yang et al., 2023).

MIMA2 0006 5.0kV 6.0mm x4.50k BSE-ALL

Gambar I1.6 Bacillus cereus (De Vries et al., 2004)

2.3.4 Bacillus pumilus

Bacillus pumilus (Gambar 11.7) merupakan bakteri gram positif berbentuk batang,
dan bersifat aerobik, mempunyai kemampuan membentuk spora berupa endospora

dan dapat menghasilkan berbagai enzim serta senyawa bioaktif. B. pumilus
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umumnya ditemukan di berbagai lingkungan termasuk air laut, sedimen laut dalam,
dan tanah. Spesies ini menunjukkan ketahanan yang signifikan terhadap kondisi
lingkungan ekstrem, misalnya ketersediaan nutrisi yang rendah atau bahkan tidak
ada nutrisi, kekeringan, radiasi, disinfektan kimia, enzim oksidatif, dan tekanan

osmotic tinggi (Dobrzynski et al., 2022).

Dalam keamanan pangan, keberadaan B. pumilus perlu mendapatkan perhatian
khusus mengingat kemampuan untuk menghasilkan enzim ekstraseluler yang dapat
menyebabkan degredasi komponen bahan pangan. Aktivitas enzimatik tersebut
berkontribusi terhadap penurunan mutu produk, baik secara fisik maupun kimiawi.
Selain itu, Bacillus pumilus mampu memproduksi senyawa metabolit sekunder
yang berpotensi menimbulkan gangguan apabila terakumulasi dalam jumlah tinggi

pada pangan yang dikonsumsi (Dobrzynski et al., 2022).

Gambar 1.7 Bacillus pumilus (Mazlan et al., 2021)

2.3.5 Bacillus megaterium

Bacillus megaterium (Gambar I1.8) merupakan bakteri endofit yang dapat
ditemukan di jaringan tanaman dan daun. Selain itu, B. megaterium dapat

ditemukan di sawah, makanan kering, air laut, sedimen, ikan, dan flora normal, dan
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bahkan dalam madu lebah, karena kemampuan tumbuh pada berbagai macam
karbon sumber (Nugraheni et al., 2022). Bakteri endofit merupakan bakteri yang
hidup dalam jaringan inang tanpa menyebabkan penyakit. Bakteri jenis ini akan
masuk ke dalam jaringan melalui bagian yang terpapar udara, misal pada tanaman
maka bakteri ini akan masuk umumnya melalui akar, namun bisa juga lewat bunga,

batang, daun, dan kotiledon (Istia’nah et al., 2020).

Nama B. megaterium diambil dari “mega” yang artinya besar dan “terium” yang
artinya makhluk. Mencerminkan ukuran yang besar dengan panjang mencapai 4
pm dan diameter 1,5 pm, menjadikannya salah satu bakteri terbesar yang diketahui
hingga saat ini. Bakteri ini juga merupakan pembentuk spora, dengan kemampuan
bertahan terhadap lingkungan ekstrem, fluktuasi suhu, dan kekurangan nutrisi
(Istia’nah et al., 2020). Selain itu, B. megaterium dapat menghasilkan auksin dan

sitokinin (Nugraheni et al., 2022).
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Gambar I1.8 Bacillus megaterium (Cahya et al., 2022)
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24 Nanoteknologi

Nanoteknologi merupakan bidang ilmu pengetahuan dan teknologi yang
mempelajari objek-objek kecil, nanoteknologi merupakan subjek interdisipliner
karena mengintegrasikan berbagai disiplin ilmu, seperti fisika, kimia, biologi, dan
teknik, untuk mengendalikan serta memanipulasi materi pada tingkat molekuler
(Ahmad et al., 2024). Perkembangan nanoteknologi menunjukkan kemajuan yang
pesat dalam dunia sains dan industri, termasuk dalam bidang pangan, khususnya
pada aspek pengawetan dan keamanan pangan. Salah satu aplikasi adalah
mendeteksi patogen dan toksin dengan memanfaatkan karakteristik unik yang
dimiliki nanomaterial. Selain itu, sifat khas nanomaterial, seperti luas permukaan
yang tinggi dan reaktivitas yang meningkat, menjadikannya berpotensi sebagai

agen antibakteri dan pengawet dalam industri pangan (Ahmad et al., 2024).

Nanopartikel merupakan salah satu bentuk nanomaterial yang banyak berkembang,
nanopartikel sendiri merupakan partikel material yang memiliki ukuran yang sangat
kecil pada skala nanometer, yaitu berkisar 1-100 nm. Ukuran yang sangat kecil ini
memberikan sifat fisik, kimia, dan biologis yang berbeda dibandingkan material
berukuran makro, sehingga meningkatkan potensinya dalam berbagai aplikasi.
Berbagai jenis nanopartikel telah dikembangkan, antara lain nanopartikel emas,

perak, besi, zink, serta logam oksida (Prasad, 2013).

2.4.1 Nanopartikel Perak

Perak merupakan logam transisi lunak yang memiliki reflektivitas tinggi dan
dikenal memiliki sifat antimikroba. Sepanjang sejarah, perak telah dimanfaatkan
untuk membantu membatasi penyebaran penyakit, termasuk penggunaan pada
berbagai benda yang berkaitan dengan kehidupan sehari-hari. Aktivitas biologis
perak terutama muncul ketika logam ini berada dalam bentuk ion monoatomik
(Ag"), khususnya saat terdispersi atau terlarut dalam lingkungan berair, sehingga

lebih mudah berinteraksi dengan sel mikroba (Sim et al., 2018).
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Menurut Zyro et al. (2023), perak merupakan agen bakterisida alami yang memiliki
efektivitas tinggi terhadap sekitar 650 spesies bakteri dengan tingkat resistensi yang
sangaat rendah. Dibandingkan dengan jenis logam lainnya, perak lebih unggul
dalam aplikasi medis karena spektrum antimikroba yang luas, mencakup bakteri

gram positif, gram negatif, jamur, protozoa, dan virus.

Terdapat tiga mekanisme yang diketahui bagaimana perak bekerja terhadap
mikroba. Pertama, kation perak dapat membentuk pori-pori dan menusuk dinding
sel bakteri dengan bereaksi dengan komponen peptidoglikan. Kedua, ion perak
dapat masuk ke dalam sel bakteri, baik menghambat respirasi sel maupun
mengganggu jalur metabolisme yang menghasilkan spesies oksigen reaktif. Ketiga,
setelah berada di dalam sel, perak juga dapat mengganggu DNA dan siklus
replikasinya (Sim et al., 2018).

Nanopartikel perak (AgNPs) merupakan salah satu jenis nanopartikel logam yang
memiliki aplikasi sangat luas, antara lain pada bidang optik, elektronik, biologi,
katalis, dan kedokteran. AgNPs dikenal karena memiliki sifat optic, elektronik, dan
antibakteri yang unik, dengan ukuran partikel berkisar 1-100 nm, dengan luas
permukaan partikel yang sangat besar sehingga meningkatkan reaktivitas serta

kemampuan untuk berinteraksi dengan sistem biologis (Sati et al., 2025).

Dibandingkan dengan nanopartikel logam lainnya, nanopartikel perak termasuk
salah satu yang banyak dikembangkan dan memiliki tingkat komersialisasi yang
tinggi. Hal ini disebabkan oleh berbagai keunggulan yang dimilikinya, seperti
konduktivitas yang baik, stabilitas termal yang tinggi, aktivitas katalitik, serta
efektivitas antimikroba yang luas. Karakteristik fisik dan kimia yang khas
menjadikan nanopartikel perak menarik perhatian dalam pengembangan berbagai
produk dan aplikasi (Oktavia & Sutoyo, 2021). Selain itu, nanopartikel perak
memiliki toksisitas dan resistansi yang cenderung lebih rendah karena setelah
bekerja melawan strain bakteri, nanopartikel perak akan mengalami perbaikan yang

kemudian dapat menyebabkan kerusakan DNA bakteri.
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Nanopartikel perak sendiri diketahui menunjukkan aktivitas antibakteri yang tinggi
terhadap berbagai bakteri gram positif maupun gram negatif. Mekanisme kerjanya
yang dapat langsung secara simultan maupun terpisah. Salah satu mekanisme utama
yaitu AgNPs bekerja pada tingkat membran sel dengan partikel terakumulasi pada
membran dan menyebabkan destabilisasi serta kerusakan struktur membran. Hal ini
disebabkan oleh nanopartikel yang memproduksi spesies oksigen reaktif (ROS)
seperti radikal bebas dan hydrogen peroksida (H20:) yang menyebabkan stress
oksidatif dan merusak lipid, protein, serta DNA bakteri (Nanda et al., 2025),
sehingga meningkatkan permeabilitas membran, memicu kebocoran komponen
intraseluler, dan akhirnya menyebabkan kematian sel. Selain itu AgNPs juga
berinteraksi dengan protein yang mengandung sulfur pada dinding sel bakteri,
sehingga menimbulkan kerusakan struktural yang berujung pada pecahnya dinding

sel (Bruna et al., 2021).

Berkaitan dengan efektivitas dan karakteristik biologis tersebut, proses sintesis
nanopartikel perak menjadi aspek penting yang menentukan ukuran, stabilitas, dan
aktivitasnya. Dalam sintesis nanopartikel, digunakan bahan reduktor yang berperan
mereduksi ion perak menjadi partikel berukuran nano. Berdasarkan komposisinya,

reduktor dibedakan menjadi reduktor sintesis dan bioreduktor (Susanti, 2021).

Penggunaan reduktor sintesis secara umum terdapat tiga metode utama yaitu fisika,
kimia, dan biologis (Gambar II.9). Metode kimia menggunakan zat kimia tertentu
seperti natrium borohidrida atau asam askorbat untuk mereduksi menjadi bentuk
stabilnya, akan tetapi berpotensi menimbulkan pencemaran lingkungan serta risiko
terhadap kesehatan, sedangkan metode fisika memerlukan kondisi operasional yang
ekstrem seperti tekanan, suhu, energi, dan biaya yang tinggi seperti menggunakan
teknik ablasi laser atau penguapan termal untuk menghasilkan partikel berukuran
nano (Nanda et al., 2025). Sebaliknya sintesis metode biologis memanfaatkan
sumber daya alam seperti tanaman, bakteri, jamur, dan alga yang berfungsi sebagai

agen pereduksi. Selain itu juga lebih hemat energi, tidak bersifat toksik, bebas
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polusi, ramah lingkungan, ekonomis, serta menggunakan bahan baku terbarukan

yang mudah dibudidayakan dan tersedia melimpah di alam (Rusnaenah et al.,

2024).

Nanoparticles Synthesis Processes
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Gambar I1.9 Metode sintesis nanopartikel (Chowdhury et al., 2024)

Faktor lain yang mempengaruhi proses sintesis nanopartikel perak dan karakteristik

partikel yang dihasilkan. Faktor tersebut meliputi pH, suhu, tekanan, waktu

inkubasi, serta komposisi ekstrak sebagai agen reduksi dan penstabil. Nilai pH

medium reaksi berpengaruh terhadap ukuran nanopartikel, karena keasaman atau

kebasaan dapat mempengaruhi laju reduksi ion perak, suhu media reaksi

menentukan sifat fisik dan stabilitas nanopartikel yang terbentuk, tekanan pada

media reaksi dapat mempengaruhi bentuk dan ukuran partikel yang disintesis, dan

waktu inkubasi turut mempengaruhi kualitas nanopartikel yang disintesis, selain itu

komposisi ekstrak sebagai agen reduksi dan penstabil juga berperan dalam sintesis

(Patra & Kwang, 2014).
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2.4.2 Sintesis Hijau

Sintesis hijau atau green synthesis (Gambar II.10) merupakan metode sintesis
nanopartikel yang memanfaatkan bahan biologis sebagai bahan reduktor alami,
yang umumnya berasal dari ekstrak tumbuhan atau mikroorganisme yang
mengandung senyawa antioksidan atau poliol yang berperan sebagai agen
pereduksi sekaligus penstabil dalam proses pembentukan nanopartikel perak
sehingga menjadikan metode ini lebih ramah lingkungan, aman dan minim
toksisitas dibandingkan metode konvensional (Arifin et al., 2016). Selain
pendekatan biologis, metode sol-gel juga kerap dikombinasikan biosintesis untuk

menghasilkan nanopartikel perak dengan stabilitas yang lebih baik.
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Gambar I1.10 Visualisasi sintesis hijau nanopartikel perak (Chugh et al., 2021).

Prinsip dasar sintesis hijau yaitu melalui peran gugus fungsi pada metabolit
sekunder yang bertindak sebagai reduktor dengan mendonorkan elektron sehingga
ion perak (Ag") tereduksi menjadi perak elemental (Ag®) (Qurrataayun et al, 2022)
(Gambar II.11). Ion perak yang berasal dari prekursor, seperti perak nitrat (AgNO3),
direduksi oleh senyawa bioaktif dalam biomaterial. Proses reduksi ini diikuti oleh
tahap pembentukan inti partikel (nukleasi) serta pertumbuhan partikel hingga

mencapai ukuran nano (Nanda et al., 2025).
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Gambar II.11 Visualisasi reaksi kimia sintesis hijau (Chugh et al., 2021).

2.4.3 NL-AgNPs

Daun pala diketahui kaya akan senyawa metabolit sekunder, seperti alkaloid,
flavonoid, fenol, saponin, dan terpenoid berdasarkan hasil skrining fitokimia.
Senyawa fenolik yang terkandung berpotensi berperan sebagai agen pereduksi
alami (Putri et al., 2023). Menurut Paneerchelvan et al (2025) kandungan fenolik
tersebut diketahui berkontribusi terhadap antioksidan dan antibakteri, sehingga
daun pala berpotensi dimanfaatkan sebagai sumber bioreduktor dalam sintesis
nanopartikel perak. Selain itu, daun pala belum dimanfaatkan secara optimal,
sehingga berpotensi untuk dikembangkan sebagai sumber bahan alami yang

melimpah.

NL-AgNPs merupakan nanopartikel perak yang disintesis dengan sintesis hijau
dengan memanfaatkan ekstrak daun pala sebagai agen bioreduktor. Pemilihan daun
pala didasarkan pada ketersediaan yang relatif melimpah serta pemanfaatannya
yang masih belum maksimal. Selain itu, kandungan senyawa aktif seperti flavonoid
yang ada pada daun pala menjadi salah satu kriteria utama dalam pemilihan bahan
biologis, sehingga menjadikan daun pala sebagai kandidat yang tepat dan potensial

dalam sintesis nanopartikel perak (Sefelin et al., 2025).
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2.5 Karakterisasi Toksisitas Nutmeg Leaf Silver Nanoparticles (NL-
AgNPs)

Karakterisasi merupakan tahap penting untuk memvalidasi keberhasilan
pembentukan nanopartikel sekaligus mengindentifikasi sifat fisikokimianya
(Zhang et al., 2016). Sifat-sifat tersebut, meliputi dimensi partikel, morfologi,
distribusi ukuran, luas permukaan, kelarutan, hingga derajat agregasi, secara
signifikan menentukan aktivitas biologis yang dihasilkan. Parameter fisikokimia ini
juga berperan dalam menentukan stabilitas koloid, reaktivitas kimia, serta pola

interaksi naonopartikel saat terpapar pada sistem biologis.

