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ABSTRAK

SINTESIS DAN KARAKTERISASI SENYAWA DIFENILTIMAH(1V) DI-
4-HIDROKSIBENZOAT DAN DIFENILTIMAH(1V) DI-4-
NITROBENZOAT SERTA UJI BIOAKTIVITAS SEBAGAI

DISINFEKTAN

Oleh

DINI AULIA

Proses disinfeksi saat ini rutin dilakukan untuk mencegah kontaminasi permukaan
dari penularan COVID-19. Berbagai upaya terus dilakukan termasuk salah
satunya dengan melakukan penelitian terhadap senyawa-senyawa yang aman
digunakan sebagai disinfektan seperti senyawa kompleks organotimah(IV).
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan senyawa kompleks difeniltimah(IV)
di-4-hidroksibenzoat dan difeniltimah(lV) di-4-nitrobenzoat serta menguji
efektivitas senyawa tersebut sebagai disinfektan. Penelitian ini dilakukan dengan
cara mereaksikan difeniltimah(lIV) oksida dengan ligan asam 4-hidroksibenzoat
dan asam 4-nitrobenzoat. Senyawa hasil sintesis dikarakterisasi menggunakan
spektrofotometer IR, UV-Vis, *H- dan 3C- NMR serta microelemental analyzer.
Produk hasil sintesis berupa serbuk berwarna putih dengan nilai persen rendemen
berturut-turut sebesar 85,20 % dan 83,03 %. Pemurnian senyawa hasil sintesis
dilakukan dengan cara rekristalisasi dan pengujian titik leleh dengan Melting
Point Apparatus. Uji bioaktivitas sebagai disinfektan dilakukan dengan metode
dilusi cair terhadap bakteri S. aureus dan Salmonella sp. Hasil uji bioaktivitas
sebagai disinfektan diperoleh senyawa difeniltimah(lV) di-4-hidroksibenzoat dan
difeniltimah(IV) di-4-nitrobenzoat bersifat aktif sebagai disinfektan pada
konsentrasi 5x10° M dan waktu kontak terbaik adalah 15 menit. Hasil ini
menunjukkan bahwa kedua senyawa yang disintesis bersifat aktif sebagai
disinfektan karena nilai penurunan absorbansi yang lebih besar dari kontrol yaitu
larutan pine oil.

Kata kunci: disinfektan, difeniltimah(IV) oksida, difeniltimah(IV) di-4-
hidroksibenzoat, difeniltimah(IV) di-4-nitrobenzoat, S. aureus dan
Salmonella sp.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF DIPHENYLTIN(IV) DI-4-
HYDROXYBENZOATE AND DIPHENYLTIN(IV) DI-4-
NITROBENZOATE AND BIOACTIVITY TEST AS ADISINFECTANT

By

DINI AULIA

Currently, the disinfection actions are still being carried out to prevent surface
contamination as a measure to prevent the transmission of COVID-19. Various
attempts were still in progress to this day, including the research of compounds
that are save to use as disinfectant such as the research about organotin(IV)
carboxylate complex. The research’s goals were to synthesize the diphenyltin(1V)
di-4-hydroxybenzoate and diphenyltin(IV) di-4-nitrobenzoate, and to measure
both of the compounds effectivity as disinfectant. In this research, to synthesize
of diphenyltin(1V) di-4-hydroxybenzoate and diphenyltin(IV) di-4-nitrobenzoate
compounds, diphenyltin(IV) oxide as precursor was reacted with 4-
hydroxybenzoate acid and 4-nitrobenzoate acid ligands.  Afterwards, the
synthesized compounds were characterized using IR, UV-Vis, *H- and **C-NMR
spectrometer as well as microelemental analyzers. The synthesized compounds
produced white-coloured powders with a consecutive yield percent value of 85.20
% and 83.03 % respectively. Purification of synthesized compounds was done by
recrystallization and melting point testing with Melting Point Apparatus.
Bioactivity test as disinfectant has been conducted by liquid dilution method
against S. aureus and Salmonella sp bacteria. The results of bioactivity test as a
disinfectant were obtained diphenyltin(1V) di-4-hydroxybenzoate and
diphenyltin(1V) di-4-nitrobenzoate is active as a disinfectant at a concentration of
5x107° M and the optimum contact time is 15 minutes. These results showed that
both synthesized compounds were active as disinfectants due to greater decrease
in absorbance value than the control of pine oil solution.

Keywords: disinfectant, diphenyltin(IV) oxide, diphenyltin(IV) di-4-
hydroxybenzoate, diphenyltin(IV) di-4-nitrobenzoate, S. aureus and
Salmonella sp.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Pada Desember 2019, World Health Organization (WHO) melaporkan munculnya
jenis penyakit baru yaitu Corona Virus Disease 2019 (COVID-19) yang
disebabkan oleh virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). Virus ini pertama kali muncul di Wuhan, China. Penyebaran virus
terjadi secara cepat dan membuat ancaman pandemi baru (Handayani dkk., 2020).
Walaupun transmisi ke manusia tidak diketahui dengan jelas, cepatnya

kemampuan penularan virus ini sangat mengkhawatirkan (Hui et al., 2020).

Virus ini dapat menular melalui kontak langsung atau droplet melalui batuk,
bersin, berbicara, ataupun melalui benda-benda yang terkena droplet penderita
COVID-19 (Islam et al., 2020; Li et al., 2020; Wang et al., 2020). Transmisi
virus SARS-CoV-2 juga dikaitkan erat dengan kontak antara masyarakat di
tempat-tempat umum (World Health Organization, 2020). Tempat-tempat
tersebut memerlukan perlakuan pencegahan penularan COVID-19 seperti
pembersihan dan disinfeksi, sebagai upaya pencegahan utama untuk mengurangi

kemungkinan penularan terkait kontaminasi permukaan.

Ketahanan virus SARS-CoV-2 pada berbagai jenis permukaan sudah dievaluasi
dalam beberapa penelitian. Penelitian Chin et al., pada tahun 2020 menemukan
bahwa virus SARS-CoV-2 tetap bertahan hingga 1 hari pada kain dan kayu,
hingga 2 hari pada kaca, hingga 4 hari pada stainless steel dan plastik, dan hingga

7 hari pada lapisan luar masker medis. Penelitian lain menemukan bahwa virus



SARS-CoV-2 mampu bertahan selama 4 jam pada tembaga, 24 jam pada kardus,
dan hingga 72 jam pada plastik dan stainless steel. Virus SARS-CoV-2 juga
bertahan diberbagai tingkat pH dan suhu lingkungan tetapi rentan terhadap panas

dan metode disinfeksi standar (Doremalen et al., 2020).

Seperti jenis coronavirus lainnya, SARS-CoV-2 merupakan virus berselubung
yang memiliki selubung lipid luar yang rapuh. Sehingga, SARS-CoV-2 lebih
rentan terhadap disinfektan dibandingkan virus-virus tanpa selubung seperti
rotavirus, norovirus, dan poliovirus. Oleh karena itu, proses disinfeksi sangat
penting dilakukan secara rutin untuk mencegah penularan virus ini. Namun, zat
kimia yang digunakan pada disinfektan cenderung berbahaya untuk manusia,
hewan, dan tumbuhan sekitar (Koh, 2020), terlebih untuk saat ini proses

disinfektan harus lebih sering dilakukan.

Hingga saat ini, zat kimia yang digunakan untuk membunuh atau mengurangi
jumlah organisme parasit sudah semakin banyak. Penemuan baru terus muncul di
pasaran karena tidak adanya bahan kimia yang ideal atau yang dapat dipergunakan
untuk segala macam keperluan. Oleh karena itu, dipilih bahan kimia yang mampu
membunuh mikroorganisme yang ada, dalam waktu tersingkat dan tanpa merusak
bahan yang terkena disinfektan (West et al., 2018; Rutala and Weber, 2014;
Hasdianah, 2012).

