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ABSTRACT

Synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) with the addition of Trisodium citrate 1% asa reducing agent and
stabilizer in AgNO; by chemical reduction. The obtained AgNPs were characterized using UV-Vis
Spectrophotometer, PSA (Particle Size Analyzer) and TEM (Transmission Electron Microscopy). Concentration
optimum gNPs is 1 mM AgNO; with the addition of 6 mL of Trisodium citrate 1% at heating temperature 85°C for
13 minutes stirring. Characterization of AgNPs with TEM resulted in average particle size of 46,5 nm with various
shapes of triangels, rectangles, hexagons and rounds. The synthesized silver nanoparticles (AgNPs) were used for
analysist chloramphenicol. The measurement results of the calibration curve show that the linear equation y =
0,0078x +0,8623 with a correlation value of r 0,9954. The results of the validation form precision values is

0,54759 % has met a good precision, namely KV 2%.

Keywords: Silver nanoparticles (AgNPs), Synthesis, Chloramphenicol, Colorimetric Method.

PENDAHULUAN

Antibiotik adalah zat yang dihasilkan oleh
mikroorganisme  yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroorganisme lain [1]. Antibiotik
dengan tujuan terapi diberikan pada hewan jika
mengalami penyakit infeksi akibat terpapar bakteri
tertentu [2]. Namun antibiotik dengan tujuan
nonterapi ternyata digunakan sebagai pemacu
pertumbuhan hewan ternak dengan menambahkan
antibiotik pada produk makanan hewan [3].
Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dapat
menyebakan residu dalam jaringan organ hewan
ternak. Hal ini dapat membahayakan kesehatan
manusia jika mengkonsumsinya karena dapat
menimbulkan reaksi alergi bahkan resistensi jika
dikonsumsi dalam jumlah yang banyak [4]. Jenis
antibiotik yang sering ditambahkan pada pakan
hewan ternak yaitu kloramfenikol (CAP) [5].

Kloramfenikol ~ dalam dosis kecil yang
terdapat dalam produk makanan hewan akan
menyebabkan residu pada daging hewan hal ini
menyebabkan penggunaan kloramfenikol dilarang
pada produk makanan [6] karena dapat menyebabkan

gangguan lambung, radang, neuropati optis, anemia
aplastik dan kerusakan sumsum tulang belakang bagi
konsumennya [7].

Nanopartikel  perak  (AgNPs)  (Silver
Nanoparticles) merupakan metode deteksi analit
yang selektif dan sensitif yang dapat dikembangkan
sebagai metode sensor yaitu kolorimetri. AgNPs
memiliki sifat optik, magnetik, elektronik, dan
antimikroba [8]. Sifat optik khusus dari AgNPs
berupa LSPR (Localized Surface Plasmon
Resonance) digunakan untuk deteksi analit secara
visual [9].

Pada penelitian ini  sintesis  AgNPS
menggunakan metode reduksi kimia larutan Perak
Nitrak (AgNO;) akan direduksi oleh Trinatrium
Sitrat. (NazC¢Hs0O;) mereduksi ion Ag* menjadi Ag
[10]. Hasil sintesis AgNPs digunakan sebagai sensor
analisis kloramfenikol dengan metode kolorimetri.

METODOLOGI PENELITIAN
Alat

Alat yang digunakan pada percobaan ini
adalah peralatan gelas standar laboratorium kimia,
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neraca analitik, spatula, tabung reaksi, gelas arloji,
pipet mikro, Erlenmeyer (pyrex), beaker glass
(pyrex), vortex, labu takar (pyrex), Spektrofotometer
UV-Vis tipe Evolusion 201, pemanas stirer, botol
semprot, FT-IR tipe Thermo Scientific Nicolet iS10,
PSA (Particle Size Analyzer) tipe HORIBA SZ-100
dan TEM (Transmission Electron Microscopy) tipe
HT7700.

Bahan

Bahan yang digunakan pada percobaan ini
adalah AgNO;, Trinatrium Sitrat, aquademin (water
one), NacCl, aluminium foil, larutan kloramfenikol
(CAP) dan plastik Wrap (cling wrap), sampel daging
ayam broiler dan etanol.