Meskipun potensi aplikasinya sangat luas, nanopartikel perak (AgNPs) memiliki
tantangan spesifik terkait aspek toksisitas yang dipengaruhi oleh karakteristik
partikelnya. Menurut Barar (2015) menjelaskan bahwa AgNPs dengan ukuran yang
lebih kecil memiliki rasio luas permukaan terhadap volume yang lebih besar,
sehingga meningkatkan interaksi seluler yang berisiko mengganggu fungsi dasar
sel. Di sisi lain, muatan permukaan yang tinggi pada skala nano memfasilitasi
interaksi dengan dinding sel bakteri serta meningkatkan absorpsi molekul
antibiotik, yang memperkuat efikasi antibakteri (Sa’ed et al., 2024). Faktor
stabilitas juga menjadi kunci untuk menjamin penghantaran yang presisi,
meminimalkan efek samping sistemik, dan mencegah berkembangnya resistensi

mikroba (Wahab et al., 2021).

Secara mekanisme, interaksi AgNPs dengan sistem biologis dapat memicu stress
oksidatif melalui pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS) yang berdampak pada
kerusakan DNA, peroksidasi lipid, hingga apoptosis. Sebagai upaya mitigasi,
pendekatan green synthesis yang memanfaatkan agen biologis sebagai penstabil
diketahui mampu mereduksi potensi toksisitas tersebut dibandingkan metode kimia
konvensional. Namun, menurut Eker et al., (2025) tetap menegaskan bahwa aspek
keamanan harus menjadi prioritas utama, mengingat penggunaan AgNPs pada dosis

atau konsentrasi tinggi masih berisiko menimbulkan efek toksisitas.



31

Untuk mengevaluasi karakteristik AgNPs secara komprehensif, diperlukan
serangkaian Teknik analitik seperti spektroskopi Ultraviolet-visible (Uv-Vis),
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), dan Transmission Electron
Microscopy (TEM). Analisis Uv-Vis berfungsi untuk mengonfirmasi pembentukan
nanopartikel melalui deteksi fenomena Surface Plasmon Resonance (SPR),
sementara FTIR berperan dalam mengidentifikasi gugus fungsi organic yang
bertidak sebagai agen pereduksi maupuun penstabil. Terakhir, pengamatan
terhadap ukuran aktual, distribusi, serta morfologi partikel dilakukan secara visual

dan langsung menggunakan instrument TEM (Zhang et al., 2016).

Terbentuknya nanopartikel perak tidak hanya ditandai dengan perubahan warna,
tetapi ditandai dengan adanya Amas di kisaran 400-450 nm yang merupakan khas
nanopartikel perak (Handoko et al., 2022). Rentang serapan tersebut berkaitan
dengan fenomena Surface Plasmon Resonance (SPR) yaitu osilasi kolektif elektron
pada permukaan logam akibat interaksi dengan radiasi elektromagnetik pada
antarmuka logam-dielektrik, yang umumnya terdapat pada emas dan perak.
Fenomena SPR dapat diamati melalui spektrum serapan yang diperoleh
menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Menurut Noor Komar (2026) hasil analisis
UV-Vis terhadap NL-AgNPs menunjukkan puncak serapan maksimum pada
panjang gelombang 420 nm dengan nilai absorbansi 1,599 a.u. puncak tersebut
berada dalam rentang karakteristik SPR khas nanopartikel perak (400-450 nm),
sehingga mengonfirmasi keberhasilan pembentukan AgNPs. Sebaliknya, larutan
AgNO; hanya menunjukkan nilai absorbansi yang relatif rendah dan tidak
menampilkan puncak khas SPR. Sementara itu, ekstrak daun pala menunjukkan
puncak serapan pada panjang gelombang 660 nm yang berkaitan dengan

keberadaan senyawa bioaktifnya.

Analisis menggunakan Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dapat
mengkarakterisasi gugus fungsi suatu molekul (Siti et al., 2021) karena teknik ini
mendeteksi interaksi antara radiasi inframerah dengan ikatan kovalen dalam

molekul. Ketika suatu molekul menyerap radiasi dari inframerah, terjadi eksitasi
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energi vibrasi berupa gerakan stretching (tarikan) dan bending (tekukan) pada
ikatan antar atom. Setiap jenis ikatan kimia memiliki frekuensi vibrasi yang khas
sehingga menyerap radiasi inframerah pada bilangan gelombang tertentu.
Perbedaan karakteristik serapan ini yang menghasilkan spektrum inframerah
spesifik bagi setiap molekul. Sehingga bentuk puncak serapan pada spektrum dapat
digunakan untuk mengindentifikasi keberadaan gugus fungsi dalam suatu molekul
(Raturandang et al., 2022). Berdasarkan Noor Komar (2026) hasil spektrum FTIR
menunjukkan larutan AgNO3z memperlihatkan pita serapan pada daerah sekitar
1380-1450 ¢cm ! yang berkaitan dengan vibrasi gugus nitrat (NOs"), serta pita lebar
pada kisaran 3200-3400 ¢cm™' yang diduga berasal dari gugus O-H. Spektrum
ekstrak daun pala 1% menunjukkan karakteristik pita serapan yang kompleks, yaitu
pita lebar pada sekitar 3300 cm™! yang mengindikasikan keberadaan gugus O-H
(fenol), pita pada sekitar 2900 cm™! yang berkaitan dengan vibrasi C-H alifatik, serta
pita pada daerah sekitar 1600 cm™' yang mengindindikasikan adanya ikatan C=C
aromatic atau C=O0O. keberadaan gugus fungsi tersebut menunjukkan adanya
senyawa bioaktif yang berperan dalam proses ion perak. Pada spektrum NL-AgNPs
0,1% terlihat pergeseran pita dengan ekstrak daun pala sebelum sintesis. Pergeseran
pita pada daerah O-H serta perubahan pada wilayah sekitar 1600 cm™ menunjukkan
adanya interaksi antara gugus fungsi senyawa bioaktif dengan ion Ag" selama
proses pembentukan nanopartikel. Selain itu kemunculan pita pada daerah bilangan
gelombang rendah (<600 cm™) mengindikasikan kemungkinan terbentuknya

interaksi antara perak dengan gugus fungsi organik (Ag-0).

Berdasarkan laporan Noor Komar (2026), karakterisasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan analisis FTIR menunjukkan bahwa nanopartikel
perak berhasil disintesis melalui pendekatan sintesis hijau berbasis ekstrak daun
pala. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa bioaktif dalam esktrak daun pala

berperan dalam pereduksi sekaligus agen penstabil nanopartikel.



I METODOLOGI PENELITIAN

Bab ini menguraikan mengenai : (3.1) Bahan dan Alat, (3.2) Metode Penelitian,

(3.3) Prosedur Penelitian, serta (3.4) Jadwal Penelitian.

3.1 Bahan dan Alat

3.1.1 Bahan — Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam proses penelitian ini dibagi menjadi dua
bagian, yaitu bahan utama dan bahan analisis. Bahan utama yang digunakan adalah
daun pala (Myristica fragrans Houtt.) tua berwarna hijau gelap yang diambil dari
Taman Pertanian Putra, Universiti Putra Malaysia, Serdang, Selangor, Malaysia.
Serta bahan penunjang mie basah yang dibeli dari The Centrum, Serdang, Selangor,

Malaysia.

Bahan analisis yang digunakan sebagai berikut : etanol absolute 99,5%
(SYSTERM, Selangor, Malaysia), air destilasi (Distilled water), Dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Insitute of Bioscience, UPM, Serdang, Selangor, Malaysia),
Chlorhexidine (CHX) (Oxoid Ltd., UK), Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid Ltd.,
UK), Silver Nitrate Solution (AgNO3) (Smart-Lab., Selangor, Malaysia), Muller-
Hinton Broth (MHB) (Oxoid Ltd., UK), Plate Count Agar (PCA) (Oxoid Ltd., UK),
phosphate-buffered saline (PBS) (Hampshire, England).

Mikroba patogen yang didapatkan dari American Type Culture Collection yang
disimpan di Laboratory of Microbiology and Biochemistry Faculty of Science and
Technology, Universiti Putra Malaysia. Spesifikasi mikroba yang digunakan
disajikan pada Tabel III.1, sebagai berikut :

33
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Tabel III.1 Spesifikasi strain kultur

Varian Asal Media Kultur
Bacillus cereus ATCC33019 Mueller-Hinton agar
Bacillus subtilis ATCC6633 Mueller-Hinton agar
Bacillus pumilus ATCCl14884 Mueller-Hinton agar

Bacillus megaterium ATCC14581 Mueller-Hinton agar

Note:
ATCC: American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)

3.1.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan yaitu oven, blender Panasonic MK-5087M (Panasonic
Corporation, Osaka, Jepang), plastik, botol Steril, neraca digital (Mettler Toledo,
Ohio, USA), kertas saring Whatman No.l steril (Whatman International Ltd,
Middlesex, Inggris), Pompa aspirator (Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Jepang), labu
erlenmeyer, corong, labu Buchner, labu didih, Rotary Vacuum Evaporator Heidolph
Laborota 4000 Efficient (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Jerman), incubator C24 incubator shaker (Edison, NJ. USA), universal bottle,
refrigerator, Electric Oven Dryer YXD 2A BDO-10 (Shanghai Yiheng Scientific
Instruments Co., Ltd.,China), jangka sorong, A&D MX-50 moisture analyser
(A&D Co. Ltd., Tokyo, Japan), farred dish, CR 400 Chroma meter (Konica
Minolta, Inc., Tokyo, Japan). 3510 Jenway pH meter (Cole-Parmer Instrument Co.,
Staffordshire, United Kingdom), Aqualab Water Activity Analyzers (Decagon
Devices, Inc. Pullman, Washington, USA), cawan Petri, cotton bud, autoclave,
pinset, inkubator, pipet mikron, 96-well plate, magnetic stirrer, glass pasteur
pipette 6mm, plate media, micro pipette 1000 uL, micro pipette 100 uL, pipette tips
1000 pL, pipette tips 100 uL, pipette tips 10 uL, eppendof tube, vortex, alumunium
foil.
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3.2 Metode Penelitian

Metode penelitian terdiri dari tiga tahap penelitian, yaitu: Tahap I. Karakterisasi
bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dan Ekstraksi bubuk daun pala. Tahap
II. Pembuatan sintesis hijau NL-AgNPs dan menentukan aktivitas antibakteri
terhadap spesies Bacillus spp. Tahaplll. Aplikasi ekstrak daun pala (Myristica
fragrans Houtt.) dan NL-AgNPs terhadap mie basah selama penyimpanan.

3.2.1 Rancangan Percobaan

Tahap 1. Karakterisasi bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dan Ekstraksi
bubuk daun pala.

Tahap I. terdiri dari beberapa prosedur yang dilakukan, yaitu karakterisasi
fisikokimia bubuk daun pala meliputi kadar air, warna (L*, a*, b*), pH, dan
aktivitas air (aw). Selanjutnya ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan
menggunakan pelarut etanol absolute 99,5%. Ekstrak yang diperoleh kemudian
dihitung rendemennya.

Tahap II. Pembuatan sintesis hijau NL-AgNPs dan menentukan aktivitas
antibakteri terhadap spesies Bacillus spp.

Tahap II. Terdiri dari prosedur nanopartikel perak dengan sintesis hijau ekstrak
daun pala. Selanjutnya pengujian aktivitas anti-Bacillus dengan 3 prosedur, yaitu
Well Diffusion Assay (WDA) untuk menentukan aktivitas anti-Bacillus dengan
menghitung diameter zona bening yang muncul dilakukan secara 3x3, Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) untuk menentukan konsentrasi terendah dalam
menghambat pertumbuhan Bacillus spp., dan Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) untuk menentukan konsentrasi terendah dalam membunuh Bacillus spp.
Tahap III. Aplikasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs terhadap mie basah selama
penyimpanan.

Tahap III. Terdiri dari aplikasi pada mie basah dengan perlakuan marinasi
menggunakan ekstrak daun pala dan NL-AgNPs pada konsentrasi tertentu sebagai
antibakteri. Analisis evaluasi pertumbuhan bakteri menggunakan metode Total

Plate Count (TPC) untuk mengetahui berapa banyak mikroba secara alami pada mie

basah.
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3.2.2 Respon Pengujian

Tahap I. Bubuk daun pala yang dianalisis meliputi kadar air (%), warna (nilai L*,
a*, b*), pH, dan aktivitas air (aw) dan perhitungan rendemen hasil ekstraksi.
Tahap II. Nanopartikel perak daun pala (NL-AgNPs), WDA dengan menghitung
zona bening yang muncul akibat aktivitas senyawa antibakteri, MIC berdasarkan
pertumbuhan minimal Bacillus yang tumbuh, sehingga dapat diketahui konsentrasi
yang mampu menghambat pertumbuhan Bacillus, MBC berdasarkan tidak adanya
pertumbuhan Bacillus, sehingga dapat diketahui konsentrasi yang mampu
membunuh Bacillus.

Tahap III. Aplikasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs terhadap mie basah
menggunakan metode perhitungan log;o CFU/mL dari pengolahan data hasil TPC.

3.2.3 Analisis Data

Dalam penelitian ini menggunakan analisis data kuantitatif statistik deskriptif, uji
Analysis of Variance (ANOVA), dan uji lanjut menggunakan uji Tukey untuk
melihat perbedaan yang signifikan. Semua data dalam penelitian ini akan dianalisis

menggunakan perangkat lunak statistic Minitab, Microsoft Excel.

Uji statistik deskriptif merupakan deskripsi suatu data berdasarkan nilai rata-rata
(Mean), standar deviasi, varian, maksimum, minimum, sum, range, kurtosis, dan
skewness. Statistik deskriptif umumnya digunakan untuk menggambarkan profil
data sampel sebelum menggunakan Teknik analisis statistik untuk menguji
hipotesis. Statistik deksriptif juga menyajikan ukuran-ukuran numerik yang sangat

penting bagi data sampel (Ghozali, 2016).

Analisis varians (ANOVA) untuk menentukan perbedaan signifikansi antara rata-

rata untuk setiap perlakuan, dengan perangkat lunak aplikasi Minitab digunakan
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untuk menganalisis data untuk analisis varians (Two-Way ANOVA). Tes Tukey akan
digunakan untuk menentukan signifikansi perbedaan (p < 0,05) antara perlakuan
tersebut serta tingkat perbedaan yang signifikan antara setiap perlakuan. Hasilnya
kemudian akan dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi (SD) duplikat, yang
akan ditampilkan dalam perangkat lunak. Analisis perbedaan rata-rata akan
dilakukan dengan menggunakan metode Tukey, dengan perbedaan signifikan yang
ditentukan antara rata-rata sampel (p < 0,05), Tingkat kepercayaan 95% dalam tes

Tukey akan digunakan untuk ANOVA.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Analisis Fisikokimia Bubuk Daun Pala

Analisis fisikokimia bubuk daun pala dilakukan untuk mengevaluasi mutu awal
bahan baku yang akan digunakan. Parameter yang diamati meliputi kadar air,
warna, pH, dan aktivitas air (aw). Kadar air berpengaruh terhadap stabilitas dan
kandungan metabolit sekunder serta mempercepat degradasi senyawa akibat
oksidasi ataupun pertumbuhan mikroba (Nisa et al., 2023). Analisis warna
dilakukan sebagai indikator mutu bahan baku, stabilitas senyawa bioaktif , serta
konsistensi bahan karena perubahan warna mencerminkan terjadinya degradasi
pigmen maupun senyawa bioaktif. Nilai pH dianalisis karena berhubungan dengan
kestabilan, kelarutan, dan reaktivitas senyawa bioaktif, serta dapat memengaruhi
efisiensi isolasi senyawa aktif, terutama senyawa fenolik (Nurintan et al., 2025).
Sementara itu, aktivitas air (aw) dianalisis untuk menggambarkan ketersediaan air
bebas yang dapat mempercepat perubahan stabilitas struktur internal dan penurunan
fungsi senyawa bioaktif akibat proses degradasi, terutama melalui reaktif oksidatif
(Kim et al., 2026). Dengan demikian, analisis fisikokimia diperlukan untuk
memastikan bahwa bubuk daun pala memiliki karakteristik yang sesuai agar dapat

menghasilkan ekstrak yang optimal.
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3.3.1.1 Penentuan Kadar Air

Prosedur analisis penentuan kadar air pada bubuk daun pala sebagai berikut :

I.