Beberapa disinfektan yang sering digunakan adalah alkohol larut, di antaranya
etanol dan isopropil alkohol. Bahan-bahan tersebut memiliki kelemahan tidak
membunuh spora dan menyebabkan korosi pada logam kecuali jika ditambahkan
pereduksi seperti natrium nitrit 2 %, yang dapat mengeringkan kulit. Selain
alkohol larut, produk gas disinfektan yang digunakan seperti formaldehida
cenderung menimbulkan bau, keracunan pada membran kulit dan membran
mukosa (Shaffer, 2013). Selain bersifat toksik untuk beberapa mikroorganisme,
disinfektan ini juga bersifat toksik pada manusia sehingga penggunaannya perlu
pengawasan lebih. Untuk mengurangi efek toksik pada manusia, maka dilakukan

pencarian bahan baru sebagai alternatif untuk menjadi bahan disinfektan.



Beberapa alternatif disinfektan buatan disintesis dengan menggunakan senyawa-
senyawa anorganik, salah satu senyawa anorganik yang diketahui memiliki
aktivitas biolologis adalah organotimah (Cotton and Wilkinson, 2007). Aktivitas
tersebut di antaranya sebagai antiinflamasi (Kadu et al., 2015), sitotoksik dan
antimikroba (Galvan-Hildago et al., 2017), antijamur (Hadi et al., 2008),
antimikroba (Bonire, 1985; Annisa et al., 2017; Hadi et al., 2018), antitumor
(Mohan et al., 1988; Ruan et al., 2011), antivirus (Singh et al., 2000),
antihipertensi (Sadig-Ur-Rehman et al., 2013), antikanker (Hadi and Rilyanti,
2010; Hadi et al.,2012), antimalaria (Hadi et al., 2018; Hadi et al., 2020) dan
biosidal (Tariq et al., 2013). Senyawa organotimah juga tidak berbahaya bagi
tubuh selama masih dalam dosis yang sesuai (Javed et al., 2016). Karena
banyaknya aktivitas biologis organotimah, maka organotimah dapat dijadikan

sebagai alternatif bahan kimia untuk disinfektan.

Salah satu senyawa organotimah(IV) yang telah mendapat banyak perhatian
dalam beberapa tahun terakhir adalah organotimah(IV) karboksilat, karena
aktivitas biologisnya yang cukup tinggi di antara organotimah dengan ligan
lainnya (Cotton and Wilkinson, 2007). Kehadiran gugus penarik elektron yang
terikat pada atom timah menyebabkan berkurangnya kerapatan elektron dalam
senyawa. Kerapatan elektron yang berkurang menyebabkan kereaktifan senyawa
terhadap gugus-gugus tertentu. Oleh karena itu, variasi substituen alkil atau aril
dalam senyawa organotimah(IV) tidak menunjukkan efek pada aktivitas
biologisnya (Pellerito and Nagy, 2002).

Ditinjau dari banyaknya aktivitas biologis dari senyawa organotimah(1V)
karboksilat, maka akan dilakukan penelitian mengenai senyawa organotimah(1V)
karboksilat dan menguji aktivitasnya sebagai disinfektan. Dari sisi gugus
organiknya, di- dan tri-organotimah memiliki aktivitas biologis yang lebih baik
dibandingkan monoorganotimah. Selain itu, jenis gugus organik juga

mempengaruhi aktivitas dari senyawa organotimah (Cotton and Wilkinson, 2007).



Pada penelitian ini, dipilih senyawa di-organotimah dengan gugus fenil. Hal
tersebut dikarenakan hasil uji bioaktivitas antibakteri sebagian besar gugus fenil
pada organotimah memiliki zona hambat yang relatif besar daripada metil namun
lebih rendah daripada gugus butil. Namun, gugus butil cenderung lebih toksik
daripada gugus fenil (Affan et al., 2009; Ahmed et al., 2002). Sehingga pada
penelitian ini dipilih senyawa organotimah dengan gugus fenil. Pada penelitian
ini telah dilakukan sintesis difeniltimah(IV) di-4-hidroksibenzoat dan
difeniltimah(IV) di-4-nitrobenzoat serta karakterisasi dengan spektrofotometer
UV-Vis, spektrofotometer IR, spektrometer NMR dan Microelemental Analyzer,
kemudian dilakukan uji bioaktivitas sebagai disinfektan.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Sintesis senyawa difeniltimah(IV) di-4-hidroksibenzoat dan difeniltimah(IV)
di-4-nitrobenzoat.

2. Karakterisasi hasil sintesis senyawa difeniltimah(IV) di-4-hidroksibenzoat
dan difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat dengan spektrofotometer UV-Vis,
spektrofotometer IR, spektrometer NMR dan Microelemental Analyzer.

3. Menguji aktivitas senyawa difeniltimah(1V) di-4-hidroksibenzoat dan
difeniltimah(IV) di-4-nitrobenzoat sebagai disinfektan terhadap bakteri Gram

positif (Staphylococcus aureus) dan bakteri Gram negatif (Salmonella sp. ).

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini sebagai berikut:
1. Menambah informasi mengenai bioaktivitas senyawa difeniltimah(IV) di-4-

hidroksibenzoat dan difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat sebagai disinfektan.



2. Senyawa organotimah(1V) karboksilat yang memiliki aktivitas biologis yang
efektif dapat digunakan sebagai disinfektan yang berguna dalam bidang

kesehatan dan pertanian.



I1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Senyawa Organologam

Senyawa organologam merupakan senyawa yang memiliki ikatan langsung antara
logam dengan atom karbon dari gugus organik. Senyawa yang mengandung
ikatan antara logam dengan oksigen, belerang, nitrogen, maupun halogen tidak
termasuk sebagai senyawa organologam. Selain unsur golongan utama, unsur
lantanida, aktinida, serta metaloid yang berikatan dengan atom karbon suatu
gugus organik juga dapat disebut sebagai organologam. Sifat senyawa
organologam yang umum ialah memiliki atom karbon yang lebih elektronegatif
daripada kebanyakan logamnya. Berdasarkan bentuk ikatan pada senyawa
organologam, senyawa ini dapat dikatakan sebagai penghubung antara kimia

anorganik dan organik (Cotton et al., 2007).

Berdasarkan ikatannya, organologam dikelompokkan menjadi tiga jenis, yaitu:

a.  Senyawa organologam ionik dari logam elektropositif
Logam yang sangat positif umumnya membentuk senyawa organologam
yang bersifat ionik, tidak larut dalam pelarut organik, serta sangat reaktif
terhadap udara dan air. Senyawa organologam ionik ini terbentuk bila suatu
radikal pada logam terikat pada logam dengan keelektropositifan yang

sangat tinggi, misalkan dengan logam alkali atau alkali tanah.

b.  Senyawa organologam dengan ikatan ¢ (sigma)
Senyawa ini terbentuk melalui pembentukan ikatan ¢ dua pusat elektron

antara gugus organik dan atom logam dengan keelektropositifan rendah.



Pada umumnya, senyawa organologam dengan ikatan ini memiliki ikatan
utama kovalen dan sifat kimianya disebabkan karena beberapa faktor, yaitu
kemungkinan penggunaan orbital d yang lebih tinggi, kemampuan donor
alkil atau aril dengan pasangan elektron bebas, keasaman Lewis sehubungan
dengan kulit valensi yang tidak penuh dan pengaruh perbedaan
keelektronegatifan antara ikatan logam-karbon (M-C) atau karbon-karbon
(C-C).

c.  Senyawa organologam yang terikat secara nonklasik

Di antara senyawaan organologam terdapat suatu jenis ikatan logam pada

karbon yang tidak dapat dijelaskan dalam bentuk ikatan ionik atau pasangan

elektron. Senyawa ini terbagi menjadi beberapa golongan:

1. Senyawa organologam yang memiliki gugus-gugus alkil berjembatan.

2. Senyawa organologam yang terbentuk antara logam-logam
transisidengan alkena, alkuna, benzena, dan sistem cincin lainnya seperti
CsHs (Gora, 2005).