Prosedur Penelitian
Optimasi Volume Trinatrium Sitrat 1%
Sebanyak 50 mL AgNO; dengan konsentrasi 1
mM yang diperoleh dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer. Kemudian dipanaskan pada suhu 85°C
yang diperoleh menggunakan stirrer. Selanjutnya ke
dalam Erlenmeyer ditambahkan Trinatrium Sitrat 1%
dengan variasi volume 1, 2,3, 4, 5,dan 6 mL setetes
demi setetes. Lalu larutan dihomogenkan dengan
stirrer sambil dipanaskan selama 13 menit. Setelah
itu pengukuran nilai absorbansi masing-masing
larutan menggunakan alat instrumen
Spektrofotometer UV-Vis.

Karakterisasi AgNPs dan AgNPs-Kloramfenikol
Karakterisasi AgNps dengan PSA (Particle Size
Analyzer) dan TEM (Transmission Electron
Microscopy).

Suspensi AgNPs konsentrasi optimum diukur
dengan PSA (Particle Size Analyzer) dan TEM
(Transmission Electron Microscopy) yang bertujuan
untuk melihat ukuran AgNPs dan morfologi AgNPs.
Pengukuran dilakukan dengan cara masing masing
perlakuan. Lalu diamati karakterisasinya.

Penentuan pH Optimum AgNPs-Kloramfenikol

Sebanyak 50 mL AgNO; dengan konsentrasi
1 mM dimasukkan ke dalam Erlenmeyer lalu
dipanaskan pada suhu 85°C menggunakan stirrer.
Selanjutnya ke dalam Erlenmeyer ditambahkan
Trinatrium Sitrat 1% sebanyak 6 mL. Kemudian di
kontrol pH nya menjadi 3; 4; 5; 6; 7; 8;9; 10; 11
dengan menambahkan HCI 0,1 M dan NaOH 0,1 M
setetes demi setetes. Kemudian dihomogenkan
dengan magnetic stirrer. Selanjutnya masing-masing
larutan diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.

Pembuatan dan Penentuan A maks AgNPs-
Kloramfenikol

Sebanyak 5 mL larutan AgNPs dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan dengan

1 mL kloramfenikol 8 x 10°® M dikocok sampai
homogen selama 5 menit pada suhu ruang, lalu
diamati perubahan warna yang terjadi dan diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada rentang panjang gelombang 350-600 nm.

Pembuatan Kurva Kalibrasi AgNPs-
Kloramfenikol

Sebanyak 5 mL AgNPs dimasukkan ke dalam
masing-masing 9 tabung reaksi, selanjutnya masing-
masing ditambahkan 1 mL kloramfenikol dengan

konsentrasi 2 x 104 x 106:8x 10761 x 10
5:12x10™ :14x10™ 16 x10™ :18 x 10™ dan

2 x 104 M. Kemudian larutan dikocok sampai
homogen selama5 menit pada suhu ruang. Masing-
masing larutan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum. Lalu dibuat kurva hubungan antara
konsentrasi AgNPs-Kloramfenikol dengan
absorbansi.

Penentuan Parameter Validasi
Penentuan Linearitas
Larutan  AgNPs-Kloramfenikol dengan

konsentrasi 2 x 10'6; 4 X 10'6; 8 X 10'6 :1x10°
S 112 X 10'5 114 x 10'5 16 X 10'5 18 x 10'5 dan

2 x 104 ™ yang telah dibuat pada prosedur
dilakukan pengukuran nilai absorbansi dengan
spektrofotometer UV-Vispada panjang gelombang
maksimum. Pengukuran dilakukan tiga Kkali
pengulangan dan dihitung nilai koefisien korelasi
(r). Linearitas juga dapat ditentukan dengan uji t,
Jika thiwng < twner Maka dapat disimpulkan bahwa
korelasi antara konsentrasi AgNPS-Kloramfenikol
dan absorbansinya linier.