Alat A&D MX-50 moisture analyser (A&D Co. Ltd., Tokyo, Japan)
dihidupkan dan dipastikan piringan alumunium dalam keadaan bersih dan
kering.

Alat diatur ke posisi nol (tare) untuk memastikan berat piringan alumunium
tidak terhitung

Bubuk daun pala ditimbang sebanyak 1 gram ditimbang dengan alat
Moisture Analyzer

Penutup alat Moisture Analyzer ditutup dengan rapat, kemudian tombol
pengukuran ditekan untuk memulai proses pemanasan.

Sampel dipanaskan pada suhu 105°C hingga mencapai berat konstan

Nilai kadar air dinyatakan dalam persen (%) berdasarkan selisih bobot
sebelum dan sesudah pemanasan.

Pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali ulangan untuk mendapatkan nilai

rata-rata kadar air yang akurat dan representatif.

Secara skematik prosedur penentuan kadar air, disajikan pada Gambar III.1, sebagai

berikut :
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Bubuk daun pala

Y

Penimbangan 1 gram
(Moisture Analyzer)

Y

Pemanasan hingga berat
konstan
T=105°C

Nilai kadar air

Pengulangan (n = 3)

Gambar III.1 Diagram alir Penentuan kadar air

3.3.1.2 Penentuan Warna

Prosedur penentuan warna pada bubuk daun pala sebagai berikut :
1. Bubuk daun pala ditempatkan pada permukaan datar berwarna putih dan
diratakan untuk memastikan homogenitas permukaan sampel
2. Pengukuran warna dilakukan menggunakan CR 400 Chroma meter (Konica
Minolta, Inc., Tokyo, Japan) yang sebelumnya sudah dikalibrasi terlebih

dahulu menggunakan ubin putih standar (white calibration plate).
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3. Lensa sensor pada alat Chroma meter ditempelkan secara rapat pada
permukaan wadah berisikan sampel bubuk daun pala.
4. Nilai parameter warna yang diamati meliputi L* (kecerahan), a* (intesitas
merah-hijau), dan b* (intensitas kuning-biru).
5. Setiap pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali ulangan untuk memperoleh
nilai rata-rata representatif.
Secara skematik prosedur penentuan warna, disajikan pada Gambar I11.2, sebagai

berikut :

Bubuk daun pala

Y

Pengukuran warna
(Chroma Meter)

Y

Amati parameter L*
(kecerahan), ¢* (merah hijau),
dan b* (kuning-biru)

Nilai parameter L*, o, dan b*

Pengulangan (n = 3)

Gambar III.2 Diagram alir penentuan warna
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Penentuan pH

Prosedur penentuan pH pada bubuk daun pala sebagai berikut :

1.

Secara

berikut:

Sebanyak 1 gram bubuk daun pala ditimbang dan dilarutkan ke dalam 10
mL air destilasi, kemudian dihomogenkan sehingga terbentuk suspensi yang
merata.

Nilai pH diukur menggunakan 3510 Jenway pH meter (Cole-Parmer
Instrument Co., Staffordshire, United Kingdom) yang telah dikalibari
menggunakan larutan buffer standar pH 4,0 dan 7,0.

Elektroda kaca pada alat pH meter dibilas menggunakan aquadest dan
dikeringkan dengan perlahan menggunakan tisu bersih sebelum digunakan
pada sampel.

Pembacaan dilakukan hingga angka digital yang ditampilkan berhenti
bergerak atau mencapai kondisi stabil.

Pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali ulangan untuk mendapatkan nilai
rata-rata pH yang representatif.

skematik prosedur penentuan pH, disajikan pada Gambar III.3, sebagai



Bubuk daun pala

Penimbangan

1 gram bubuk daun pala

Homogenisasi

Kalibrasi dengan pH 4,0 dan
7.0

Pengukuran pH

Nilai pH

Pengulangan (n = 3)

Gambar III.3 Diagram alir penentuan pH
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Penentuan aktivitas air (aw)

Prosedur penentuan aktivitas air (aw) sebagai berikut :

I.

Secara

berikut:

Alat Aqualab Water Activity Analyzers (Decagon Devices, Inc. Pullman,
Washington, USA), dihidupkan dan dibiarkan menyala selama beberapa
saat agar suhu alat stabil dan siap digunakan.

Bubuk daun pala dimasukkan ke dalam cawan sampel berbahan plastik
transparan pada alat a, meter. Sampel diratakan hingga menutupi dasar
cawan secara merata.

Wadah berisi sampel dimasukkan secara hati-hati ke dalam laci atau ruang
pengukuran (sensor chamber) pada alat a,, meter.

Ruang pengukuran ditutup dengan rapat untuk mengisolasi sampel dan
memastikan sensor tidak terpengaruh oleh kelembapan wudara dari
lingkungan luar

Proses pembacaan dilakukan selama beberapa menit hingga angka digital
berhenti bergerak atau telah mencapai kondisi stabil.

Nilai aktivitas air yang ditampilkan pada alat dicatat sebagai hasil
pengujian.

Pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali ulangan untuk mendapatkan nilai
rata-rata aktivitas air yang akurat dan representatif.

skematik prosedur aktivitas air (aw), disajikan pada Gambar II1.4, sebagai
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Bubuk daun pala

Penimbangan 1 gram (Water
Activity Analyzer)

A 4

Pemanasan hingga berat
konstan
T=105°C

Nilai aktivitas air

Pengulangan (n = 3)

Gambar III.4 Diagram alir penentuan aktivitas air (ay)

3.3.2 Ekstraksi Daun Pala

Prosedur pembuatan ekstrak daun pala adalah sebagai berikut :
1. Preparasi Bahan
Bubuk daun pala dan etanol absolute 99,5% disiapkan sebagai bahan
pengujian.
2. Penimbangan Bahan
Bubuk daun pala ditimbang dengan berat 100 g menggunakan timbangan
elektronik (Mettler Toledo, Ohio, USA).
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3. Ekstraksi (Maserasi)
Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi, yaitu bubuk daun pala
dicampurkan dengan etanol absolute dengan perbandingan 1 : 3 (b/v) di
dalam labu Erlenmeyer, kemudian ditutup menggunakan alumunium foil
dan diekstraksi menggunakan C24 incubator shaker (Edison, NJ, USA)
dengan suhu (30 = 2,0 °C) selama 24 jam.

4. Penyaringan Vakum
Larutan hasil ekstraksi disaring menggunakan filtrasi vakum dengan kertas
saring Whatman No.l (Whatman International Ltd, Middlesex, Inggris) dan
pompa aspirator (Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Jepang) dengan tujuan
memisahkan filtrat dari ampasnya.

5. Pemekatan Ekstrak
Filtrat kemudian dipekatkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada
kecepatan 75 RPM dan suhu 40°C selama 28 menit hingga diperoleh ekstrak
daun pala.

6. Penimbangan Akhir dan Perhitungan Rendemen
Ekstrak daun pala yang diperoleh dipindahkan ke dalam universal bottle,
kemudian ditimbang untuk menentukan berat akhir dan menghitung

rendemen ekstrak daun pala (Rumus 1) (Rukayadi et al., 2008).

Secara skematik rumus rendemen, disajikan pada Rumus 1, sebagai berikut:

Berat ekstrak daunpala (g)

Rendemen (%): Berat basis (g) X 100

Secara skematik prosedur ekstraksi, disajikan pada Gambar III.5, sebagai berikut:
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Bubuk Daun Pala
100 gram

R

Ekstraksi
T=(30%2,0°C), t=24 jam

Bubuk Daun Pala : Etanol
absolute 99,5%
1:3(b/v))

Y

Penyaringan kedap udara

Evaporasi
V=75RPM, T=40°C

t =28 menit

Ekstrak Daun Pala

Gambar III.5 Diagram Alir Ekstraksi Daun Pala

3.3.3 Sintesis Hijau Daun Pala Nanopartikel Perak

Prosedur sintesis hijau daun pala nanopartikel perak adalah sebagai berikut :

1. Preparasi Bahan
Ekstrak daun pala, Dimethy! sulfoxidine (DMSO) 10%, dan larutan perak
nitrat (AgNO3) 1 mM disiapkan sebagai bahan pengujian

2. Pembuatan Ekstrak Daun Pala 10%
Ekstrak daun pala ditimbang sebanyak 1 g, kemudian dilarutkan dalam 10
mL DMSO 10% hingga diperoleh larutan ekstrak daun pala dengan
konsentrasi 10%

3. Proses Sintesis
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Larutan ekstrak daun pala 10% dipipet dan dicampurkan dengan 27 mL
larutan AgNOs3, kemudian disintesis melalui pengadukan secara manual
hingga terbentuk nanopartikel perak (NL-AgNPs) (Qurrataayun, 2022).
4. Penyimpanan setelah Sintesis
NL-AgNPs yang telah terbentuk disimpan pada suhu 4 “C selama 24 jam
sebelum digunakan untuk pengujian lanjutan.
Secara skematik prosedur sintesis hijau, disajikan pada Gambar II1.6 sebagai

berikut:

Ekstrak daun pala
V=1mL

Pencampuran

Lkstrak Daun Pala 10 %
V=10mL

Ekstrak Daun Pala 10%
V=3mL

arutan Perak Nitrat (AgNO+

| pm Pengadukan manual

V=27mL

Penyimpanan
T=4°C,t=24 jam

Gambar II1.6 Diagram Alir Prosedur Sintesis Hijau Nanopartikel Perak Daun Pala
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3.3.4 Prosedur Well Diffusion Assay (WDA)

Prosedur metode WDA adalah sebagai berikut :

I.

Persiapan Bahan

Mueller-Hinton Agar (MHA), Chlorhexidine (CHX) 1% sebagai control
positif, Dimethy! sulfoxidine (DMSQO) 10% sebagai kontrol negatif, ekstrak
daun pala 10%, dan NL-AgNPs 1%, serta bakteri yang digunakan adalah
Bacillus cereus, B. subtilis, B. pumilus dan B. megaterium disiapkan sebagai
bahan pengujian.

Inokulasi bakteri

Masing masing bakteri diinokulasikan ke seluruh permukaan media MHA
yang berbeda menggunakan sterile cotton bud.

Pembuatan Sumuran

Pada media MHA yang telah diinokulasikan bakteri, dibuat beberapa
sumuran menggunakan glass Pasteur pipette diameter 6mm.

Perlakuan Sampel dan Inkubasi

Sebanyak 75 pL dari masing-masing larutan perlakuan dimasukkan ke
dalam sumuran, yang terdiri dari ekstrak daun pala 10% sebanyak (n=3),
NL-AgNPs 1% sebanyak (n=3), CHX 1% sebagai kontrol positif sebanyak
(n=1), dan DMSO 10% sebagai kontrol negatif sebanyak (n=1).
Selanjutnya, media diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Perhitungan Zona Bening

Setelah inkubasi, zona bening yang terbentuk pada area sumuran diukur

menggunakan alat ukur Panjang (CLSI, 2012).

Secara skematik prosedur WDA, disajikan pada Gambar II1.7, sebagai berikut:



Media MHA

A

Sterilisasi
T=121°C,t =15 menit

4

Penuangan dalam cawan petri

Tempering

rooht rempem!ure

A 4

Inokulasi

h 4

Pembuatan 8 Sumuran
(1,2,3.4,5,6,7.,8)

Pemipetan larutan kedalam
sumuran schanyak
75 pL pada sumuran :
CHX 1% : 1
Ekstrak daun pala 10% : 2,3,4
NL-AgNPs 1% :5,6,7
DMSO 10% : 8

y

Inkubasi
T=37°C,t=24jam

Pengukuran zona hambat

Gambar II1.7 Diagram Alir Well Diffusion Assay (WDA)
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3.3.5 Prosedur Minimum Inhibitory Concetration (MIC)

Prosedur metode MIC adalah sebagai berikut :

1.

Persiapan Bahan

Media Mueller-Hinton Broth (MHB), universal bottle, sterile 96 well plate,
ekstrak daun pala 10%, dan NL-AgNPs 1% disiapkan sebagai bahan dan
alat pengujian.

Inokulasi Bakteri

Biakan bakteri diambil menggunakan sterile cotton bud, kemudian
dimasukkan ke dalam umiversal bottle berisi 10 mL media MHB dan
dihomogenkan menggunakan vortex. prosedur ini dilakukan terpisah untuk
setiap bakteri yang digunakan.

Penempatan pada 96-Well Plate

Penempatan perlakuan pada 96-well plate dilakukan sebagai berikut : kolom
A-D digunakan untuk ekstrak daun pala 10% dan kolom E-H untuk NL-
AgNPs 1%. Penempatan bakteri meliputi kolom AE untuk Bacillus ccereus,
kolom BF untuk Bacillus subtilis, kolom CG untuk Bacillus pumilus, dan
kolom DH untuk Bacillus megaterium.

Pengisian Media pada Well Plate

Sebanyak 100 pL. media MHB murni dimasukkan ke dalam kolom 1 pada
96- well plate steril. Sebanyak 100 pL media MHB yang telah
diinokulasikan bakteri dimasukkan ke dalam kolom 2 hingga kolom 12 pada
96-well plate. Sebanyak 100 pL sempel dimasukkan ke kolom 12, kemudian
dihomogenkan dengan pipet, selanjutnya dilakukan pengenceran bertingkat
dengan memindahkan 100 pL larutan dari kolom 12 ke kolom 11, dan
diulangi hingga ke kolom 3.

Prosedur Pembandingan dengan Larutan Kontrol

Prosedur yang sama dilakukan pada 96-well plate lain menggunakan
Chlorhexidine (CHX) 1% sebagai kontrol positif pada kolom 12 hingga
kolom 3.

Inkubasi Well Plate



96-Well plate diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.

Penentuan Nilai MIC

Setelah inkubasi, terbentuknya endapan diamati. Konsentrasi terendah yang

menunjukkan endapan paling

Inhibitory Concetration (MIC) (CLSI, 2012).