2.2. Timah

Timah atau stannum (Sn) merupakan unsur yang memiliki nomor atom 50. Berat
molekul timah 118,71 sma, mempunyai titik leleh 231,968 °C serta titik didih
2270 °C. Pada sistem periodik unsur, timah terletak pada golngan IV A dan
periode 5. Timah memiliki beberapa jenis, di antaranya timah o yang berwarna
abu dan timah B yang berwarna putih (Jones and Lappert, 1966).

Senyawa timah yang telah ditemukan memiliki bilangan oksidasi +2 dan +4.
Bentuk trivalen (+3) dari timah tidak stabil sehingga senyawa stannous (SnX>)
yang berupa timah bivalen dan stannic (SnXs) yang berupa tetravalen, merupakan
dua jenis utama timah karena kestabilannya (Bakirderee, 2013). Timah dengan
tingkat oksidasi +4 lebih stabil daripada +2, karena pada tingkat oksidasi +4 timah

menggunakan seluruh elektron valensinya dalam ikatan.



Struktur geometri SnCls menunjukkan bentuk yang sama seperti CCls setelah
dikarakterisasi. Timah(IV) klorida dan karbon tetraklorida merupakan cairan tak
berwarna pada suhu ruang. Namun, diluar keadaan tersebut keduanya
menunjukkan sifat yang cukup berbeda. Perbedaan tersebut disebabkan ukuran
atom yang jauh berbeda serta Sn yang memiliki orbital d. Kedua faktor tersebut
membuat Sn memungkinkan untuk membentuk ikatan koordinasi dengan ligan-
ligannya (Cotton and Wilkinson, 2007).

2.3. Senyawa Organotimah

Senyawa organotimah memiliki ciri khas ikatan kovalen antara atom karbon
dengan timah. Sebagian senyawa organotimah dapat dianggap sebagai turunan
dari RaSn(IV) X4 (n=1-4) dan diklasifikasikan sebagai alkil atau aril (Ar) yang
terkait. Anion yang terikat (X) biasanya adalah klorida, flourida, oksida,
hidroksida, suatu karboksilat atau suatu tiolat (Pellerito and Nagy, 2002).

Ditinjau dari sisi fisika dan kimia, senyawa organotimah merupakan monomer
yang dapat membentuk makromolekul stabil dan padat, contohnya metiltimah,
feniltimah, dan dimetiltimah sedangkan butiltimah berbentuk cairan. Butiltimah
tidak berwarna, sangat mudah menguap, menyublim, dan stabil terhadap hidrolisis
serta antioksidan. Atom halogen yang terikat pada organotimah khususnya klor,
mudah lepas dan membentuk garam dengan logam golongan utama. Meskipun
kekuatan ikatannya bervariasi, akan tetapi atas dasar sifat itulah senyawa
organotimah dapat disintesis (Greenwood and Earhaw, 1990).

Kemudahan putusnya ikatan Sn-C oleh halogen atau reagen lain bervariasi
berdasarkan gugus organiknya. Berikut urutan peningkatan kemudahan putusnya
ikatan Sn-C sesuai dengan urutan, yaitu: butil<propil<etil<metil<vinil<fenil
<benzil<alil<CH2CN<CH2COOR (paling tidak stabil). Diketahui empat tipe

penstabil timah berdasakan gugus alkilnya yaitu oktil, butil, fenil, dan metil.



Senyawa oktiltimah memiliki kandungan timah paling sedikit dan paling kurang
efisien (Van der Weij, 1981).

Senyawa tetraalkil dan tetraaliltimah(IV) sederhana yang merupakan turunan
RnSn(IV) X4 yaitu X merupakan gugus elektronegatif (halida, karboksilat, dan
lain-lain) maka sifat asam lewis dan basa lewis meningkat membentuk kompleks
dengan bilangan koordinasi yang lebih tinggi. Senyawa R3SnX biasanya
membentuk kompleks koordinasi lima, yaitu R.SnXL dengan bentuk trigonal
bipiramidal. Sedangkan senyawa R2SnX, dan RSnXs biasanya membentuk
kompleks koordinasi enam yaitu R2SnXzL> dan RSnXsL> dengan bentuk
oktahedral (Davies, 2004).

Ada tiga turunan senyawa organotimah menurut Wilkinson pada tahun 1982,
antara lain sebagai berikut:

2.3.1. Senyawa Organotimah Halida

Senyawa organotimah halida memiliki rumus umum RaSnX4.,. Senyawa ini
biasanya digunakan sebagai material awal dalam pembuatan senyawa
organotimah RnSnY4.n dengan Y berupa gugus -H, -OR’, OCOR’ dan -NR?’.
Senyawa organotimah halida dapat disintesis dengan beberapa cara, di antaranya
dengan direaksikan secara langsung melalui logam timah, Sn(ll) atau Sn(IV)
dengan alkil halida yang reaktif. Metode lain yang sering digunakan untuk
pembuatan organotimah halida adalah reaksi disproporsionasi tetraalkiltimah
dangan timah(IV) klorida. Caranya adalah dengan mengubah perbandingan
material awal, seperti ditunjukkan pada persamaan reaksi berikut:

3 R4Sn + SnCls — 4 R3SnCl
R4Sn + 3 SnCls — 4 RSnCls
R4Sn + SnCls — 2 R2SnCl2
(Davies, 2004).

Senyawa organotimah klorida digunakan sebagai starting material (bahan dasar)

untuk sintesis organotimah halida lainnya, melalui penggantian langsung ion
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kloridanya dengan memakai logam halida lain yang sesuaiseperti ditunjukkan
pada persamaan reaksi berikut:
R4SNClsn + (4-n) MX — R4SNX4-n + (4-n) MCI

(X =F, Br, atau I; M = K, Na, NH4)
(Cotton and Wilkinson, 2007)

2.3.2. Senyawa Organotimah Oksida dan Hidroksida

Senyawa organotimah oksida dan hidroksida merupakan produk reaksi hidrolisis

senyawa alkiltimah halida. Reaksi yang berlangsung ditunjukkan sebagai berikut:

R3SnX +MOH — R3SnOH +MX

R2SnX2 +2 MOH — R2SnO +2 MX + H20
(Ingham et al., 1960)

Senyawa organotimah hidroksida dan oksida yang digunakan dalam penelitian ini
adalah senyawa difeniltimah(1V) oksida. Senyawa tersebut berperan sebagai
material awal yang direaksikan dengan asam karboksilat untuk menghasilkan
senyawa difeniltimah(1V) karboksilat. Struktur dari senyawa ini dapat dilihat

pada Gambar 1.
Sn:=0

Gambar 1. Senyawa Difeniltimah(IV) Oksida
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2.3.3. Senyawa Organotimah Karboksilat

Senyawa organotimah karboksilat, RnSn(O2CR’)4.n pada umumnya dapat
disintesis melalui tiga cara, yaitu dari organotimah halidanya dengan garam
karboksilat, dari pemutusan ikatan Sn-C dengan asam atau merkuri(l) atau
merkuri(ll) atau timbal(I1V) karboksilat, dan dari organotimah oksida atau
organotimah hidroksida dengan asam karboksilat. Metode pertama yang biasa
digunakan untuk sintesis organotimah karboksilat selanjutnya adalah dengan
menggunakan organotimah halida sebagai material awal. Organotimah halida
direaksikan dengan garam karboksilat dalam pelarut yang sesuai, biasanya aseton

atau karbon tetraklorida.