Penentuan Presisi
Larutan  AgNPs-Kloramfenikol dengan

konsentrasi 2 x 1076: 4 x 106:8x 106 : 1 x 10
5.12x10™ :14x10™ 16 x 107 :18 x 10™ dan

2 x 104 M dilakukan pengukuran nilai absorbansi
dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum Pengukuran dilakukan tiga
kali pengulangan. Kemudian dibuat prosedur reaksi
antara  AgNPs-Kloramfenikol pada kondisi
optimum. Setelah itu pengukuran nilai absorbansi
larutan dilakukan menggunakan alat
spektrofotometer UV-Vis. Lalu ditentukan nilai
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simpangan baku (SD) dan koefisien variasi (KV)
atau relative standart deviation.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Optimasi Volume Trinatrium Sitrat 1%
Penentuan volume optimum larutan trinatrium
sitrat 1% yang berfungsi sebagai reduktor dan
sebagai penstabil dilakukan untuk mengendalikan
pembentukan AgNPs yang dihasilkan [11]. Volume
trinatrium sitrat 1% berkaitan dengan ukuran
nanopartikel yang terbentuk maka dari itu harus
dikendalikan atau ditentukan volume optimum
trinatrium sitrat. Pengukuran nilai absorbansi volume
trinatrium sitrat 1% dilakukan pada kisaran panjang
gelombang 350-600 nm. Hasil Pengukuran variasi
volume trinatrium sitrat 1% ditunjukkan pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Spektra UV-Vis Optimasi Volume 1-6
MI

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat diketahui bahwa semakin banyak
volume trinatrium sitrat 1% yang ditambahkan dapat
meningkatkan nilai absorbansi. Hasil penelitian yang
telah dilakukan berdasarkan 6 variasi volume
trinatrium sitrat 1% diketahui kondisi optimum
berada padavolume 6 mL dengan puncak SPR pada
panjang gelombang 422 nm dengan absorbansi 0,557.
Hal ini sesuai berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan oleh Solomon et al., [12] semakin tinggi
nilai absorbansi dari SPR maka AgNPs yang
terbentuk akan semakin banyak.

Karakterisasi AgNPs dengan PSA (Particle Size
Analyzer)

AgNps dikarakterisasi dengan PSA (Particle
Size Analyzer) bertujuan supaya nanopartikel yang
dibuat dengan konsentrasi 1 mM dengan pemanasan
pada suhu85°C dan penambahan 6 mL Trinatrium
Sitrat 1% 6 mL yang distirer selama 13 menit dapat
diketahui distribusi ukuran partikelnya. Berdasarkan

hasil karakterisasi dengan PSA (Particle Size
Analyzer) didapatkan ukuran partikel yaitu 46,5 nm
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Gambar 2. Hasil Karakterisasi AgQNPs dengan PSA
(Particle Size Analyzer)

Berdasarkan gambar 2 menunjukkan bahwa
pada pengukuran dengan PSA menghasilkan AgNPs
yang memiliki variasi ukuran mulai dari 40-110 nm
dengan ukuran rata-rata 46,5 nm. Bervariasinya
ukuran partikel dan ukuran partikel yang melebihi
100 nm dikarenakan tidak adanya penambahan
stabilizer pada saat sintesis AgNPs yang bertujuan
untuk mempertahankan ukuran AgNPs menjadi lebih
lama dan stabil. Penggunaan trinatrium sitrat sebagai
agen pereduktor dan juga penstabil tidak cukup kuat
untuk menstabilkan AgNPs terlalu lama. Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan Solomon et all. [11]
jika puncak SPR terdapat dalam range panjang
gelombang 420 menghasilkan ukuran ukuran partikel
35-50 nm, hingga dapat diketahui bahwa AgNPs
yang dihasilkan dalam keadaan optimum tersebut
tergolong nanopartikel.

Karakterisasi AQNPsdengan TEM (Transmission
Electron Microscopy)

Karakterisasi  AgNPs  dengan  TEM
(Transmission Electron Microscopy) dilakukan
menunjukkan ukuran serta morfologi nanopartikel
perak yang dihasilkan pada kondisi optimum. Hasil
karakterisasi menunjukkan nanopartikel memiliki
ukuran nano dengan rata-rata ukuran 46,5 nm yang
ditunjukkan pada Gambar 2 dengan berbagai bentuk
yang dihasilkan oleh AgNPs seperti yang terlihat
pada Gambar 3 yaitu segi empat, segi enam dan
bulat.