Secara skematik, prosedur Minimum Inhibitory Concentration (MIC), disajikan

pada Gambar III.8, sebagai berikut:

sedikit ditentukan

Sterilisasi

T=121°C,t =15 menit

'

Universal bottle

bottle

Penuangan dalam Universal

Tempering
Room temperature

Isolate bakteri

media MHB Steril

Sterilisasi
T=121°C,t =15 menit

'

Penuangan dalam
Universal bottle

v

Tempering
room temperature

v

Inokulasi

]

Vortex

Media dengan bakteri

Ekstrak davn pala 10%

CHX 1%

Penuangan dalam 96 well plate
(100

uL)

NL-AgNPs 1%

l

Inkubasi
T=37°C, t=24jam

Populasi mikroba

Pengamatan MIC

Gambar II1.8 Diagram Alir Metode Minimum Inhibitory Concetration (MIC)

sebagai Minimum
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3.3.6 Prosedur Minimum Bactericidal Concetration (MBC)

Prosedur metode MBC adalah sebagai berikut:

1.

Persiapan Bahan

Media Mueller Hinton Agar (MHA) disiapkan dalam cawan petri, kemudian
bagian bawah cawan petri diberi penanda angka 1-12 mengikuti arah jarum
jam.

Inokulasi Sampel dan Inkubasi

Sebanyak 10 pL larutan dari masing masing sumur pada 96 Well plate
dipipet ke permukaan media MHA sesuai dengan nomor penanda dan jenis
bakteri yang digunakan. Setelah seluruh sampel telah diinokulasikan, cawan
petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Penentuan Nilai MBC

Setelah inkubasi, Analisa nomor yang memiliki bercak terkecil sebagai
konsentrasi terendah senyawa antibakteri yang dapat menghambat atau
membunuh bakteri. Konsentrasi terkecil yang diperlukan untuk membunuh
pertumbuhan bakteri disebut Minimum Bactericidal Concetration (MBC)
(CLSI, 2012).

Secara skematik, prosedur Minimum Bactericidal Concentration (MBC), disajikan

pada Gambar II1.9, sebagai berikut:
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Cawan Petri

Media MHA
A
Penomoran 1-12 sesuai arah
jarum jam pada cawan petri
¥ J’
Sterilisasi

h 4

T=121°C, t = 15 menit Penuangan media kedalam cawan petri

A

Tempering
room lemperature

4

Pemipet sesual nomor pada 96
well plate (10 uL)

v

Inkubasi
T=37°C,t=24jam

Populasi Mikroba

Pengamatan MBC

Gambar II1.9 Diagram Alir Metode Minimum Bactericidal Concetration (MBC)

3.3.7 Prosedur Aplikasi Nanopartikel Perak Daun Pala (Myristica fragrans
Houtt.) terhadap Mie Basah.

Prosedur aplikasi nanopartikel perak daun pala (Myristica fragrans Houtt.)
terhadap mie basah adalah sebagai berikut :

1. Persiapan Bahan
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Sampel yang digunakan untuk pengujian terdiri atas kontrol, ekstrak daun
pala dengan konsentrasi 0,1% dan 1%, serta NL-AgNPs konsentrasi 0,01%
dan 0,1%

2. Standarisasi Sampel
Mie basah dipotong dengan berat seragam (1 + 0,3 g), kemudian dimasukan
kedalam 10 wadah terpisah, dengan masing masing wadah berisi 10
potongan mie basah.

3. Aplikasi Larutan Perlakuan
Mie basah dimarinasi menggunakan larutan sesuai perlakuan yaitu kontrol,
ekstrak daun pala 0,1%, ekstrak daun pala 0,01%, NL-AgNPs 0,1% dan NL-
AgNPs 0,01%. Mie basah kemudian disimpan pada dua kondisi suhu, yaitu
suhu ruang (25,0 £ 2,0°C), suhu pendinginan (4,0 + 2,0 °C) selama 10 hari.

4. Prosedur Pembilasan
Pada pengamatan, sampel akan dipindahkan ke dalam wadah berisi 10 mL
larutan PBS steril dan dihomogenkan menggunakan vortex.

5. Prosedur Pengenceran Bertingkat (Serial Dilution)
Sebanyak 10 puL suspensi diambil dan akan dimasukan ke dalam 990 pL
PBS steril untuk didapatkan pengenceran bertingkat hingga mencapai
tingkat pengenceran 102, 10, dan 10°.

6. Inokulasi dan Inkubasi
Setiap tingkat pengenceran dipipet sebanyak 25 puL dan diinokulasikan pada
media PCA dengan digesekkan menggunakan cotton bud steril, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C dalam waktu 24 jam. Pengamatan dilakukan
dengan interval hari ke-0, 1, 3, 5, 7, dan 10.

7. Perhitungan TPC
Setelah inkubasi, jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada media PCA
dihitung menggunakan colony counter (Yusoff et al., 2015).

Secara skematik, prosedur aplikasi terhadap mie basah, disajikan pada Gambar

I11.10, sebagai berikut :



NL-AgNPs 0% (kontrol)
Ekstrak daun pala 0,1%
Ekstrak daun pala 1,0%
NL-AgNPs 0,01%
NL-AgNPs 0,1%

Marinasi

v

Penyimpanan dengan dua suhu berbeda
T, = room temperature (25,0
+2,0°C)

T, = Chiller (4,0 £ 2,0 °C).

t=10 hari

Colony Bakteri

Y

Pengamatan dan analisis TPC
t= 10 hari

Gambar II1.10 Aplikasi Ekstrak daun pala dan NL-AgNPs terhadap mie basah



3.4 Jadwal Penelitian
Jadwal penelitian dilaksanakan pada bulan Juli 2025 hingga bulan Mei 2026, secara rinci tersajikan pada Tabel I1I.2 Sebagai berikut :

Tabel I11.2 Jadwal Penelitian

Kegiatan 2025 2026

Juli | Agustus | September | Oktober | November | Desember | Januari | Febuari | Maret | April | Mei

Penyusunan Proposal

dan Bimbingan

Seminar Usulan

Penelitian

Pelaksanaan Penelitian

Pengolahan Data dan
Penyusunan Tugas
Akhir

Bimbingan dan Diskusi

Laporan Tugas Akhir

Daftar Sidang Tugas
Akhir

Sidang Tugas Akhir

Revisi Pasca Sidang
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IV HASIL DAN PEMBAHASAN

Bab ini menyajikan dan membahas data yang telah diolah untuk selanjutnya
dilakukan pembahasan yang terdiri dari (4.1) Penelitian Tahap I, (4.2) Penelitian
Tahap II, dan (4.3) Penelitian Tahap III.

4.1 Penelitian Tahap 1 “Karakterisasi Bubuk Daun Pala (Myristica fragrans
Houtt.) dan Ekstraksi Bubuk Daun Pala.”

4.1.1 Karakteristik Fisikokimia Bubuk Daun Pala (Myristica fragrans Houtt.)

Dalam Penelitian ini, bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dianalisis untuk
berbagai parameter fisik dan kimia. Analisis terhadap bubuk tersebut mencakup
pada pengukuran warna, kadar air, pH, dan aktivitas air (ay). Hasil dari analisis

tersebut dapat dilihat pada Tabel IV.1, yang menunjukkan karakteristik utama

bubuk daun pala.
Tabel IV.1 Karakteristik fisikokimia bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.)
Karakteristik fisikokimia bubuk daun pala Nilai
(Myristica fragrans Houtt.)
Kadar Air (%) 10,48 + 0,66
Warna Ji = 41,05 £ 0,62
a* 1,87 £0,22
b* 11,72 +2,89
pH 4,43 + 0,07
Aktivitas Air (ay) 0,61 + 0,01

Keterangan : Hasil dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi (SD)

4.1.1.1 Kadar air bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.)

Kadar air merupakan komponen penting dalam bahan pangan yang memengaruhi
penampakan, tekstur, serta cita rasa produk. Kandungan air menentukan daya
terima, tingkat kesegaran, dan daya simpan bahan pangan. Secara umum, kadar air
merupakan jumlah total air yang terkandung dalam bahan tanpa memperhatikan

kondisi atau derajat keterikatan air didalamnya (Lestari et al., 2018).
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Kadar air bubuk daun pala (Myristica frarans Houtt.) yang relatif tinggi (Tabel IV.1)
dapat meningkatkan risiko pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri, kapang,
dan khamir yang berpotensi menyebabkan perubahan mutu dan kerusakan produk

pangan selama penyimpanan (Nurfadilah et al., 2023).

Kadar air teh herbal daun pala dengan variasi umur daun dan metode pengeringan
berkisar antara 6,64-7,74%. Nilai terendah diperoleh pada perlakuan daun tua
dengan pengeringan matahari (6,64%), sedangkan nilai tertinggi pada daun muda
dnegan pengeringan oven (7,74%). Seluruh nilai tersebut masih berada di bawah
batas maksimum SNI sebesar 8%. Sehingga, produk memenuhi standar mutu yang
berlaku, Hasil penelitian Lestari et al. (2018) ini lebih rendah dibandingkan dengan
kadar air bubuk daun pala pada penelitian ini (10,48 £ 0,66 %). Perbedaan tersebut
diduga dipengaruhi oleh perbedaan bentuk produk, ukuran partikel, serta metode
dan durasi pengeringan yang digunakan. Di mana bubuk berukuran partikel lebih
halus cenderung lebih higroskopis sehingga menghasilkan kadar air yang lebih
tinggi.

4.1.1.2 Warna bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.)

Warna merupakan atribut pangan yang pertama kali menarik perhatian konsumen
dan dapat memberikan petunjuk mengenai perubahan kimia yang terjadi selama
proses pengolahan (Lestari et al., 2018). Secara kimiawi, warna berkaitan dengan
struktur molekuler ikatan rangkap terkonjugasi yang menangkap energi cahaya dan
menyebabkan delokalisasi elektron sehingga menghasilkan warna khas pada bahan

pangan (Manzoor et al., 2021).

Analisis warna ditentukan oleh tiga parameter, yaitu L* (kecerahan), a*
(kemerahan/kehijauan), dan b* (kekuningan/kebiruan), di mana nilai L* berkisar
dari O (hitam) hingga 100 (putih). Nilai a* dari negatif (hijau) hingga positif
(merah), dan nilai »* dari negatif (biru) hingga positif (kuning) (Amelia et al.,
2023). Nilai L* bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) sebesar 41,05 = 0,62
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(Tabel IV.1) mengindikasi bahwa produk cenderung berwarna gelap dengan nuansa
abu-abu (Gambar IV.1). Nilai a* sebesar 1,87 £ 0,22 menunjukkan adanya
kecenderungan warna kemerahan. Sedangkan nilai b* sebesar 11,72 + 2,89

menandakan kecenderungan warna kekuningan pada bubuk daun pala.

Gambar IV.1 Bubuk Daun Pala

4.1.1.3 pH bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.)

Nilai pH merupakan parameter yang menggambarkan tingkat keasaman dan
kebasaan suatu larutan melalui konsentrasi ion hydrogen (H") yang dinyatakan
dalam bentuk logaritma negatf dan konsentrasi ion tersebut. Penetapan standar pH
sangat penting karena perubahan pH yang relatif kecil sekalipun dapat memberikan
pengaruh signifikan terhadap stabilitas bahan maupun akurasi hasil analisis (Tiwari

& Mahalpure, 2025).
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Skala pH berkisar antara 0 hingga 14 di mana nilai di bawah 7 dikategorikan asam
dan di atas dikategorikan basa (Alizadeh-Sani et al., 2020). Nilai pH bubuk daun
pala (Myristica fragrans Houtt.) sebesar 4,43 + 0,07 (Tabel 1V.1) menunjukkan
bahwa produk bersifat asam. Kondisi pH yang rendah ini berperan penting dalam
stabilitas dan reaktivitas senyawa bioaktif, diantaranya meningkatkan pelarutan
senyawa fenolik serta mendukung efisiensi isolasi senyawa bioaktif (Nurintan et
al., 2025). Selain itu, tingkat keasaman yang tinggi turut menghambat pertumbuhan
mikroorganisme pembusuk dan patogen mengingat mikroorganisme metagenik
umumnya tumbuh optimal pada kisaran pH 6,6-7,6 dan aktivitasnya akan menurun

pada pH di bawah nilai tersebut (angraeni et al., 2021).

4.1.1.4 Aktivitas air (aw) bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.)

Berdasarkan Tabel IV.1, bubuk daun pala memiliki aktivitas air (aw) sebesar 0,61 +
0,01, pertumbuhan mikroba dapat dihambat secara total dengan menurunkan pada
kandungan air bebas atau aktivitas air (aw) pada bahan pangan dibawah 0,60 (Azara
& Saidi, 2020). Setiap mikroorganisme memiliki nilai aktivitas air (aw) minimal
untuk membuat tumbuh dengan baik seperti kapang yang akan tumbuh baik pada
aw 0,60-0,70 (Santoso et al., 2020). Dari teori tersebut, dapat dikatakan bahwa

bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dapat dirusak oleh kapang.

Aktivitas air (ay) merupakan indikator jumlah air bebas dalam bahan pangan yang
berperan sebagai media pertumbuhan mikroorganisme, sekaligus memengaruhi
reaksi kimia yang terjadi kimia yang terjadi selama penyimpanan. Nilai a
dinyatakan dalam angka desimal dengan kisaran 0-1,0, di mana semakin tinggi
nilainya, semakin rentan bahan terhadap kerusakan biologis maupun kimiawi

(Azzara & Saidi, 2020).

Nilai ay bubuk daun pala sebesar 0,61 £ 0,01 (Tabel IV.1) berada sedikit di atas
ambang 0,60 yang umumnya dijadikan acuan untuk menghambat pertumbuhan

mikroba secara total (Azara & Saidi, 2020). Nilai tersebut berada dalam kisaran
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optimal pertumbuhan kapang, yaitu a, 0,60-0,70 (Santoso et al., 2020), sehingga
bubuk daun pala berpotensi mengalami kerusakan akibat aktivitas kapang apabila
tidak disimpan pada kondisi yang tepat. Oleh karena itu, pengendalian kondisi
penyimpanan, seperti penggunaan kemasan kedap udara dan lingkungan
berkelembapan rendah menjadi faktor penting dalam menjaga stabilitas dan

keamanan produk.

4.1.2 Ekstrak Daun Pala (Myristica fragrans Houtt.)

Ekstraksi bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dilakukan menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol absolute 99,5% dari 100 gram bahan baku.
Hasil ekstraksi yang diperoleh tercantum pada Tabel IV.2, sedangkan secara

makroskopis ekstrak menampilkan warna hijau kecoklatan (Gambar I'V.2).

Gambar IV.2 Ekstrak Daun Pala
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Hasil ekstrak daun pala disajikan pada Tabel V.2 sebagai berikut :
Tabel V.2 Hasil ekstrak daun pala

Hasil ekstrak daun pala Nilai
Bubuk daun pala 100 g + 0.00
Pelarut ekstrak 300 mL + 0.00
Hasil ekstrak yang didapat 11,32 g+ 0.00
Persentase hasil Ekstrak (b/v) 11,32 %+ 0.00

Hasil dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi (SD)

Etanol merupakan pelarut organik yang umum digunakan dalam proses ekstraksi
karena bersifat universal yakni mampu menarik senyawa polar maupun semipolar
seperti tanin, alkaloid, flavonoid, dan saponin (Riwanti et al., 2020). Konsentrasi
etanol sangat memengaruhi hasil ekstraksi karena menentukan kekuatan hidrofobik
pelarut serta ikatan hydrogen dengan komponen target, yang pada akhirnya

berpengaruh terhadap laju disolusi dan efisiensi ekstraksi (Hakim & Rina, 2020).