RnSNClsn + 4-n R'CO2M — R3Sn0O,>CR' + 4-n MCI

(Wilkinson, 1982)

Pembuatan organotimah karboksilat selanjutnya yaitu dengan pemutusan ikatan
Sn-C dapat lebih mudah terjadi ketika R berupa gugus vinil, alil, aril daripada
gugus alkil. Reaksi yang terjadi sebagai berikut:

R4Sn + R'CO2H — R3SnO,CR'+ RH
R4Sn + R'CO2M — R3SnO.CR' + RH

Cara terakhir dapat dibuat dengan mencampurkan aliquot timah oksida atau
hidroksidanya dengan asam karboksilat dalam pelarut yang sesuai seperti metanol.
Kemudian airnya dapat dipisahkan dengan mudah dengan dehidrasi azeotropik

dalam pelarut benzena atau toluena.

R3SnOH atau (R3Sn)20 + R'CO2H — R3SnO2CR' +H,0
R2Sn0O + 2 R'CO2H — R2Sn(02CR"). +H20
RSNO(OH) + 3 R'CO2H — RSn(02CR’)3 +H0.
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Pada penelitian kali ini akan dilakukan sintesis senyawa difeniltimah(IV) di-4-
hidroksibenzoat dan difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat dengan cara yang kedua

(Davies, 2004). Reaksi yang dapat berlangsung yakni sebagai berikut:

OH

COOH
(0]

Sn=0 4 2 — sn + H,0

Gambar 2. Reaksi Sintesis Senyawa Difeniltimah(1V) Di-4-hidroksibenzoat

NO,
COOH o\’/©/
.
o)
0

Sn=0 + 2 —_— Sn

Loy

Gambar 3. Reaksi Sintesis Senyawa Difeniltimah(IV) Di-4-nitrobenzoat

OH

Asam 4-hidroksibenzoat dan asam 4-nitrobenzoat merupakan turunan
asambenzoat. Asam 4- hidroksibenzoat berupa kristal tak berwarna, memiliki
titik lelen 214,5 °C serta cepat larut dalam air panas dan etanol. Asam 4-
hidroksibenzoat sering diaplikasikan dalam makanan, obat-obatan, dan kosmetik.
Sedangkan asam 4-nitrobenzoat memiliki berat molekul sebesar 167,2 g/mol, titik
leleh sebesar 237 °C, dan larut dalam metanol dan dietil eter. Asam 4-
nitrobenzoat berupa serbuk yang berwarna putih kekuningan yang dapat
digunakan sebagai pewarna, kosmetik dan obat-obatan (Hans-Dieter and
Jeschkeit, 1994). Struktur asam 4-nitrobenzoat dan asam 4-hidroksibenzoat

situnjukkan pada Gambar 4 dan 5.
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HOOCOOH

Gambar 4. Senyawa Asam 4-hidroksibenzoat

HOOC—@NOZ

Gambar 5. Senyawa Asam 4-nitrobenzoat

2.4. Aplikasi Organotimah

Senyawa organotimah(1V) memiliki banyak aplikasi dalam bidang industri antara
lain digunkan sebagai senyawa penstabil PVC (Pereyre et al., 1987), katalis
(Evans and Karpel, 1985), aktivitas biosidal, antigumpal cat, pengawet kayu, kaca
untuk pelapis timah oksida (Gitlitz et al., 1992) dan berbagai macam peralatan

yang berhubungan dengan medis dan gigi (Pellerito dan Nagy, 2002).

Senyawa organotimah(IV) diketahui memiliki efek biologis yang kuat (Davies,
2004). Dalam beberapa penelitian, diketahui beberapa manfaat lain senyawa
organotimah(IV) karboksilat di antaranya sebagai antijamur (Hadi et al., 2008),
antimikroba (Bonire, 1985; Hadi et al., 2018; Hadi et al., 2021; Samsuar et al.,
2021), antitumor (Mohan et al., 1988; Ruan et al., 2011; Hadi and Rilyanti, 2010)
antiviral (Singh et al., 2000) dan antikorosi (Hadi et al., 2015). Keaktifan biologis
dari senyawa organotimah(IV) ditentukan oleh jumlah dan sifat dasar dari gugus
organik yang terikat pada atom pusat Sn. Anion yang terikat hanya sebagai

penentu sekunder keaktifan senyawa organotimah(1V) (Hadi et al, 2012).
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2.5. Analisis Senyawa Organotimah

Pada penelitian ini, untuk membuktikan senyawa difeniltimah(1V) di-4-
hidroksibenzoat dan difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat yang disintesis telah
terbentuk dengan baik, maka perlu dilakukan pengujian kualitatif dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer Inframerah (IR),
spektrometer 3C-NMR dan 'H-NMR serta analisis unsur C dan H dengan
menggunakan alat Microelemental Analyzer.

2.5.1. Analisis dengan spektrofotometer UV-Vis

Senyawa yang dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis akan mengalami
transisi elektronik sebagai akibat penyerapan radiasi sinar UV dan sinar tampak
oleh senyawa yang tersebut. Transisi elektronik terjadi antara orbital ikatan atau
pasangan elektron bebas dan orbital antiikatan. Panjang gelombang serapan
merupakan ukuran perbedaan tingkat-tingkat energi dari orbital-orbital yang

bersangkutan.

Agar elektron dalam ikatan sigma tereksitasi, maka diperlukan energi paling
tinggi dan akan memberikan serapan pada 120-200 nm (1 nm = 107 A). Daerah
ini dikenal sebagai daerah ultraviolet hampa, karena pada pengukuran tidak boleh
ada udara, sehingga sukar dilakukan dan relatif tidak banyak memberikan
keterangan untuk penentuan struktur. Daerah eksitasi elektron dari orbital p,
orbital d, dan orbital & terutama sistem © terkonjugasi pada serapan diatas 200 nm
cenderung lebih mudah pengukurannya dan spektrumnya memberikan banyak
keterangan.

Spektrofotometer UV-Vis mampu mengukur jumlah ikatan rangkap atau
konjugasi aromatik di dalam suatu molekul. Spektrofotometer ini dapat secara

umum membedakan antara diena terkonjugasi dari diena tidak terkonjugasi, diena
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terkonjugasi dari triena dan sebagainya. Letak serapan dapat dipengaruhi oleh
substituen yang menimbulkan pergeseran dalam diena terkonjugasi dan senyawa
karbonil (Sudjadi, 1985).

Pada spektroskopi UV-Vis, spektrum tampak (Vis) memiliki rentang antara 400
nm (ungu) sampai 750 nm (merah), sedangkan spektrum ultraviolet (UV)
memiliki rentang antara 200-400 nm. Informasi yang diperoleh dari spektroskopi
ini yaitu adanya ikatan rangkap atau ikatan terkonjugasi dan gugus kromofor yang
terikat pada auksokrom. Semua molekul dapat menyerap radiasi dalam daerah
UV-Vis karena mengandung elektron, baik elektron ikatan maupun pasangan
elektron bebas, yang dapat tereksitasi ke tingkat yang lebih tinggi (Day and
Underwood, 1998).

Kekuatan elektron ikatan pada molekul akan menentukan energi absorpsi dan
panjang gelombang yang terjadi. Elektron pada ikatan kovalen tunggal memiliki
ikatan lebih kuat dan tidak mudah diputuskan sehingga diperlukan radiasi
berenergi tinggi atau dengan kata lain panjang gelombang yang lebih pendek
untuk eksitasinya. Hal ini dapat diartikan suatu elektron dalam orbital ikatan
(bonding) yang memiliki energi lebih rendah dieksitasikan ke orbital anti ikatan

(antibonding) yang memiliki energi lebih tinggi.