Hasil analisis karakterisasi pada gambar A
dengan perbesaran 50.000x dengan skala 500 nm
terlihat partikel yang menempel satu sama lain juga
terdistribusi secaraacak, pada gambar B perbesaran
50.000x dengan skala 200 nm terlihat partikel
berbentuk bulat dan saling menempel antar partikel,
dan pada gambar C dengan perbesaran 100.000x
dengan skala 100 nm dapat terlihat dengan jelas
partikel memiliki bentuk bulat, segi empat dan juga
segi enam.

Pe
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Perbesaran x100k dengan skala 100 nm

Gambar 3. Hasil Karakterisasi AgNPs dengan TEM
(Transmission Electron Microscopy)

Penentuan pH Optimum AgNPs-Kloramfenikol

Penentuan pH optimum dilakukan untuk
melihat kestabilan dari AgNPs dalam pH tertentu
dengan penambahan NaOH 0,1 M atau HCL 0,1 M
tetes demi tetes untuk mempercepat terjadinya reaksi
antara AgNPs dengan kloramfenikol. Pada Gambar 4
Menunjukkan hasil grafik pH optimum dari AgNPs-
Kloramfenikol

Untuk menghasilkan nanopartikel yang stabil
maka dilakukan penentuan pH otimum pada larutan
AgNPs-Kloramfenikol, untuk mengetahui adanya
pembentukan nanopartikel dapat diketahui dengan
menggunakan spektroskopi Uv-Vis melalui analisis
karakteristik Surface Plasmon Area (SPR) [13].
Berdasarkan pengukuran panjang gelombang

maksimum pada pH 3 didapatkan absorbansi larutan
yaitu 0,860 sedangkan pada pH 5 absorbansi larutan
yaitu 1,007 dan pada pH 6 terjadi penurunan
absorbansi larutan yaitu sebesar 0,967 dan pada pH
basa dari pH 7 yaitu 0,658; pH 8 yaitu 1,222; pH 9
yaitu 0,915 , pH 10 yaitu 1,039 dan pada pH 11
mengalami penurunan absorbansi yaitu 1,028
menandakan pH larutan pada suasana basa tidak
stabil. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan
dapat diketahui bahwa pH yang tinggi menghasilkan
tingkat reduksi yang tinggi hingga puncak serapan
akan tinggi pula namun absorbansi dan ketajaman
puncak serapan akan melemah saat mencapai pH
tertentu. Dari hal tersebut kita dapat mengetahui
AgNPs-Kloramfenikol terdapat pada pH tertentu
untuk mencapai absorbansi maksimumnya. pH
optimum AgNPs-Kloramfenikol terjadi pada suasana
asam yaitu pada pH 4 dengan absorbansi 0,946
dengan panjang gelombang 401 nm menunjukkan
puncak serapan dan absorbansi yang tinggi hingga
dapat kita ketahui berdasarkan dari hasil
spektrofotometer UV-Vis bahwa pH optimum
terdapat pada pH 4 . Dengan hasil pengukuran
AgNPs-Kloramfenikol terjadi pergeseran panjang
gelombang maksimumdari 421 nm menjadi 401 nm
dengan warna larutan yaitu jingga. Hal ini terjadi
karena adanya loncatan hipsokromik atau blue shift
yaitu pergeseran panjang gelombang yang lebih
pendek diperkiran yang menjadi puncak terbentuknya
ikatan AgNPs-Kloramfenikol [14].
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Gambar 4. Spektra  pH
Kloramfenikol

optimum  AgNPs-

Secara teori AgNPs bermuatan negatif dan
kloramfenikol pada gugus amina bermuatan positif
hingga terjadi pendekatan yang menimbulkan gaya
elektrostatik dengan adanya gaya tersebut
mengakibatkan adanya agregasi dan interaksi ion
dipol sehingga terjadi perubahan warna [14].
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Pembuatan dan Penentuan A maks AgNPs-
Kloramfenikol

Berdasarkan hasil pengukuran didapatkan
puncak SPR yaitu pada panjang gelombang 421 nm
ditandai dengan perubahan warna dari larutan dari
kuning menjadi jingga. Nilai spektrum puncak
absorbansi dari AgNPs yang spesifik menunjukkan
karakter SPR dari partikel yang berukuran nano,
serapan antara 400-500 nm menunjukkan adanya
partikel yang berukuran nano. SPR (surface plasmon
area) memiliki hubungan dengan warna larutan
AgNPs, dimana SPR merupakan eksitasi elektron
pada pita elektron disekitar nanopartikel dan vibrasi
oleh cahaya terhadap suatu struktur yang berukuran
nanometer. Setelah terjadinya resonansi, terdapat pita
absorpsi yang kuat dari plasmon ke permukaan
sehingga muncul serapan Kketika pengukuran
dilakukan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
[14].
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Gambar 5. Spektrum Absorbansi Uv-Vis AgNps
dan AgNPs-Kloramfenikol