Proses ekstraksi dilakukan dengan perbandingan bahan baku dan pelarut sebesar
1:3 (b/v), menggunakan 100 gram bubuk daun pala yang diekstraksi dalam 300 mL
etanol absolute. Ekstraksi dilakukan menggunakan incubator shakter C24 (Edison,
USA) pada suhu 30°C selama 24 jam dengan kecepatan 75 rpm. Mekanisme
maserasi bekerja melalui penetrasi pelarut ke dalam dinding sel, melarutkan zat
aktif di dalam rongga sel, kemudian mendorongnya keluar akibat perbedaan
konsentrasi antara bagian dalam dan luar sel (Riwanti et al., 2020). Larutan hasil
ekstraksi, disaring menggunakan kertas saring Whatman No. 1 dengan bantuan
aspirator pump yang memanfaatkan tekanan vakum untuk mempercepat
pemisahan filtrat dari residu padat. Filtrat yang diperoleh, kemudian
dikonsentrasikan menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 40°C

kecepatan 75 rpm, selama 28 menit untuk menghilangkan pelarut etanol.

Proses ekstraksi tunggal (single extraction) ini menghasilkan ekstrak daun pala

sebesar 11,32 gram dengan rendemen sebesar 11,32%. Nilai rendemen tersebut
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telah memenubhi kriteria rendemen yang baik, yakni di atas 10% (Rodhiatul et al.,
2022). Meskipun demikian, nilai itu lebih rendah dibandingkan penelitian Agustien
et al. (2023) yang memperoleh rendemen sebesar 19,85% pada daun muda dan
20,17% pada daun tua menggunakan etanol absolute 96% dengan durasi ekstraksi
3 x 24 jam. Perbedaan tersebut diduga dipengaruhi oleh durasi ekstraksi yang lebih
panjang pada penelitian tersebut. Sehingga kontak bahan dengan pelarut
berlangsung lebih lama dan meningkatkan senyawa yang berhasil terekstrak

(Purwanti, 2024).

4.2 Penelitian Tahap II “Pembuatan Sintesis Hijau NL-AgNPs dan
Menentukan Aktivitas Antibakteri terhadap Spesies Bacillus spp”

Penelitian tahap II terdiri dari Sintesis NL-AgNPS dan penentuan antibakteri
terhadap spesies Bacillus spp. meliputi WDA, MIC, dan MBC.

4.2.1 Sintesis NL-AgNPs

Sintesis nanopartikel perak berbasis ekstrak daun pala (NL-AgNPs) melibatkan
beberapa bahan utama. Larutan perak nitrat (AgNO3) berperan sebagai prekursor
yang menyediakan ion perak (Ag") untuk direduksi oleh senyawa bioaktif dalam
biomaterial (Nanda et al., 2025). Dimetil sulfoksida (DMSO) digunakan sebagai
pelarut untuk mengencerkan ekstrak hingga konsentrasi yang diinginkan. DMSO
merupakan pelarut polar aprotik yang mampu melarutkan senyawa organik maupun
anorganik dengan tingkat toksisitas rendah sehingga relatif aman dan ramah
lingkungan (Fatthanah et al., 2022). Dalam proses sintesis, ekstrak daun pala
berperan sebagai agen pereduksi alami melalui kandungan metabolit sekundernya
yang mendonorkan elektron, sehingga ion perak (Ag™) tereduksi menjadi perak

elemental (Ag®) dan membentuk nanopartikel perak (Qurrataayun et al., 2022).

10% dengan 27 mL larutan ImM AgNO; 1, menghasilkan 30 mL larutan NL-
AgNPs berkonsentrasi 1%. Sebelumnya, larutan DMSO 10% disiapkan dengan
mencampurkan 2 mL DMSO 100% ke dalam 18 mL air steril (1:9, v/v). Sebanyak
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1 gram ekstrak daun pala kemudian dilarutkan dalam 10 mL DMSO 10% untuk
memperoleh larutan ekstrak 10% (b/v), dan dari larutan tersebut diambil 3 mL

untuk dicampurkan dengan 27 mL larutan AgNO3.

Indikasi keberhasilan sintesis nanopartikel perak ditandai dengan perubahan warna
larutan dan pembentukan endapan. Perubahan warna dari hijau menjadi coklat serta
terbentuknya endapan coklat mengindikasikan terbentuknya nanopartikel perak
dalam larutan (Handoko et al., 2022). Warna hijau pada larutan awal berasal dari
pigmen klorofil dalam bioreduktor, sedangkan warna coklat merupakan warna khas
nanopartikel perak akibat fenomena Surface Plasmon Resonance (SPR). Pada
penelitian ini, ekstrak daun pala yang awalnya berwarna hijau tua (Gambar IV.3
(a)) mengalami perubahan warna menjadi hijau kecoklatan disertai munculnya

endapan setelah berinteraksi dengan ion perak (Gambar I'V.3 (b)).

(@) (b)
Gambar V.3 Bahan sintesis hijau NL-AgNPs; (a) Ekstrak daun pala 10%, (b) NL-
AgNPs 1%

4.2.2 Well Diffusion Assay (WDA)

Penilaian aktivitas antimikroba pada penelitian ini dilakukan menggunakan metode
Well Diffusion Assay (WDA), yaitu metode yang mendeteksi kemampuan senyawa

antimikroba dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme di sekitar area
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aplikasinya. Metode ini bekerja dengan membuat lubang kecil pada medium agar
yang telah diinokulasikan mikroorganisme uji, kemudian larutan sampel diteteskan
ke dalam lubang tersebut. Setelah inkubasi, zona hambatan yang terbentuk diukur

untuk menentukan aktivitas antimikroba bahan yang diuji (Putri et al., 2023).

Terbentuknya zona bening di sekitar lubang mengindikasikan adanya
penghambatan pertumbuhan mikroba oleh senyawa antimikroba. Mekanisme
kerjanya dapat berlangsung melalui beberapa jalur, di antaranya gangguan atau
kerusakan pada penyusun dinding sel, peningkatan permeabilitas membran sel,
inaktivasi enzim esensial, serta destruksi atau inaktivasi materi genetik mikroba
(Silitonga et al., 2019). Besar kecilnya zona hambatan yang dihasilkan dipengaruhi
oleh beberapa faktor, yaitu jenis dan umur bakteri uji, konsentrasi zat antimikroba,
kepadatan inokulum, resistensi bakteri terhadap substansi yang diujikan, serta kadar
dan gugus fungsi senyawa aktif yang terkandung dalam bahan uji (Silitonga et al.,

2019).

Aktivitas antibakteri ekstrak daun pala (10%, 100 mg/mL) dan NL-AgNPs (1%, 10
mg/mL) diuji terhadap empat spesies Bacillus spp. menggunakan metode WDA,
dengan hasil disajikan pada Tabel I'V.3, sebagai berikut :

Tabel IV. 3 Zona penghambatan ekstrak daun pala (Myristica fragrans Houtt.)
terhadap patogen bawaan makanan.
Rata-rata zona hambat (mm)
Strain Bakteri Ekstrak NL-AgNPs CHX DMSO
[10%(b/v)] [1%(b/V)] [1%(Db/v)]  [10%(b/v)]

Bacillus cereus

ATCC33019 11,5+£0,87"  14,67+0,58" 18 +0.00 NA

i";é@”;%”;bﬁﬁs 125£1,80 13,17£0,76™ 225+£000  NA

iaTcél(l:ulsf;LéTﬂus 12+0,35% 15,33 +4,01* 18,5+0.00 NA

iaTcél(l:ulsgse‘lgatmum 12,5 +1,32* 11,83 +£0,29** 24,5 +0.00 NA
Keterangan :

ATCC : American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).
NL-AgNPs : Nutmeg Leaf Silver Nanoparticles



66

NA : No Active (tidak ada hambatan)

Hasil dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi (SD); n=3 x 3

Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf kapital yang merupakan taraf nyata
dari interaksi antara konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs dengan bakteri
yang tidak berbeda secara signifikan (p>0,05).

Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf kecil merupakan taraf nyata dari
strain bakteri yang tidak berbeda secara signifikan (p>0,05).

Kedua perlakuan menunjukkan aktivitas antibakteri yang signifikan terhadap
seluruh bakteri yang diujikan, yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di

sekitar lubang uji (Gambar I'V.4).

(b)

Gambar IV. 4 Zona hambat kontrol positif chlorhexidine (CHX), kontrol negatif
dimethyl sulfoxide (DMSO), ekstrak daun pala 10% dan NL-AgNPs
1%; (a) B. pumilus, (b) B. cereus.

Ekstrak daun pala 10% menghasilkan diameter zona hambat berkisar antara 11,5 +
0,87 mm hingga 12,5 + 1,32 mm. Penghambatan tertinggi diperoleh terhadap B.
megaterium (12,5 £ 1,32 mm), diikuti oleh B. subtilis (12,5 + 1,80 mm), B. pumilus
(12,0 £ 0,35 mm), dan B. cereus (11,5 + 0,87 mm). NL-AgNPs 1% menunjukkan
aktivitas penghambatan yang sebanding, dengan diameter zona hambat tertinggi
pada B. pumilus (15,33 £ 4,01 mm), diikuti oleh B. cereus (14,67 £ 0,58 mm), B.
subtilis (13,17 £ 0,76 mm), dan B. megaterium (11,83 £ 0,29 mm).
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Kontrol negatif DMSO 10% tidak menunjukkan zona hambatan terhadap bakteri
manapun, yang mengkonfirmasi bahwa DMSO pada konsentrasi tersebut tidak
memiliki efek antibakteri dan pengaruh biologisnya dapat diabaikan (Hermawan,
2019; Summer et al., 2022). Sebaliknya, kontrol positif chlorhexidine (CHX) 1%
menunjukkan penghambatan yang jauh lebih besar dibandingkan kedua perlakuan
uji, dengan diameter zona hambat tertinggi pada B. megaterium (24,5 = 0,00 mm),
diikuti oleh B. subtilis (22,5 £ 0,00 mm), B. pumilus (18,5 = 0,00 mm), dan B.
cereus (18,0 = 0,00 mm). Tingginya aktivitas CHX tersebut berkaitan dengan
kandungan klorin yang bersifat desinfektan tingkat tinggi dan aktif terhadap
berbagai mikroorganisme, dengan efek yang tidak hanya bakteriostatik tetapi juga

bakterisida (Pariati & Angki J., 2019).

Meskipun zona hambat yang dihasilkan oleh ekstrak daun pala 10% dan NL-AgNPs
1% lebih rendah dibandingkan CHX 1%, kedua perlakuan tersebut tetap
menunjukkan aktivitas antibakteri yang bermakna. CHX 1% sebagai kontrol positif
menghasilkan zona hambat sebesar 18,0-24,5 mm terhadap bakteri Bacillus yang
diujikan, yang mencerminkan efektivitasnya sebagai agen antimikroba spektrum
luas (Ariani & Hadriyanto, 2013). Berdasarkan klasifikasi respons zona hambat
menurut Putri et al. (2023), yang membagi kategori menjadi lemah (<5 mm),
sedang (5—10 mm), kuat (10-20 mm), dan sangat kuat (>20 mm), ekstrak daun pala
10% dan NL-AgNPs 1% keduanya tergolong dalam kategori kuat dengan rentang
zona hambat 10-20 mm. Dengan demikian, meskipun belum setara dengan CHX
1%, ekstrak daun pala dan NL-AgNPs berpotensi dikembangkan sebagai alternatif

antimikroba alami dengan efektivitas yang cukup baik.

Perbedaan diameter zona hambat antara ekstrak daun pala 10% dan NL-AgNPs 1%
sejalan dengan temuan Dewi et al. (2019), yang menguji aktivitas antibakteri
nanopartikel perak yang disintesis dari ekstrak daun sendok dan
membandingkannya dengan larutan AgNOj3 serta ekstrak daun sendok murni. Pada

penelitian tersebut, larutan AgNO3; menghasilkan zona hambat sebesar 4,73 mm,
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sedangkan nanopartikel perak menghasilkan zona hambat yang lebih besar, yaitu
5,13 mm. Adapun ekstrak daun sendok murni tidak menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri. Hasil tersebut mengkonfirmasi bahwa proses sintesis nanopartikel
dapat meningkatkan aktivitas antibakteri dibandingkan ekstrak maupun prekursor
logamnya secara terpisah, yang turut mendukung temuan pada penelitian ini bahwa
NL-AgNPs 1% menghasilkan zona hambat yang lebih besar dibandingkan ekstrak
daun pala 10%.

Aktivitas antibakteri ekstrak daun pala didukung oleh kandungan metabolit
sekundernya, yang meliputi flavonoid, terpenoid, alkaloid, saponin, tanin, dan
triterpenoid (Halimathussadiah et al., 2021). Masing-masing senyawa tersebut
bekerja melalui mekanisme yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan atau

menyebabkan kematian sel bakteri (Arlofa, 2025).

Senyawa fenolik dan turunannya, termasuk flavonoid, bekerja melalui proses
adsorpsi pada permukaan sel bakteri yang melibatkan ikatan hidrogen. Pada kadar
rendah, terbentuk kompleks protein-fenol dengan ikatan lemah yang kemudian
mengalami peruraian, diikuti penetrasi fenol ke dalam sel yang menyebabkan
denaturasi protein. Pada kadar tinggi, fenol menyebabkan koagulasi protein dan
lisis membran sel. Flavonoid secara spesifik membentuk senyawa kompleks dengan
protein ekstraseluler dan protein terlarut pada bakteri, yang merusak integritas
membran sel dan memicu keluarnya senyawa intraseluler (Halimathussadiah et al.,

2021).

Senyawa terpenoid bekerja dengan bereaksi terhadap porin pada membran luar
dinding sel bakteri, sechingga menyebabkan kerusakan porin yang mengakibatkan
penurunan permeabilitas dinding sel. Kondisi ini menyebabkan bakteri kekurangan
nutrisi sehingga pertumbuhannya terhambat (Halimathussadiah et al., 2021). Tanin
menghambat pertumbuhan bakteri melalui inaktivasi adhesin sel bakteri,
penghambatan enzim, dan gangguan transportasi protein pada lapisan dalam sel

(Putri et al., 2022). Selain itu, tanin juga dapat merusak membran sel melalui efek
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toksisitasnya, di mana senyawa astringen dalam tanin membentuk ikatan kompleks
dengan ion logam sehingga meningkatkan efek toksik terhadap bakteri (Arlofa,
2015). Saponin bekerja dengan menurunkan tegangan permukaan sel,
meningkatkan permeabilitas membran, dan mendorong keluarnya senyawa

intraseluler bakteri (Trusua et al., 2018).

Mekanisme antibakteri nanopartikel perak (AgNPs) bekerja melalui beberapa jalur
sekaligus. Tahap awal dimulai dengan perlekatan AgNPs pada permukaan sel
bakteri yang menyebabkan peningkatan permeabilitas membran, pelepasan
lipopolisakarida, serta deformasi dan disintegrasi membran sel. Kondisi ini memicu
kebocoran ion dan gangguan keseimbangan osmotik yang berujung pada kematian
sel bakteri. AgNPs juga mampu menembus membran dan berinteraksi langsung
dengan biomolekul seluler seperti DNA dan protein, sehingga mengganggu proses
replikasi, transkripsi, dan metabolisme sel. Di sisi lain, ion perak (Ag") yang
dilepaskan berinteraksi dengan gugus sulfthidril pada protein bakteri, menyebabkan
denaturasi protein dan inaktivasi enzim yang terlibat dalam respirasi seluler. lon
perak juga berikatan dengan fosfor dalam DNA dan RNA, sehingga menghambat
proses genetik serta sintesis protein yang pada akhirnya menekan pertumbuhan dan

proliferasi bakteri (Nanda et al., 2025).