Identifikasi kualitatif dengan spektroskopi UV-Vis untuk senyawa organik dalam
daerah ini jauh lebih terbatas daripada dalam daerah inframerah, dikarenakan
daerah serapan pada daerah UV-Vis terlalu lebar dan kurang terperinci, sehingga
perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut dengan spektroskopi IR dan NMR (Day
and Underwood, 1998).
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Tabel 1. Nilai A maks Spektroskopi UV-Vis untuk Beberapa Senyawa
Difeniltimah(IV)

A maks (nm)
Senyawa
n-m* n-m* Pita sekunder pada
cincin benzena
[(n-C4Hg)2Sn(OOCCeHs): ] - 282,6 -
[(C6Hs)2Sn(OOCCeHs): | 201 2977 407
[(CeHs)3SN(OOCCsH:S) | 204 300,5 409

(Hadi and Rilyanti, 2010)

2.5.2. Analisis dengan Spektrofotometer Infra Red (IR)

Alat yang dapat digunakan untuk memberikan informasi mengenai adanya suatu
gugus fungsi adalah Spektofotometer Infra Red (IR). Spektroskopi ini mengukur
daerah serapan radiasi inframerah pada berbagai panjang gelombang. Pada saat
analisis sampel menggunakan IR, radiasi inframerah dengan rentang panjang
gelombang dan intensitas tertentu dilewatkan terhadap sampel. Molekul-molekul
senyawa pada sampel akan menyerap seluruh atau sebagian radiasi itu (Hardjono,
1992).

Perbedaan momen dipol pada gugus fungsi menyebabkan suatu senyawa dapat
terukur pada spektra IR. Vibrasi ikatan akan menimbulkan fluktuasi momen dipol
yang menghasilkan gelombang listrik. Untuk pengukuran menggunakan IR
biasanya berada pada daerah bilangan gelombang 400-4500 cm™ yang disebut
juga daerah sedang yang merupakan daerah optimum untuk penyerapan sinar IR

bagi ikatan-ikatan dalam senyawa organik (Harjono, 1992).

Penyerapan ini berhubungan dengan adanya sejumlah vibrasi yang terkuantisasi
dari atom-atom yang berikatan secara kovalen pada molekul-molekul dan

perubahan momen dari ikatan kovalen pada waktu terjadinya vibrasi. Bila radiasi
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itu diserap sebagian atau seluruhnya, radiasi itu akan diteruskan. Detektor akan
menangkap radiasi yang diteruskan itu dan mengukur intensitasnya.

Secara umum, spektrum IR dibagi menjadi tiga daerah, yaitu:

1. Daerah IR dekat, fenomena yang terjadi adalah adsorpsi overtone C-H dengan
bilangan gelombang antara 14.300 cm™ hingga 4.000 cm™.

2. Daerah IR sedang, fenomena yang terjadi adalah vibrasi dan rotasi dengan
bilangan gelombang antara 4.000 cm™ hingga 650 cm™.

3. Daerah IR jauh, fenomena yang terjadi adalah penyerapan sinar IR oleh ligan
atau spesi lainnya yang berenergi rendah dengan bilangan gelombang 650 cm-
! hingga 200 cm™.

Dalam sintesis senyawa organotimah(IV), reaksi dapat dilihat pada perubahan
spektrum IR dari senyawa awal, ligan, dan senyawa akhir. Hal yang perlu
diperjatikan yaitu adanya vibrasi ulur Sn-O pada bilangan gelombang 500-400
cm* dan Sn-C pada bilangan gelombang 500 —600 cm™ (Sudjadi, 1985). Daerah
yang menjadi fokus perhatian dalam spektrum adalah munculnya puncak karbonil
pada spektrum dari senyawa akhir yang menunjukkan telah terjadinya reaksi dari
senyawa awal dengan ligan asam karboksilat. Beberapa serapan IR untuk gugus
fungsi pada senyawa organotimah karboksilat dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Serapan Khas IR untuk Organotimah Karboksilat

No.  Vibrasi Ikatan Bilangan Gelombang (cm™)
1 Sn-O 800 - 600

2 Sn-0-C 1250 - 1000

3 CO; simetri 1500 — 1400

4, O-H 3500 — 3100

5 C=0 1760 — 1600

6 -NO> 1560 - 1515; 1385 — 1345

(Bonire et al., 1998)
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2.5.3. Analisis dengan spektroskopi *C-NMR dan 'H-NMR

Spektrometri Nuclear Magnetic Resonance (NMR) berhubungan dengan sifat
magnet dari inti atom. Spektrometri NMR yang akan digunakan dalam penelitian
ini terdiri dari dua jenis yaitu spektrometri *H-NMR dan **C-NMR. Dari
spektrum *H-NMR, akan dapat diduga adanya beberapa jenis lingkungan hidrogen
dalam molekul, serta jumlah atom hidrogen yang ada pada atom karbon tetangga.
Pada spektrum *C-NMR dapat diketahui keadaan lingkungan atom karbon
tetangga, apakah dalam bentuk atom primer, sekunder, tersier, atau kuarterner
(Sudjadi, 1985).

Prinsip dari resonansi magnet inti adalah karena tidak setiap inti atom dalam
molekul beresonansi pada frekuensi yang sama. Hal ini disebabkan karena inti
atom dikelilingi elektron dan menunjukkan adanya perbedaan lingkungan
elektronik antara satu inti atom dengan intiatom lainnya. Di dalam medan
magnet, perputaran elektron-elektron valensi dari inti menghasilkan medan
magnet yang melawan medan magnet yang digunakan. Besarnya perlindungan ini
tergantung pada kerapatan elektron yang mengelilinginya. Makin besar kerapatan
elektron yang mengelilingi inti, maka makin besar pula medan yang dihasilkan
untuk melawan medan yang digunakan, sehingga inti merasakan medan magnet
yang mengenainya menjadi lebih kecil dan inti akan mengalami presisi pada

frekuensi yang lebih rendah (Kealey and Haines, 2002).

Inti yang terperisai memiliki kekuatan medan efektif yang lebih rendah dan
beresonansi pada frekuensi yang lebih rendah. Hal ini menghasilkan setiap jenis
inti dalam molekul akan memiliki frekuensi resonansi yang berbeda. Perbedaan
ini dinamakan geseran kimia. Nilai geseran kimia ini memiliki satuan ppm. Nilai
geseran kimia dari beberapa jenis senyawa dengan tetrametil silan (TMS) sebagai
titik nol-nya ada pada Tabel 3.
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Tabel 3. Nilai Geseran Kimia untuk *H- NMR dan *C-NMR

No. Jenis Senyawa H (ppm) 13C (ppm)
1. Alkana 0,5-0,3 5-35
2. Alkana Termonosubtitusi 2-5 25-65
3. Alkana Terdisubtitusi 3-7 20-75
4. R-CH,-NR; 2-3 42-70
5. R-CH2-SR 2-3 20-40
6. R-CHz-PR3 2,2-3,2 50-75
7. R-CH,-OH 3,5-4,5 50-75
8. R-CH2-NO; 4-4,6 70-85
9. Alkena 45-7,5 100-150
10. Aromatik 6-9 110-145
11. Benzilik 2,2-2,8 18-30
12. Asam 10-13 160-180
13. Ester - 160-175
14. Hidroksil 4-6 -

(Settle, 1997)

2.5.4. Analisis dengan Microelemental Analyzer

Analisis yang dapat digunakan untuk menentukan kemurnian sampel senyawa
organotimah yang disintesis adalah analisis unsur mikro dengan membandingkan
data kadar unsur yang dihasilkan alat dengan data hasil perhitungan. Unsur yang
umum ditentukan adalah karbon (C), hidrogen (H), nitrogen (N), dan sulfur (S).
Alat yang biasanya digunakan untuk tujuan mikroanalisis ini dikenal sebagai
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CHNS Microelemental Analyzer. Hasil yang diperoleh dari mikroanalisis ini
selanjutnya dibandingkan dengan perhitungan secara teori. Walaupun seringnya
hasil yang diperoleh berbeda, namun analisis ini tetap sangat bermanfaat untuk

mengetahui kemurnian suatu sampel (Costech Analytical Technologies, 2011).