Perubahan warna yang terjadi diduga karena
terjadinya agregasi akibat interaksi antara AgNPs
dengan kloramfenikol, perubahan warnayang terjadi
dapat dilihat secara kasat mata pada gambar 5.
Ketika terjadinya interaksi antar AgNPs dengan
kloramfenikol terjadi agregasi yang disebabkan
karena perubahan jarak antar partikel sehingga
memicu terjadinya agregasi yang dapat mengubah
sifat optik dari nanopartikel tersebut, hingga
terjadinya pergeseran pada panjang gelombang
maksimum dimana terjadinya perubahan warna
secara kasat mata atau pergeseran hipsokromik pada
puncak SPR.

Penentuan Parameter Validasi
Penentuan Linearitas

Penentuan linearitas dilakukan  untuk
menentukan persamaan regresi linear kurva kalibrasi
dengan mengetahui kemampuan dari metode tersebut
untuk dapat memperoleh hasil yang linier dengan
konsentrasi pada analit tertentu. Berdasarkan hasil
dari kurva kalibrasi menunjukkan nilai absorbansi
berbanding lurus dengan konsentrasi AgNps-

Kloramfenikol yang sesuai dengan Hukum Lambert-
Beer.

Koefisien regresi atau hasil linearitas
berdasarkan hasil kurva kalibrasi atau (R?) = 0,9954.
Nilai R? yaitu 0,9954 menyatakan adanya korelasi
yang kuat antara konsentrasi dan absorbansi.
Berdasarkan ICH (2005)[15] suatu metode analisa
memenuhi syarat jika R? > 0,99. Berdasarkan hasil
perhitungan diperoleh koefisien korelasi (r) = 0,99
dan berdasarkan uji t diperoleh thiwung < tune terdapat
korelasi linear antara nilai konsentrasi dengan
absorbansi. Koefisien korelasi diperoleh 0,99 artinya
99% perubahan nilai absorbansi dipengaruhi oleh
konsentrasi  AgNPs-Kloramfenikol dan 1%
dipengaruhi adanya faktor lain. Hingga diketahui
bahwa AgNPs-Kloramfenikol dengan variasi
konsentrasi telah memenuhi standar untuk metode
analisis kloramfenikol dengan metode kolorimetri.

Penentuan Presisi

Penentuan Presisi dilakukan untuk mengetahui
kesesuaian nilai antar data yang diperoleh pada
sampel dengan hasil analisa dinyatakan sebgai SBR
(simpangan baku relatif) atau koefisien variasi (KV).
Penentuan presisi dilakukan dengan variasi
konsentrasi AgNPS-Kloramfenikol 2; 4; 6; 8; 10; 12;
14;16; 18 20 mM. Pengukuran dilakukan sebanyak
tiga kali pengulangan dan dipatkan hasil dari
koefisien variasi  sebesar 1,8007%; 0,5387%;
0,6837%; 0,5389%); 0,4388%; 0,3782%; 0,3168%;
0,2702%; 0,2450%; dan 0,2649%. Menurut AOAC
(1990) (Association of Official Analytical Chemist)
kriteria dari simpangan baku relatif yang presisi jika
metode tersebut < 2% atau kurang. Hingga dapat
disimpulkan berdasarkan hasil penelitian yang telah
diperoleh telah memenuhi presisi yang tepat yaitu <
2%.

KESIMPULAN

Nanopartikel Perak yang telah disintesis
digunakan untuk menganalisa kloramfenikol. Dengan
warna larutan AgNPs vyaitu kuning kemudian
direaksikan dengan kloramfenikol menjadi jingga.
Dari Karakterisasi AgNPs dengan TEM dan PSA
dapat diketahui ukuran serta distribusi ukuran
nanopartikel perak yang terbentuk.
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