Hasil pengujian aktivitas antibakteri pada penelitian ini masih bersifat kualitatif
sehingga belum sepenuhnya menggambarkan efektivitas antibakteri secara optimal.
Oleh karena itu, diperlukan pengujian lanjutan secara kuantitatif melalui penentuan
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) untuk mengevaluasi efektivitas ekstrak daun pala dan NL-

AgNPs terhadap bakteri Bacillus secara lebih komprehensif.

4.2.3 Penentuan Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimu
Bactericidal Concetration (MBC)

Pengujian antibakteri secara kuantitatif dilakukan melalui penentuan nilai Minimum

Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
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menggunakan metode two-fold microdilution. MIC didefinisikan sebagai
konsentrasi terendah antimikroba yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme
secara visual setelah 24 jam inkubasi, sedangkan MBC adalah konsentrasi
minimum yang menghasilkan pengurangan 3-log;o (>99,9%) jumlah bakteri hidup
dibandingkan inokulum awal (Ishak et al., 2025). Semakin rendah nilai MIC dan
MBC yang diperoleh, semakin tinggi aktivitas antibakteri suatu senyawa dalam
menghambat maupun membunuh mikroorganisme target (Naid et al., 2025). Pada
penelitian ini, CHX 1% digunakan sebagai kontrol positif dan DMSO 10% sebagai
kontrol negatif. Hasil pengujian MIC dan MBC ekstrak daun pala (Myristica
fragrans Houtt.) dan NL-AgNPs terhadap bakteri Bacillus disajikan pada Tabel
Iva4.

Pada Gambar V.5 merupakan bukti terbentuknya MIC dan MBC terhadap
Bacillus spp.

Gambar IV. 5 Hasil uji MIC dan MBC; (a) Bacillus cereus, (b) Bacillus megaterium

96 well plate pada penentuan MIC dan MBC ekstrak daun pala 10% terhadap
bakteri Bacillus; kolom 1 : kontrol negatif (a), kolom 2 : kontrol positif (b), kolom
3:0,09 mg/mL (c), kolom 4 : 0,20 mg/mL (d), kolom 5 : 0,39 mg/mL (e), kolom 6
10,78 mg/mL (f), kolom 7 : 1,56 mg/mL (g), kolom 8 : 3,13 mg/mL (h), kolom 9 :
6,25 mg/mL (i), kolom 10 : 12,50 mg/mL (j), kolom 11 : 25,00 mg/mL (k), dan
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kolom 12 : 50,00 mg/mL (1) ekstrak daun pala dengan MHB serta inokulum.
Sementara itu, untuk 96 well plate pada penentuan MIC dan MBC NL-AgNPs 1%
terhadap bakteri Bacillus : kolom 1 : kontrol negatif (a), kolom 2 : kontrol positif
(b), kolom 3 : 0,009 mg/mL (c), kolom 4 : 0,02 mg/mL (d), kolom 5: 0,039 mg/mL

(e), kolom 6 : 0,078 mg/mL (f), kolom 7 : 0,156 mg/mL (g), kolom 8 : 0,313 mg/mL

(h), kolom 9 : 0,63 mg/mL (i), kolom 10 : 1,30 mg/mL (j), kolom 11 : 2,50 mg/mL
(k), dan kolom 12 : 5,00 mg/mL (1) NL-AgNPs dengan MHB serta inokulum.

Ekstrak daun pala dan NL-AgNPs menunjukkan aktivitas bakteriostatik terhadap
seluruh spesies Bacillus yang diujikan (Tabel 9). Antibakteri bakteriostatik bekerja
dengan mencegah pertumbuhan bakteri tanpa membunuhnya secara langsung,
berbeda dengan bakterisidal yang secara aktif membunuh bakteri hingga
melampaui ambang batas tertentu, meskipun keduanya pada dasarnya dapat

menyebabkan kematian bakteri pada kondisi tertentu (Ishak et al., 2025).

Nilai MIC ekstrak daun pala 10% berkisar antara 3,13—12,5 mg/mL dengan nilai
MBC >50,00 mg/mL untuk seluruh bakteri uji. B. subtilis dan B. pumilus
merupakan spesies paling rentan dengan nilai MIC 3,13 mg/mL dan MBC 50,00
mg/mL, diikuti B. megaterium dengan MIC 6,25 mg/mL dan MBC >50,00 mg/mL.
B. cereus tercatat sebagai spesies paling resisten dengan MIC 12,5 mg/mL dan
MBC >50,00 mg/mL. Keseluruhan hasil tersebut mengindikasikan efek
bakteriostatik ekstrak daun pala 10% terhadap semua spesies Bacillus yang

diujikan.

NL-AgNPs 1% menunjukkan nilai MIC yang jauh lebih rendah, berkisar antara
0,31-0,63 mg/mL dengan nilai MBC >5,00 mg/mL. B. pumilus dan B. megaterium
merupakan spesies paling rentan dengan MIC 0,31 mg/mL, sedangkan B. cereus
dan B. subtilis menunjukkan resistensi lebih tinggi dengan MIC 0,63 mg/mL.
Sebagaimana ekstrak daun pala, NL-AgNPs 1% juga bersifat bakteriostatik

terhadap seluruh spesies yang diujikan.
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Perbandingan nilai MIC antara kedua perlakuan menunjukkan bahwa NL-AgNPs
1% memiliki aktivitas antibakteri yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak daun pala
10%. Peningkatan efektivitas NL-AgNPs terhadap masing-masing spesies
tercermin dari perbedaan nilai MIC, di mana konsentrasi yang dibutuhkan untuk
menghambat B. cereus dan B. megaterium 20 kali lebih rendah pada NL-AgNPs
dibandingkan ekstrak daun pala, sementara pada B. pumilus dan B. subtilis masing-
masing 10 dan 5 kali lebih rendah. Hal ini mengindikasikan bahwa hasil sintesis
nanopartikel secara signifikan meningkatkan potensi antibakteri dibandingkan

ekstrak daun pala.



Tabel IV. 4 MIC dan MBC ekstrak daun pala (Myristica fragrans Houtt.) dan NL-AgNPs terhadap bakteri Bacillus.

Ekstrak daun pala [10%(b/v)] NL-AgNPs [1%(b/v)]
Strain Bakteri MIC MBC Keteranean MIC MBC Keteranean Enhancement
(mg/mL) (mg/mL) 8 (mg/mL) (mg/mL) g

Bacillus cereus

12 ctats .
ATCC33019 >3 >50,00  Bakteristatik 0,63 >5,00 Bakteristatik 2o
Bacillus subtilis 313 ~50.00 Bakteristatik 0.63 ~5.00 Bakteristatik
ATCC6633 ’ 2 > ) akteristati 5x
Bacillus pumilus o o
ATCC14884 313 >50,00 Bakteristatik 0,31 >5,00 Bakteristatik Lox
Bacillus megaterium V4 o
2
ATCC14581 6: 5 >50,00 Baktenstatlk 0,3 1 >5,00 Baktenstatlk 20%
Keterangan :

ATCC : American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)
NL-AgNPs : Nutmeg Leaf Silver Nanoparticles

MIC = MBC : menunjukkan efek bakterisida

MIC < MBC : menunjukkan efek bakteristatik

MIC > MBC : menunjukkan error pada penelitian

73



74

4.3 Penelitian Tahap I1I “Aplikasi Ekstrak Daun Pala (Myristica fragrans
Houtt.) dan NL-AgNPs terhadap Mie Basah Selama Penyimpanan”.

Deteksi mikroorganisme pembusuk, patogen, dan kontaminan biologis pada bahan
pangan merupakan tahapan kritis dalam menjamin mutu dan keamanan produk.
Pengujian mikrobiologi berperan penting dalam mencegah kontaminasi sekaligus
meminimalkan risiko penyakit yang ditularkan melalui makanan, dan menjadi
pendekatan yang umum digunakan dalam analisis keamanan pangan modern

(Aladhadh, 2023).

Pada penelitian ini, analisis mikrobiologis dilakukan untuk mengevaluasi pengaruh
ekstrak daun pala pada konsentrasi 0,1% dan 1% serta NL-AgNPs pada konsentrasi
0,01% dan 0,1% terhadap kualitas mikrobiologis mie basah. Pengujian dilakukan
pada dua kondisi penyimpanan, yaitu suhu ruang (25 + 2,0°C) dan suhu dingin (4,
+ 2,0°C), dengan variasi waktu penyimpanan selama 0, 1, 3, 4, 8, dan 10 hari.
Metode yang digunakan adalah Total Plate Count (TPC) dengan teknik tuang (pour
plate) untuk menghitung jumlah koloni mikroorganisme yang tumbuh pada media

lempeng (Pelczar & Chan, 2005).

Perkembangbiakan mikroorganisme menjadi dasar penting dalam penilaian
keamanan pangan, karena mencerminkan tingkat kebersihan serta keberadaan
bakteri pada makanan, air, maupun bahan sanitasi lainnya. Plate Count Agar (PCA)
digunakan sebagai media non-selektif untuk menumbuhkan bakteri pada suhu 20—
45°C, dengan jumlah mikroba dihitung menggunakan metode colony forming units
(CFU) per gram atau mililiter (Trisha et al., 2024). Metode ini memungkinkan
estimasi jumlah mikroorganisme hidup dalam sampel dengan asumsi distribusi
mikroba tersebar merata di seluruh bagian bahan pangan. Untuk menjamin

keakuratan hasil, penghitungan dilakukan secara duplo (n=2).

4.3.1 Pengaruh Ekstrak Daun Pala (Myristica fragrans Houtt.) terhadap
Populasi Mikroba pada Mie Basah Selama Penyimpanan pada Suhu
Ruang (25 £ 2,0°C)
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Evaluasi aktivitas antibakteri yang disajikan pada Gambar IV.6 menunjukkan
pengaruh penambahan ekstrak daun pala terhadap populasi mikroba pada mie basah
yang disimpan di suhu ruang (25 £ 2,0°C) selama 10 hari. Secara umum,
penambahan ekstrak daun pala pada konsentrasi 0,1% dan 1,0% mampu menekan
pertumbuhan mikroorganisme dibandingkan kontrol tanpa ekstrak (0,00%). Hal ini
didukung oleh kandungan metabolit sekunder ekstrak daun pala (Myristica
fragrans Houtt.), khususnya senyawa fenolik, alkaloid, flavonoid, saponin, dan
terpenoid, yang berkontribusi terhadap aktivitas antibakteri (Putri et al., 2023;

Pancerchelvan et al., 2015).

Pada perlakuan tanpa ekstrak (0,00%), jumlah bakteri meningkat setiap harinya
hingga mencapai kondisi Too Numerous to Count (TNTC), yang mengindikasikan
bahwa tanpa kehadiran senyawa bioaktif, pertumbuhan mikroba tidak dapat
terhambat secara efektif selama penyimpanan. Sebaliknya, penambahan ekstrak
daun pala pada konsentrasi 0,1% dan 1,0% terbukti efektif menekan pertumbuhan
bakteri hingga hari ke-10 penyimpanan, dengan penurunan jumlah bakteri yang
lebih signifikan pada konsentrasi 1,0% dibandingkan 0,1%. Hasil ini menunjukkan
adanya hubungan positif antara konsentrasi ekstrak dan kemampuan penghambatan

pertumbuhan bakteri pada mie basah.

Nilai TPC mie basah pada hari ke-0 tercatat sebesar 5,89 log;o CFU/mL. Pada hari
ke-1, perlakuan ekstrak 0,1% mengalami peningkatan jumlah mikroba menjadi 6,60
log;o CFU/mL, sementara ekstrak 1% justru menunjukkan penurunan langsung
menjadi 4,75 log;o CFU/mL. Selanjutnya, kedua konsentrasi menunjukkan tren
penurunan yang konsisten selama penyimpanan. Pada hari ke-3, jumlah mikroba
pada ekstrak 0,1% menurun menjadi 5,65 log;o CFU/mL dan ekstrak 1% tetap pada
4,75 logio CFU/mL. Penurunan yang lebih signifikan terjadi pada hari ke-4, dengan
ekstrak 0,1% mencapai 4,04 log;0 CFU/mL dan ekstrak 1% sebesar 2,80 logqo
CFU/mL. Pada hari ke-8, jumlah mikroba pada ekstrak 1% telah mencapai 0 log;o
CFU/mL, sedangkan ekstrak 0,1% masih tercatat sebesar 1,80 log;o CFU/mL. Pada
hari ke-10, ekstrak 0,1% juga mencapai 0 log,o CFU/mL.
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Tren penurunan jumlah mikroba yang konsisten pada kedua konsentrasi selama 10
hari penyimpanan mengindikasikan bahwa senyawa bioaktif dalam ekstrak daun
pala aktif menghambat pertumbuhan mikroorganisme pada mie basah. Perbedaan
laju penurunan antara konsentrasi 0,1% dan 1% menunjukkan adanya hubungan
positif antara konsentrasi ekstrak dan efektivitas penghambatan, di mana
konsentrasi yang lebih tinggi menghasilkan penghambatan yang lebih cepat dan

lebih kuat.
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Ekstrak
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0.1242 1.4142 0.0042 0.0042
5.80 % 6.60 + 5.65= 4.04 = 1.80 =
0.10 pAb
0.12480 1.414b 0.024P 0.004k 0.004k
5.80 % 475+ 4.75 280+
1.00 QAP pAb
0.124b 1.204b 1.6240 0.004k
Keterangan :

TNTC : Too Numerous to Count

Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf Kapital merupakan taraf nyata dari

lama penyimpanan terhadap jumlah sel yang tidak berbeda secara signifikan

(p>0,05).

Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf kecil yang merupakan taraf nyata

dari konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs yang berbeda secara signifikan

(p<0,05).

Gambar IV. 6 Pengaruh ekstrak daun pala 0,0% (control), 0,1%, dan 1% terhadap
populasi mikroba pada mie basah selama 10 hari penyimpanan
suhu ruang (25 + 2,0°C)
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4.3.2 Pengaruh NL-AgNPs terhadap Populasi Mikroba pada Mie Basah
Selama Penyimpanan pada Suhu Ruang (25 £ 2,0°C)

Evaluasi aktivitas antibakteri yang disajikan pada Gambar 1V.7 menunjukkan
pengaruh penambahan NL-AgNPs terhadap populasi mikroba pada mie basah yang
disimpan di suhu ruang (25 + 2,0°C) selama 10 hari. NL-AgNPs pada konsentrasi
0,01% maupun 0,1% keduanya mampu menghambat pertumbuhan bakteri sejak
hari ke-1 dan menghentikan pertumbuhan sepenuhnya pada hari ke-3, meskipun
terdapat perbedaan kuantitas jumlah mikroba yang berhasil dihambat di antara

kedua konsentrasi tersebut.