Prinsip dasar dari Microelemental Analyzer yaitu sampel dibakar pada suhu
tinggi. Produk yang dihasilkan dari pembakaran tersebut merupakan gas yang
selanjutnya diperlukan proses pemurnian kemudian dipisahkan berdasarkan
masing-masing komponen dan dianalisis dengan detektor yang sesuai. Pada
dasarnya, sampel yang diketahui jenisnya dapat diperkirakan beratnya dengan
menghitung setiap berat unsur yang diperlukan untuk mencapai nilai kalibrasi

yang terendah atau tertinggi (Caprette, 2007).

2.6. Bakteri

Bakteri adalah organisme hidup bersel tunggal, memiiki DNA dan RNA, serta
tidak memiliki klorofil. Bakteri dapat tumbuh, berkembang biak, dan dapat
melakukan metabolisme. Lapisan terluar dari bakteri terdiri dua komponen yakni
dinding sel yang kaku tersusun dari peptidoglikan dan membran sitoplasma atau
membran plasma. Di dalamnya terdapat sitoplasma seperti ribosom, mesosom,
granula, vakuola, dan inti sel. Sel bakteri dapat diliputi oleh lapisan berupa gel
yang mudabh lepas atau tersusun sebagai suatu simpai. Selain itu beberapa bakteri
juga mempunyai struktur tumbuhan lain seperti filamen yang menonjol ke luar
dari permukaan sel yaitu flagella yang berfungsi sebagai alat penggerak dan fimria

sebagai alat untuk melekatkan diri (Gupte, 1990).

Bakteri memiliki fungsi dan peranan masing-masing. Bakteri tanah berperan
dalam siklus zat yang bersifat khas misalnya siklus nitrogen, fosfor, dan lainnya
memiliki manfaat yang tinggi pada rantai makanan makhluk hidup. Bakteri
secara umum melakukan fungsi sebagai dekomposer. Bakteri berinteraksi dengan

lingkungan fisik dan kimia untuk menghasilkan metabolit yang khas. Fungsi
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lainnya yakni sebagai penghasil enzim dalam berbagai proses yang berguna bagi
kehidupan (Syauqi, 2017).

Namun, selain bakteri yang memiliki banyak manfaat, ada sebagian bakteri yang
dapat menyebabkan kerugian dan bersifat patogen sehingga dapat menyebabkan
berbagai penyakit. Bakteri Pseudomonas aeruginosa yang terdapat di air
misalnya rekreasi pemandian bersifat resisten terhadap azonasi dan disinfektan.
Contoh lainnya yakni S. aureus yang tahan terhadap klorinasi, dapat
menyebabkan infeksi pada mata, telinga, dan kulit. Escherichia coli dalam usus
halus dapat menyebabkan penyakit gastroentritis atau penyakit diare akut.
Bakteri-bakteri lain yang menyebabkan penyakit di antaranya Salmonella sp,
Bacillus cereus, dan Clostridium defficile (Syauqi, 2017). Berdasarkan sifat
gramnya bakteri dibagi menjadi dua jenis, yakni bakteri Gram positif dan bakteri

Gram negatif.

a. Bakteri Gram Positif
Bakteri Gram positif adalah bakteri yang memiliki lapisan peptidoglikan yang
tebal. Bakteri ini memiliki dinding sel yang dapat menyerap zat warna violet
pada proses pewarnaan gram sehingga akan berwarna ungu di bawah
mikroskop. Perbedaan Gram positif dan Gram negatif didasarkan pada
perbedaan struktur dinding sel dan dinyatakan oleh prosedur pewarnaan Gram
yang ditemukan oleh ilmuan Denmark bernama Christian Gram dan
merupakan prosedur yang penting dalam klasifikasi bakteri (Brooks et al.,
2013).

Ciri-ciri dari bakteri Gram positif adalah dinding sel yang homogen dengan
ketebalan 20 - 80 nm. Bakteri ini tersusun dari senyawa peptidoglikan yang
bergabung membentuk struktul tebal dan kaku. Bentuk sel dari bakteri Gram
positif ini adalah seperti batang atau filamen. Sistem reproduksi bakterinya
melalui pembelahan secara biner, dengan alat geraknya berupa flagela
nonmotil dan jika tidak mempunyai motil maka menggunakan petritrikus.

Adapun contoh dari bakteri Gram positif di antaranya Lactobacillus,
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Actinomyces, Arachnia, Bifidobacterium, Staphylococcus,
Propionibacterium, Eubacterium, dan Bacillus (Wheelis, 2007).

b. Bakteri Gram Negatif
Bakteri Gram negatif adalah bakteri yang mempunyai lapisan peptidoglikan
tipis yang terdapat dalam ruang periplasmik. Bagian dinding sel bakteri ini
dapat menyerap zat warna merah pada pewarnaan Gram karena tidak mampu
mempertahankan warna kristal violet (Radji, 2011). Sebenarnya, bakteri
Gram negatif memiliki sifat patogen sehingga lebih berbahaya jika
dibandingkan bakteri Gram positif.

Hal yang menyebabkan bakteri Gram negatif bersifat patogen karena
membran luar dibagian dinding sel bisa melindungi bakteri tersebut sehingga
dapat menghalangi masuknya zat antibiotik dan juga sistem dari pertahanan
inang. Dinding sel bakteri Gram negatif lebih rentan terhadap kerusakan
mekanis karena jumlah peptidoglikan yang rendah. Adapun contoh dari
bakteri ini adalah Salmonella sp., Rhizobium leguminosarum, Haemophilus
influenza, dan P. aeruginosa (Wheelis, 2007).

Adapun bakteri yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah S. aureus

sebagai bakteri Gram positif dan Salmonella sp. sebagai Gram negatif.

2.6.1. Bakteri S. aureus

Bakteri S. aureus termasuk dalam familia Staphylococaceae, bersifat Gram
positif, berbentuk bulat (coccus), berdiameter 0,5 - 1,5 pL, tidak membentuk
spora, katalase positif dan sel-selnya tersusun seperti buah anggur atau
membentuk pasangan atau dalam jumlah 4 sel. S. aureus tumbuh dalam kaldu
nutrisi pada suhu 37 °C. Batas-batas suhu pertumbuhannya adalah 15 °C dan 40
°C, sedangkan suhu pertumbuhan optimum adalah 35 °C.
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Bakteri S. aureus bersifat anaerob fakultatif dan dapat tumbuh dalam udara yang
hanya mengandung hidrogen dan pH optimum untuk pertumbuhan ialah 7,4.
Staphylococcus tahan pada kondisi kering, temperatur 50 °C selama 30 menit, dan
natrium klorida 9% dan dihambat oleh heksaklorofenol 3% (Jawetz dkk., 2005).

S. aureus tumbuh pada pembenihan bakteri dalam keadaan aerobik atau
mikroaerobik, tumbuh paling cepat pada suhu 37 °C tetapi paling baik membentuk
pigmen pada S. aureus suhu kamar (20-25 °C). Koloni pada pembenihan padat
berbentuk bulat, halus dan berkilau membentuk pigmen. Sifat pertumbuhannya
dapat meragikan banyak karbohidrat dengan lambat, menghasilkan asam laktat,
tetapi tidak menghasilkan gas, aktivitas proteolitik sangat bervariasi (Jawetz et al.,
2005).

S. aureus dapat menyebabkan penyakit karena kemampuannya berkembang biak
dan menyebar luas dalam jaringan tubuh serta adanya beberapa zat yang dapat
diproduksi, antara lain koagulase yaitu enzim yang mengaktifkan faktor yang
mereaksi koagulase (Coagulase Reacting Factor-CRF) yang biasanya terdapat
dalam plasma, yang menyebabkan plasma menggumpal karena pengubahan
fibrinogen (Volk and Wheler, 2003).

S. aureus dapat menyebabkan intoksifikasi, infeksi, seperti jerawat, bisul,
meningitis, asteomielitis, pneumonia, serta mastitis pada manusia dan hewan
(Supardi dan Sukamto, 1999). S. aureus merupakan salah satu Staphylococcus
yang mempunyai kemampuan besar untuk menimbulkan penyakit. Manusia
merupakan pembawa S. aureus dalam hidung sebanyak 40-50%, bakteri ini juga
bisa di temukan pada baju, sprei, dan benda-benda lainnya di lingkungan sekitar
manusia (Jawetz dkk., 2005).
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2.6.2. Bakteri Salmonella sp.

Salmonella sp. merupakan bakteri Gram negatif yang berbemtuk batang lurus,
tidak berspora, dan bergerak dengan flagel peritrik. Bakteri ini berukuran 2-4 um
X 0,5-0,8 um. Salmonella sp. memiliki kemampuan tumbuh cepat dalam media
yang sederhana (Jawetz dkk., 2005). Salmonella sp. bersifat aerob dan anaerob
falkultatif, pertumbuhan optimal Salmonella sp. pada suhu 37°C dan pada pH 6-8.
Bakteri ini sensitif terhadap suhu tinggi, tidak tahan pada suhu lebih dari 70 °C
sehingga bakteri ini akan mati pada proses sterilisasi basah. Bakteri ini juga dapat
mati pada suhu pasteurisasi dan sensitif terhadap pH rendah sekitar kurang dari
pH 4 (Pertiwi dkk., 2015).

Salmonella sp. tahan hidup dalam air yang dibekukan dalam waktu yang lama,
bakteri ini resisten terhadap bahan kimia tertentu (misalnya hijau brillian, sodium
tetrathionat, sodium deoxycholate) yang menghambat pertumbuhan bakteri
enterik lain, tetapi senyawa tersebut berguna untuk ditambahkan pada media

isolasi Salmonella sp. pada sampel feses.

Salmonella terdiri dari famili Enterobacteriacea. Salmonella merupakan bakteri
patogenik enterik serta merupakan penyebab utama penyakit bawaan dari
makanan (foodborne disease). Terdapat lebih dari 2500 serotipe salmonella yang
dapat menginfeksi manusia. Namun serotipe yang sering menjadi penyebab utama
infeksi pada manusia adalah Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B,
Salmonella paratyphi C, Salmonella cholerasius, Salmonella typhi (Kuswiyanto,
2017).

Antigen Salmonella terdiri dari tiga jenis yakni antigen terluar O, flagella H dan

kapsul Vi (virulensi).

eAntigen O = Ohne Hauch = antigen somatik. Serupa dengan antigen O pada
kuman Enterobacteriaceae lainnya. Antigen ini tahan terhadap pemanasan 100
°C, alkohol, dan asam. Antibodi yang dibentuk terutama adalah IgM.
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eAntigen H = Hauch, terdapat pada flagela dan bersifat termolabil. Antigen H
rusak pada pemanasan di atas 60 °C, alkohol, dan asam. Antibodi yang dibentuk
bersifat 1gG.

eAntigen Vi = Kapsul = Antigen ini erupakan polimer dari polisakarida yang
bersifat asam, terdapat pada bagian paling luar badan kuman. Antigen ini dapat
rusak dengan pemanasan 60° C selama 1 jam, juga pada penambahan fenol dan
asam. Kuman yang mempunyai antigen Vi ternyata lebih virulen, baik terhadap
binatang maupun manusia. Antigen Vi juga menentukan kepekaan kuman

terhadap bakteriofaga.

Alat pencernaan manusia dan hewan merupakan habitat dari bakteri Salmonella
sp. Penularannya melalui konsumsi makanan dan minuman yang tercemar.
Salmonella sp. yang berhasil masuk ke dalam tubuh manusia dan berkembang
biak di dalam saluran pencernaan akan mengakibatkan radang usus. Radang usus
dapat terjadi disebabkan poliferasi Salmonella sp. sehingga menimbulkan diare.
Salmonella sp. yang telah menginfeksi memiliki kemampuan menghasilkan racun

cytotoxin dan racun enterotoxin (Pertiwi dkk., 2015).

Saat kuman masuk ke saluran pencernaan manusia, sebagian kuman mati oleh
asam lambung dan sebagian kuman masuk ke usus halus. Dari usus halus kuman
beraksi sehingga bisa masuk ke dalam usus halus. Setelah berhasil melampaui
usus halus, kuman masuk ke kelenjar getah bening, ke pembuluh darah, dan ke
seluruh tubuh (terutama pada organ hati, empedu, dan lain-lain). Sehingga feses
dan urin penderita bisa mengandung kuman S. typhi, S. paratyphi A, B dan C
yang siap menginfeksi manusia lain melalui makanan atau minuman yang

tercemari.

Pada penderita yang tergolong carrier bakteri Salmonella bisa ada terus menerus
di feses dan urin sampai bertahun-tahun. Setelah memasuki dinding usus halus, S.
typhi, S. paratyphi A, B dan C mulai melakukan penyerangan melalui system
limfa ke limfa yang menyebabkan pembengkakan pada urat dan setelah satu

periode perkembangbiakan bakteri tersebut kemudian menyerang aliran darah.
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Aliran darah yang membawa bakteri juga akan menyerang liver, kantong empedu,
limfa, ginjal, dan sumsum tulang, bakteri ini kemudian berkembangbiak dan
menyebabkan infeksi organ-organ ini. Melalui organ-organ yang telah terinfeksi
inilah mereka terus menyerang aliran darah yang menyebabkan bakteremia
sekunder. Bakteremia sekunder ini bertanggung jawab sebagai penyebab
terjadinya demam dan penyakit klinis (Widodo, 2009).

2.7. Disinfektan

Disinfektan merupakan bahan kimia yang digunakan untuk membunuh jasad renik
(bakterisid), terutama pada benda mati. Proses disinfektan dapat menghilangkan
60 - 90% jasad renik tergantung dari keefektifan bahan kimia dari disinfektan
tersebut. Disinfektan digunakan secara luas untuk sanitasi baik dirumah tangga,
laboratorium dan rumah sakit. Bahan disinfektan dapat membunuh bakteri karena
disinfektan dapat mengganggu pertumbuhan dan metabolisme bakteri, sehingga
bahan tersebut dapat menghambat pertumbuhan atau bahkan membunuh bakteri.
Berdasarkan mekanisme kerjanya, disinfektan yang ideal adalah bekerja dengan
cepat untuk menginaktivasi mikroorganisme pada suhu kamar, berspektrum luas,
serta aktivasinya tidak dipengaruhi oleh bahan organik, pH, temperatur, dan
kelembapan (Shaffer, 2013).