Jika dibandingkan dengan ekstrak daun pala 0,1% dan 1,0% pada kondisi
penyimpanan yang sama, NL-AgNPs 0,01% dan 0,1% menunjukkan efektivitas
penghambatan yang lebih tinggi, dengan kemampuan menghentikan pertumbuhan
bakteri pada waktu yang lebih singkat. Hal ini mengindikasikan bahwa proses
sintesis nanopartikel secara signifikan meningkatkan aktivitas antibakteri ekstrak
daun pala, sehingga NL-AgNPs berpotensi lebih efektif sebagai bahan pengawet

mie basah selama penyimpanan pada suhu ruang dalam jangka waktu 10 hari.

Pada hari ke-1, kedua perlakuan NL-AgNPs menunjukkan penurunan jumlah
bakteri dibandingkan hari ke-0, dengan konsentrasi 0,01% tercatat sebesar 4,74
log;o CFU/mL dan konsentrasi 0,1% sebesar 5,06 log;o CFU/mL. Pada hari ke-3,
jumlah bakteri pada kedua konsentrasi menurun drastis hingga mencapai 0 log4o
CFU/mL dan tidak menunjukkan tanda peningkatan hingga hari ke-10,
mengindikasikan bahwa NL-AgNPs tidak hanya menghambat tetapi juga mampu

membunuh bakteri secara efektif selama penyimpanan pada suhu ruang.

Perbandingan efektivitas antara ekstrak daun pala dan NL-AgNPs pada
penyimpanan suhu ruang (25 + 2,0°C) disajikan pada Gambar I'V.8. Ekstrak 1,0%
baru mencapai 0 log;o CFU/mL pada hari ke-8, sedangkan ekstrak 0,1% baru



79

mencapai nilai yang sama pada hari ke-10. Sebaliknya, NL-AgNPs pada kedua
konsentrasi (0,01% dan 0,1%) telah mencapai 0 log;o CFU/mL pada hari ke-3.
Perbedaan ini menunjukkan bahwa NL-AgNPs memiliki efektivitas antibakteri
yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak daun pala dalam mempertahankan kualitas

mikrobiologis mie basah pada penyimpanan suhu ruang.
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Konsentrasi Lama penyimpanan (Hari)
NL-AgNPs
0 1 3 4 8 10
(%)
5.80=+ 6.60 + 7.62+ 10.00 +
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0.1248 1.418a 0.00C= 0.00B=2
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0.124b 1.194b
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0.1 oce 0B® 0B® 0B®
0.124b 0.144F
Keterangan :

TNTC : Too Numerous to Count
Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf Kapital merupakan taraf nyata dari

lama penyimpanan terhadap jumlah sel yang berbeda secara signifikan (p<0,05).
Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf kecil yang merupakan taraf nyata

dari konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs yang berbeda secara signifikan

(p<0,05).

Gambar IV. 7 Pengaruh NL-AgNPs 0,0% (control), 0,01%, dan 0,1% terhadap
populasi mikroba pada mie basah selama 10 hari penyimpanan
suhu ruang (25 + 2,0°C)
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Gambar IV.8 Pengaruh ekstrak daun 0,0 (control), 0,1%, 1% dan NL-AgNPs
0,01%, 0,1% terhadap populasi mikroba pada mie basah selama 10
hari penyimpanan suhu ruang (25 + 2,0°C)

Meskipun NL-AgNPs terbukti lebih efektif dalam menghambat dan membunuh
pertumbuhan mikroba, proses sintesisnya memerlukan bahan dengan biaya yang
relatif tinggi sehingga kurang ekonomis untuk diterapkan secara luas. Sebaliknya,
ekstrak daun pala menunjukkan efektivitas yang cukup baik sebagai agen
antibakteri berkat kandungan senyawa bioaktifnya, dengan biaya produksi yang
lebih terjangkau. Dengan demikian, ekstrak daun pala berpotensi menjadi alternatif
pengawet alami yang lebih aplikatif dan ekonomis, khususnya untuk produk mie

basah sebagaimana dibuktikan dalam penelitian ini.
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4.3.3 Pengaruh Ekstrak Daun Pala (Myristica fragrans Houtt.) terhadap
Populasi Mikroba pada Mie Basah Selama Penyimpanan pada Suhu
Pendinginan (4.0 = 2.0°C)

Evaluasi aktivitas antibakteri disajikan pada Gambar IV.9 menunjukkan pengaruh
penambahan ekstrak daun pala terhadap populasi mikroba pada mie basah yang
disimpan di suhu pendinginan (4,0 £ 2,0°C) selama 10 hari. Penambahan ekstrak
pada konsentrasi 0,1% dan 1,0% secara umum mampu menekan pertumbuhan
mikroorganisme dibandingkan kontrol, didukung oleh kandungan metabolit
sekunder ekstrak daun pala (Myristica fragrans Houtt.) yang meliputi senyawa
fenolik, alkaloid, flavonoid, saponin, dan terpenoid dengan aktivitas antibakteri

(Putri et al., 2023; Paneerchelvan et al., 2015).

Nilai TPC awal pada hari ke-0 tercatat sebesar 5,89 log;o CFU/mL. Pada hari ke-
1, konsentrasi ekstrak 0,1% menunjukkan penurunan jumlah bakteri menjadi 2,04
logio CFU/mL, sedangkan konsentrasi 1,0% menghasilkan penurunan yang lebih
signifikan hingga 1,80 log;o CFU/mL. Pada hari ke-3, konsentrasi 1,0% telah
mencapai 0 log;o CFU/mL, sementara konsentrasi 0,1% masih tercatat sebesar 1,80
logio CFU/mL. Pada hari ke-4, konsentrasi 0,1% juga mencapai 0 log;o CFU/mL
dan kondisi ini bertahan hingga hari ke-10, menunjukkan bahwa kedua konsentrasi
ekstrak daun pala efektif menghambat pertumbuhan bakteri selama penyimpanan

pada suhu pendinginan.

Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak daun pala berpotensi digunakan sebagai
pengawet alami yang efektif untuk mie basah selama penyimpanan 10 hari pada
suhu pendinginan. Efektivitas tersebut merupakan hasil kombinasi antara kondisi
suhu rendah yang menekan aktivitas bakteri dan kandungan senyawa bioaktif
ekstrak daun pala yang berperan sebagai agen antibakteri. Di antara kedua
konsentrasi yang diujikan, ekstrak 1,0% menunjukkan efektivitas yang lebih tinggi
dibandingkan 0,1%, tercermin dari kemampuannya mencapai 0 log,;o CFU/mL

lebih cepat, yaitu pada hari ke-3 dibandingkan hari ke-4 pada konsentrasi 0,1%.
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Keterangan :

TNTC : Too Numerous to Count
Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf Kapital merupakan taraf nyata dari

lama penyimpanan terhadap jumlah sel yang tidak berbeda secara signifikan

(p>0,05).

Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf kecil yang merupakan taraf nyata

dari konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs yang berbeda secara signifikan

(p<0,05).

Gambar I1V.9 Pengaruh ekstrak daun pala 0,0% (control), 0,1%, dan 1% terhadap

populasi mikroba pada mie basah selama 10 hari penyimpanan suhu
ruang (4 = 2,0°C)
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4.3.4 Pengaruh NL-AgNPs terhadap Populasi Mikroba pada Mie Basah
Selama Penyimpanan pada Suhu Pendinginan (4.0 + 2,0°C).

Evaluasi aktivitas antibakteri disajikan pada Gambar IV.10 menunjukkan pengaruh
penambahan NL-AgNPs terhadap populasi mikroba pada mie basah yang disimpan
di suhu pendinginan (4,0 = 2,0°C) selama 10 hari. Berbeda dengan hasil pada
penyimpanan suhu ruang, perbandingan antara ekstrak daun pala dan NL-AgNPs
pada suhu pendinginan menunjukkan bahwa ekstrak daun pala memberikan
efektivitas penghambatan yang lebih tinggi. Pada hari ke-1, jumlah bakteri pada
perlakuan ekstrak 0,1% dan 1,0% masing-masing tercatat sebesar 2,04 dan 1,80
log;o CFU/mL, sedangkan pada NL-AgNPs 0,01% dan 0,1% jumlah bakteri masih
lebih tinggi, yaitu 4,10 dan 5,60 log,o CFU/mL.

NL-AgNPs 0,01% menunjukkan penurunan bertahap dengan jumlah bakteri 3,95
log;o CFU/mL pada hari ke-3, 3,60 log;o CFU/mL pada hari ke-4, dan 2,19 log;,
CFU/mL pada hari ke-8, sebelum akhirnya mencapai 0 log;o, CFU/mL pada hari
ke-10. Sementara itu, NL-AgNPs 0,1% menunjukkan penurunan yang lebih cepat
hingga mencapai 0 log;o CFU/mL dan bertahan hingga hari ke-10. Hasil ini
mengindikasikan bahwa pada kondisi suhu pendinginan, ekstrak daun pala lebih
unggul dalam menekan pertumbuhan bakteri pada tahap awal penyimpanan
dibandingkan NL-AgNPs, meskipun keduanya pada akhirnya mampu menghambat

pertumbuhan bakteri secara efektif.

Perbandingan efektivitas antara ekstrak daun pala dan NL-AgNPs pada
penyimpanan suhu pendinginan (4,0 £ 2,0°C) disajikan pada Gambar IV.11.
Ekstrak 1,0% mencapai 0 log;o CFU/mL pada hari ke-3, sebanding dengan NL-
AgNPs 0,1% yang mencapai nilai yang sama pada hari ke-3. Sementara itu, ekstrak
0,1% mencapai 0 log;o CFU/mL pada hari ke-4, lebih cepat dibandingkan NL-
AgNPs 0,01% yang baru mencapai nilai tersebut pada hari ke-10. Dengan
demikian, dapat disimpulkan bahwa pada kondisi suhu pendinginan, ekstrak daun

pala lebih unggul dibandingkan NL-AgNPs 0,01%, dan menunjukkan efektivitas
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yang setara dengan NL-AgNPs 0,1% dalam menghambat pertumbuhan bakteri pada

mie basah.
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(%)
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5.80+ 410+ 3095+ 3.60 2.19=
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Keterangan :

TNTC : Too Numerous to Count

Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf Kapital merupakan taraf nyata dari

lama penyimpanan terhadap jumlah sel yang berbeda secara signifikan (p<0,05).
Nilai rata rata + standar deviasi dengan huruf kecil yang merupakan taraf nyata

dari konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs yang berbeda secara signifikan
(p<0,05).
Gambar IV.10 Pengaruh NL-AgNPs 0,0% (control), 0,01%, dan 0,1% terhadap

populasi mikroba pada mie basah selama 10 hari penyimpanan
suhu ruang (4 + 2,0°C)
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Gambar IV.11 Pengaruh ekstrak daun 0,0 (control), 0,1%, 1% dan NL-AgNPs
0,01%, 0,1% terhadap populasi mikroba pada mie basah selama 10
hari penyimpanan suhu ruang (25 + 2,0°C)

Keunggulan ekstrak daun pala dibandingkan NL-AgNPs pada kondisi suhu
pendinginan berkaitan dengan perbedaan mekanisme kerja keduanya. Ekstrak daun
pala mengandung senyawa bioaktif yang bekerja secara langsung dalam
menghambat pertumbuhan mikroba dan merusak membran sel bakteri (Mirna et al.,
2016), sehingga efek penghambatan terjadi lebih cepat. Sebaliknya, NL-AgNPs
bekerja melalui mekanisme yang lebih kompleks, meliputi proses interaksi dengan
permukaan sel, penetrasi ke dalam sel, hingga kerusakan sel secara bertahap (Eker
et al., 2025). Meskipun mekanisme bertahap ini menghasilkan aktivitas antibakteri
yang lebih stabil dan berkelanjutan (Batista et al., 2018; Okur et al., 2025),
karakteristik tersebut kurang optimal untuk produk seperti mie basah yang
umumnya dikonsumsi dalam jangka waktu singkat setelah produksi. Dengan
demikian, ekstrak daun pala dinilai lebih aplikatif dan ekonomis sebagai alternatif
pengawet alami untuk mie basah, sementara NL-AgNPs tetap berpotensi untuk

aplikasit pengawetan pada produ angan dengan masa simpan vyan D1 anjang.
plikasi peng pada produk pangan deng impan yang lebih panjang



87

Pada gambar V.12, tersajikan kurva pertumbuhan dari berbagai perlakuan dan

penyimpanan sebagai berikut :
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Gambar IV. 12 Juxtapose pengaruh ekstrak daun pala dan NL-AgNPs terhadap
populasi mikroba pada mie basah : (a) pengaruh ekstrak daun pala
terhadap suhu ruang (25 + 2,0°C). (b) pengaruh NL-AgNPs
terhadap suhu ruang (25 £ 2,0°C). (c) pengaruh ekstrak daun pala
terhadap suhu pendinginan (4,0 + 2,0°C). (d) pengaruh NL-AgNPs
terhadap suhu pendinginan (4,0 + 2,0°C)



\% KESIMPULAN DAN SARAN

Bab ini menyimpulkan hasil penelitian (5.1) dan menyampaikan saran-saran

berdasarkan penelitian yang bisa diajukan untuk penelitian selanjutnya (5.2)

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan diperoleh beberapa Kesimpulan

antara lain :

1. Bubuk daun pala (Myristica fragrans Houtt.) memiliki karakteristik
fisikokimia yang meliputi kadar air 10,48 + 0,66%, warna L* 41,05 + 0,62,
a* 1,87 £0,22, b* 11,72 + 2,89, pH 4,43 + 0,07, dan aktivitas air (a,) 0,61
+ 0,01. Ekstraksi menggunakan etanol absolut 99,5% dengan perbandingan
1:3 (b/v) melalui metode maserasi menghasilkan rendemen sebesar 11,32%,
menunjukkan bahwa metode tersebut efektif dalam mengekstrak senyawa
bioaktif dari daun pala.

2. Ekstrak daun pala berhasil dimanfaatkan sebagai agen bioreduktor dalam
sintesis hijau nanopartikel perak (NL-AgNPs). Sintesis dilakukan dengan
mencampurkan 3 mL larutan ekstrak 10% (b/v) dengan 27 mL larutan
AgNO;3; sehingga menghasilkan 30 mL NL-AgNPs berkonsentrasi 1%, yang
ditandai dengan perubahan warna menjadi cokelat kehitaman. Senyawa
bioaktif dalam ekstrak daun pala terbukti mampu berperan sebagai agen
pereduksi sekaligus penstabil nanopartikel, menghasilkan partikel dengan
potensi bioaktif yang lebih baik dibandingkan ekstrak murni. Ekstrak daun
pala 10% dan NL-AgNPs 1% terbukti memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Bacillus cereus, B. subtilis, B. pumilus, dan B. megaterium. Pada
uji WDA, ekstrak 10% menghasilkan zona hambat 11,5-12,5 mm,
sedangkan NL-AgNPs 1% sebesar 11,83—15,33 mm. Nilai MIC dan MBC
ekstrak 10% masing-masing berkisar 3,13—12,5 mg/mL dan >50,00 mg/mL,
sedangkan NL-AgNPs 1% jauh lebih rendah, yaitu 0,31-0,63 mg/mL dan
>5,00 mg/mL, mengindikasikan potensi antibakteri yang lebih tinggi.
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3. Pada aplikasi pengawetan mie basah, kedua perlakuan mampu menekan
pertumbuhan mikroba secara efektif pada suhu ruang (25 + 2°C) maupun
suhu pendinginan (4 £ 2°C), dengan jumlah mikroba mencapai 0 logio
CFU/mL lebih cepat dibandingkan kontrol yang menunjukkan peningkatan

signifikan selama penyimpanan.

Penelitian ini menunjukkan bahwa daun pala yang selama ini merupakan hasil
samping Perkebunan pala yang belum dimanfaatkan secara optimal, memiliki
potensi besar sebagai sumber bahan pengawet alami. Ekstrak daun pala dinilai lebih
aplikatif dan ekonomis untuk pengawetan mie basah mengingat sifatnya yang
mudah diproduksi dan biaya yang lebih terjangkau. Sementara, NL-AgNPs
berpotensi dikembangkan lebih lanjut untuk aplikasi pengawetan produk pangan
dengan masa simpan yang lebih panjang. hasil penelitian ini membuka peluang
pengembangan pengawet alami berbasis tanaman lokal sebagai alternatif pengganti
pengawet sintesis, yang sejalan dengan tren industri pangan menuju produk yang

lebih aman, alami, dan berkelanjutan.

5.2 Saran

Adapun saran yang berdasarkan hasil penelitian sebagai berikut :

1. Penelitian lanjutan disarankan untuk mengeksplorasi pengaruh variasi jenis
pelarut dan konsentrasi alkohol terhadap karakteristik ekstrak daun pala.
Pemilihan pelarut menentukan polaritas dan selektivitas ekstraksi, sehingga
jenis pelarut yang berbeda berpotensi menghasilkan profil senyawa bioaktif
yang berbeda pula. Dengan membandingkan efektivitas berbagai pelarut,
dapat ditentukan kondisi ekstraksi yang paling optimal untuk
memaksimalkan kandungan senyawa bioaktif sekaligus aktivitas antibakteri
ekstrak daun pala.

2. Sintesis nanopartikel berbasis logam lain, seperti nanopartikel tembaga
(CuNPs), atau seng oksida (ZnO-NPs), menggunakan ekstrak daun pala
sebagai agen bioreduktor perlu dikaji lebih lanjut. Setiap jenis nanopartikel

memiliki karakteristik fisikokimia, mekanisme antibakteri, dan profil
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toksisitas yang berbeda. Perbandingan antar jenis nanopartikel akan
memberikan gambaran yang lebih komprehensif mengenai potensi ekstrak
daun pala sebagai bioreduktor, sekaligus membantu mengidentifikasi
nanopartikel yang paling efektif dan aman untuk aplikasi di bidang pangan.
Pengujian dengan variasi konsentrasi ekstrak daun pala dan NL-AgNPs
yang lebih luas, disertai perpanjangan durasi penyimpanan, perlu dilakukan
untuk memperoleh gambaran yang lebih menyeluruh mengenai efektivitas
dan stabilitasnya sebagai pengawet. Penelitian ini hanya menguji
konsentrasi dan durasi penyimpanan yang terbatas, sehingga belum dapat
menggambarkan batas konsentrasi minimum yang efektif (minimum
effective concentration) maupun titik kritis penurunan daya hambat seiring
waktu. Data tersebut sangat diperlukan untuk mendukung pengembangan
formulasi pengawet yang aman, efektif, dan sesuai standar keamanan

pangan yang berlaku.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Layout 96 Well Plate

Konsentrasi
MHB + Inoculum + Ekstrak 10%

Column1: MHB Ekstrak/NL-AgNPs (+) Pipet 100 pL

Control (-) ( homogenisasi

dengan menarik
turunkan pipet
sebanyak 3 kali

B.cereus |A \
B. subtilis |B Nk
B. pumilus G 10%
B. megaterium| D) —)
B.cereus |E —\
B. subtilis |F NL-AgNPs
. 1%
B. pumilus G
B. megaterium| H Konsentrasi

Ekstrak 10%
! Pipet 100 pL
homogenisasi

dengan menarik
Column 2: MHB turunkan pipet
+inoculum (+) sebanyak 3 kali

96 well plate untuk penentuan MIC dan MBC ekstrak daun pala (Myristica fragrans
Houtt.) terhadap bakteri patogen sebagai berikut :

Kolom 1 : kolom negatif

Kolom 2 : kontrol positif

Kolom 3 : 0,09 mg/mL

Kolom 4 : 0,20 mg/mL

Kolom 5 : 0,39 mg/mL

Kolom 6 : 0,78 mg/mL

Kolom 7: 1,56 mg/mL

Kolom 8 : 3,13 mg/mL

Kolom 9 : 6,25 mg/mL

Kolom 10: 12,50 mg/mL

Kolom 11 : 25,00 mg/mL

Kolom 12 : 50,00 mg/mL ekstrak daun pala dengan MHB dan inokulum.

96 well plate untuk penentuan MIC dan MBC NL-AgNPs terhadap bakteri patogen
sebagai berikut :

Kolom 1 : kolom negatif

Kolom 2 : kolom positif

Kolom 3 : 0,009 mg/mL
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Kolom 4 : 0,020 mg/mL

Kolom 5 : 0,039 mg/mL

Kolom 6 : 0,078 mg/mL

Kolom 7: 0,156 mg/mL

Kolom 8 : 0,313 mg/mL

Kolom 9: 0,625 mg/mL

Kolom 10 : 1,25 mg/mL

Kolom 11 : 2,5 mg/mL

Kolom 12 : 5,00 mg/mL NL-AgNPs dengan MHB dan inokulum.

Lampiran 2. Two-way ANOVA : Inhibitory Zone versus Bacteria strands,
Concentration.

Analysis of Variance

Adj
Source DF Adj SS MS F-Value P-Value
Concetration 1 15,844 15,844 5,49 0,032
Bacteria 3 6948 2316 0,80 0,510

Concetration*Bacteria 3 17,198 5,733 1,99 0,157
Error 16 46,167 2,885
Total 23 86,156

Tukey Pairwise Comparisons: Concetration

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concetration N Mean Grouping
1 12 13,750 A
10 12 12,125 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Tukey Pairwise Comparisons: Bacteria

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Bacteria N Mean  Grouping
BP 6 13,6667 A
BC 6 13,0833 A
BS 6 12,8333 A
BM 6 12,1667 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Concetration*Bacteria

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concetration*Bacteria N

Mean  Grouping

1 BP
1 BC
1 BS
10 BS
10 BM
10 BP
1 BM
10 BC

3

LB W LW W W W

3

15,3333 A4
14,6667 A
13,1667 A
12,5000 A
12,5000 A
12,0000 A4
11,8333 A4
11,5000 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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Lampiran 3. Analisis of varians

Jumlah mikroba TPC yang terdapat pada mie basah setelah penyimpanan
selama 10 hari yang diberi Ekstrak daun pala (Myristica fragrans Houtt.)
dengan konsentrasi yang berbeda dan kondisi pada suhu ruang (25 + 2.0°C)

Analysis of Variance

Adj
Source DF Adj SS MS F-Value P-Value

Concentration 3 279,67 93,222 9,85 0,000
Day 5 24,52 4903 0,52 0,760
Error 27 255,62 9,467

Lack-of-Fit 10 194,69 19,469 5,43 0,001
Pure Error 17 60,93 3,584

Total 35 561,11

Tukey Pairwise Comparisons: Concentration

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentration N Mean  Grouping

0 129,35225 A

0.1 1 5,26932A B
0,1 113,88179 B
1 12 3,03267 B

Means that do not share a letter are significantly different.



Tukey Pairwise Comparisons: Day

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Mean  Grouping

Day N
4 6
3 6
0 6
1 6
8 6
10 6

6,24194 A
5,96677 A
5,85477 A
5,71668 A
456211 A
3,96177 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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Jumlah mikroba TPC yang terdapat pada mie basah setelah penyimpanan

selama 10 hari yang diberi NL-AgNPs dengan konsentrasi yang berbeda dan

kondisi pada suhu ruang (25 £ 2.0°C).

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Concentration 2 456,374 228,187 1007,87 0,000
Day 5 43,666 8,733 38,57 0,000
Concentration*Day 10 200,931 20,093 88,75 0,000

Error

Total

18 4,075
35 705,047

0,226

Tukey Pairwise Comparisons: Concentration

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentration N Mean  Grouping
0,00 129,35225 A

0,10 12 1,82617 B
0,01 12 1,77275 B

Means that do not share a letter are significantly different.



Tukey Pairwise Comparisons: Day

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Day N Mean Grouping
0 6 589300 A

1 6 5,47050 A

4 6 4,00000

8 6 4,00000

10 6 4,00000

3 6 253883 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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Tukey Pairwise Comparisons: Concentration*Day

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentration*Day N Mean  Grouping
0,00 4 2 12,0000 A

0,00 8 2 12,0000 A

0,00 10 2 12,0000 A

0,003 2 17,6165 B

0,00 1 26,6040 B C
0,100 2 5,8930 B C
0,000 2 5,8930 B C
0,010 2 5,8930 B C
0,101 25,0640 C
0,01 1 24,7435 C
0,10 10 20,0000 D
0,018 20,0000 D
0,01 10 20,0000 D
0,10 8 20,0000 D
0,01 4 20,0000 D
0,103 2 -0,0000 D
0,10 4 2 -0,0000 D
0,013 2 -0,0000 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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Jumlah mikroba TPC yang terdapat pada mie basah setelah penyimpanan
selama 10 hari yang diberi eksktrak daun pala (Myristica fragrans Houtt.)
dengan konsentrasi yang berbeda dan kondisi pada suhu pendinginan (4 +
2.0°C).

Analysis of Variance

Adj Adj F-
Source DF SS MS Value P-Value

Concentration 3 473,48 157,826 22,43 0,000
Day 5 38,91 7,781 1,11 0,380
Error 27 189,98 7,036

Lack-of-Fit 10 163,16 16,316 10,34 0,000
Pure Error 17 26,82 1,578

Total 35 695,75

Tukey Pairwise Comparisons: Concentration

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentration N Mean  Grouping

0 12 9,22575 A

0.1 1 550535A B
0,1 11 1,70360 B
1 12 1,28233 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Tukey Pairwise Comparisons: Day

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Day N Mean Grouping

0 6 625170 A

4 6 5,15503 A
10 6 435870 A
8 6 435870 A
3 6 3,44853 A

1 6 3,00291 A

Means that do not share a letter are significantly different

Jumlah mikroba TPC yang terdapat pada mie basah setelah penyimpanan
selama 10 hari yang diberi NL-AgNPs dengan konsentrasi yang berbeda dan
kondisi pada suhu pendinginan (4 £ 2.0°C).

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Concentration 2 362,16 181,080 264,00 0,000
Day 5 19,05 3,810 5,55 0,003
Concentration*Day 10 204,70 20,470 29,84 0,000
Error 18 12,35 0,686

Total 35 598,25

Tukey Pairwise Comparisons: Concentration

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentration N Mean  Grouping

0,00 129,22575 A
0,01 12 3,28975 B
0,10 12 1,91692 C

Means that do not share a letter are significantly different.



Tukey Pairwise Comparisons: Day

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Day N Mean Grouping
0 6 589300 A

1 6 523450 A B
4 6 520067 A B
&8 6 473000 A B
10 6 4,00000 B
3 6 3,80667 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Tukey Pairwise Comparisons: Concentration*Day

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Concentration*Day N Mean  Grouping

0,00 4
0,00 8
0,00 10
0,00 3
0,00 1
0,100
0,010
0,00 0
0,10 1
0,01 1
0,01 3
0,01 4
0,01 8
0,103
0,10 8
0,01 10
0,10 10
0,10 4

2

[N N N e N e N O N e N e O R S S R\ I \S I (O L S R S ‘"I o)

12,0000 A
12,0000 A

12,0000 A

74685 B

59930 B C
58930 B C
58930 BC
58930 B C
56085 BC
4,1020 CD
3,9515 CD
3,6020 CD
2,1900 DE
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000 E

o o ™ ™

Means that do not share a letter are significantly different.
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Lampiran 4. Dokumentasi analisis fisikokimia

Keterangan :

(a) Bubuk daun pala.

(b) pemeriksaan kadar air.

(c) pemeriksaan aktivitas air (aw).
(d) pemeriksaan warna.

(e) pemeriksaan pH.
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Lampiran S. Dokumentasi Pembuatan ekstrak daun pala

Keterangan :

(1) Penimbangan bubuk daun

(2) Pencampuran dengan etanol absolute (99,5%) (1:3)
(3) Ekstraksi dengan menggunakan incubator shaker C24
(4) Pengambilan filtrat hasil ekstraksi

(5) Filtrat ekstraksi
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(6) Evaporasi menggunakan rotary vacuum evaporator
(7) Penimbangan hasil evaporasi

(8) Ekstrak daun pala

Lampiran 6. Dokumentasi Pembuatan NL-AgNPs dengan ekstrak daun pala

(b)

© (d

Keterangan :

(a) Ekstrak daun pala 10%

(b) DMSO 10%

(c) NL-AgNPs 1%

(d) Perbandingan warna antara ekstrak daun pala, NL-AgNPs serta DMSO.
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Lampiran 7. Dokumentasi hasil uji WDA

Keterangan :
(a) B. cereus
(b) B. subtilis
(c) B. pumilus

(d) B. megaterium
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Lampiran 8. Dokumentasi hasil uji MIC dan MBC
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Keterangan :

(a) 96 well plate terhadap ekstrak daun pala dan NL-AgNPs.
(b) 96 well plate terhadap CHX.

(c) MIC dan MBC B.cereus NL-AgNPs.

(d) MIC dan MBC B.subtilis NL-AgNPs.

(e) MIC dan MBC B.pumilus NL-AgNPs.

(f) MIC dan MBC B.megaterium NL-AgNPs.

(g) MIC dan MBC B.cereus Ekstrak.
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(h) MIC dan MBC B.subtilis ekstrak.

(1) MIC dan MBC B.pumilus ekstrak.

(j) MIC dan MBC B.megaterium ekstrak.
(k) MIC dan MBC B.cereus CHX.

(1) MIC dan MBC B.subtilis CHX.

(m) MIC dan MBC B. pumilus CHX.

(n) MIC dan MBC B. megaterium CHX.

Lampiran 9. Dokumentasi aplikasi ekstrak dan NL-AgNPs terhadap mie
basah
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Lampiran 10. Dokumentasi TPC

Day 0
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Lampiran 11. Persetujuan Proyek Penelitian
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Serdang, Selangor, Malaysia, 5 August 2025

TO WHOM IT MAY CONCERN

Mr. Dandy Tiara Putra (Matrix No.: 223020087) is a students from Department of
Food Technology, Faculty of Engineering, The Pasundan University, Bandung,
Indonesia, intends to do inbound activity [Research attachment: Anti-Bacillus
Activity of Green Synthesis of Nutmeg [Myristica fragrans Houtt.] Leaf Extract-
Mediated Silver Nanoparticles (ML-AgNPs) and Its Effect on Microbial
population in Wet Mie] at Faculty of Food Science and Technology, Universiti
Putra Malaysia (UPM), from August 11th to September 10th 2025, under
supervision Assoc. Prof. Dr. Yaya Rukayadi from Department of Food Science,
Faculty of Food Science and Technology, Universiti Putra Malaysia (UPM).

Thank you very much for your kind consideration.

Best Regard

= -
/ 7 s PROF
4> 7P5/PROF. DR, YaYA R
% / Q LECTURER URAYADS
/ ! Food Science

Faculty of Fooy Science and Technok
e Universiti Putra Malaysia -
3400, umdquuang, Solangor, Malaysia

YAYA RUKAYADI, PhD.
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