Adapun macam-macam jenis disinfektan sebagai berikut.

a. Grup fenol
Contohnya adalah kreosol, fenol semi sintetis dan lisol. Konsentrasi kreosol
sebesar 2% dan lisol sebesar 1%. Keuntungannya adalah aktivitasnya tidak
hilang oleh bahan organik, sabun, ataupun air sadah dan meninggalkan efek
residu jika mengering. Sedangkan kelemahannya adalah kreosol harus
digunakan dalam air lunak.
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b. Grup alkohol
Ada 3 jenis alkohol yang digunakan sebagai disinfektan, yaitu metanol
(CH30H), etanol (CH3CH2OH), dan isopropanol ((CHz)2CHOH)). Menurut
ketentuan, semakin tinggi berat molekulnya, semakin meningkat pula daya
disinfektannya. Oleh karena itu, di antara 3 jenis alkohol tersebut isopropil
Alkohol adalah yang paling banyak digunakan. Alkohol banyak
dipergunakan dalam praktek adalah larutan alkohol 70-80% dalam air.
Konsentrasi di atas 90% atau dibawah 50% biasannya kurang efektif kecuali
isopropil alkohol yang masih tetap efektif sampai konsentrasi 99%. Waktu
yang diperlukan untuk membunuh sel-sel vegetatif cukup 10 menit, tetapi

untuk spora tidak efektif.

c. Aldehid
Contoh bahan aldehid adalah formaldehid (CH20). Cara kerja bahan aldehid
adalah membunuh sel mikroba dengan mendenaturasikan protein. Larutan
formaldehid (CH20) 20% dalam 65-70% alkohol merupakan cairan pensteril
yang sangat baik apabila alat-alat direndam 18 jam. Akan tetapi karena
meninggalkan residu, maka alat-alat tersebut harus dibilas dulu sebelum
dipakai.

d. Senyawa Kompleks
Senyawa kompleks berperan sebagai disinfektan belum banyak diketahui.
Namun, ada salah satu senyawa turunan organotimah yang dapat berfungsi
sebagai disinfektan yaitu senyawa turunan tributiltimah. Senyawa
tributiltimah oksida dan tributiltimah benzoat telah digunakan sebagai
disinfektan namun penggunaannya dihentikan karena terlalu toksik bagi
makhluk hidup non parasit dan dapat mengakibatkan hewan menjadi
hermaprodit. Perlu penelitian lebih lanjut tentang turunan senyawa
organotimah yang dapat dijadikan bahan disinfektan namun tidak toksik bagi

makhluk hidup non parasit (Craig, 2003).



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2020 sampai bulan Mei 2021.
Sintesis senyawa uji dan analisis spektrofotometer UV-Vis telah dilakukan di
Laboratorium Kimia Anorganik-Fisik, FMIPA, Universitas Lampung. Analisis
senyawa menggunakan Spektrofotometer IR dilakukan di Laboratorium
Instrumentasi FMIPA Terpadu Universitas Islam Indonesia. Analisis unsur
menggunakan Microelemental Analyzer dan analisis spektrometer NMR
dilakukan di School of Chemical Science and Food Technology, Universiti
Kebangsaan Malaysia. Pengujian aktivitas sebagai disinfektan dilakukan di

Laboratorium Biokimia, FMIPA, Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas dalam
laboratorium, termometer, satu set alat refluks, neraca analitik, oven, desikator,
hot plate stirer, jarum ose bulat, mikropipet, laminar air flow, inkubator, Melting
Point Apparatus, Bruker VERTEX 70 FT-IR Spetrocphotometer, UV Shimadzu
UV-245 Spectrophotometer, Bruker AV 600 MHz NMR Spectrophotometer, dan
Microelemental Analyzer Fision EA 1108.
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Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah senyawa
difeniltimah(IV) oksida, asam 4-nitrobenzoat, asam 4-hidroksibenzoat, akuades,
metanol p.a., dimetil metana, dimetil sulfoksida, bakteri Salmonella sp. , bakteri

S. aureus, larutan Mc Farland 111, nutrient broth, dan nutrient agar.

3.3.  Prosedur Penelitian

Adapun tahap-tahap yang telah dilakukan dalam penelitian ini yaitu sintesis
senyawa organotimah(IV) karboksilat yaitu senyawa difeniltimah(IV) di-4-
hidroksibenzoat dan senyawa difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat, karakterisasi
senyawa hasil sintesis, rekristalisasi senyawa hasil sintesis, .serta uji bioaktivitas
senyawa hasil sintesis sebagai disinfektan. Adapun prosedur yang dilakukan

dalam masing-masing tahapan adalah sebagai berikut.

3.3.1. Sintesis dan Karakterisasi Senyawa Organotimah(lV) Karboksilat

Metode sintesis senyawa organotimah(I1V) karboksilat pada penelitian ini
diadaptasi dari Szorcsik et al., yang dipublikasikan pada tahun 2002. Adapun

prosedur sintesis yang dilakukan adalah sebagai berikut.

a. Sintesis senyawa difeniltimah(lV) di-4-hidroksibenzoat

Sebanyak 1,05485 gram (3,65 x107 mol) senyawa difeniltimah(IV) oksida
direaksikan dengan 1,009 gram (7,312 x107 mol) senyawa asam 4-
hidroksibenzoat dalam 30 mL pelarut metanol p.a dan direfluks selama 4 jam
dengan pemanasan pada suhu di antara 60 °C sampai 65 °C. Setelah reaksi
berlangsung sempurna, metanol p.a. diuapkan dan dikeringkan di dalam

desikator sampai diperoleh kristal kering.



30

Kristal senyawa difeniltimah(IV) di-4-hidroksibenzoat yang diperoleh
dikarakterisasi dengan spektrofotometer IR, spektrofotometer UV-Vis,
spektrometer NMR, analisis mikroelementer, dan diuji bioaktivitasnya sebagai
disinfektan terhadap S. aureus sebagai bakteri Gram positif dan Salmonella sp.

sebagai bakteri Gram negatif.

b. Sintesis senyawa difeniltimah (1V) di-4-nitrobenzoat

Sebanyak 0,955 gram (3,3x10° mol) senyawa difeniltimah(1V) oksida
direaksikan dengan 1,1107 gram (6,61x10°3 mol) senyawa asam 4-nitrobenzoat
dalam 30 mL pelarut metanol p.a. dan direfluks selama 4 jam dengan
pemanasan pada suhu 60 °C sampai 65 °C. Setelah reaksi berlangsung
sempurna, metanol p.a. diuapkan dan dikeringkan di dalam desikator sampai

diperoleh kristal kering.

Kristal difeniltimah(lV) di-4-nitrobenzoat yang diperoleh dikarakterisasi
dengan spektrofotometer IR, spektrofotometer UV-Vis, spektrometer NMR,
analisis mikroelementer, dan diuji bioaktivitasnya sebagai disinfektan terhadap
S. aureus sebagai bakteri Gram positif dan Salmonella sp. sebagai bakteri
Gram negatif.

3.3.2. Rekristalisasi Senyawa Hasil Sintesis dan Pengujian Titik Leleh

Senyawa yang terbentuk dari hasil sintesis selanjutnya dikeringkan dan kemudian
dilakukan rekristalisasi untuk mengetahui kemurnian senyawa. Senyawa hasil
sintesis ditimbang sebanyak 100 mg, kemudian dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan 10 mL metanol p.a. (Fieser, 2011). Senyawa hasil
sintesis dan pelarut selanjutnya diaduk hingga larut. Senyawa yang telah larut
tersebut selanjutnya didiamkan hingga membentuk kristal (Kamaludin et al.,

2013). Kristal yang terbentuk dikeringkan dalam desikator.
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Kristal yang telah diperoleh selanjutnya diuji titik lelehnya dengan Melting Point
Apparatus untuk menentukan titik leleh dan kemurnian senyawa. Kemurnian
senyawa ditentukan dengan cara mengamati suhu awal saat pertama kali senyawa
tersebut meleleh hingga suhu saat senyawa telah meleleh sempurna. Apabila
rentangnya tajam (<5 °C), maka senyawa tersebut telah murni (Kamaludin et al.,
2013).

3.3.3. Pengujian Senyawa Hasil Sintesis sebagai Disinfektan

Pengujian senyawa hasil sintesis sebagai disinfektan dilakukan dengan metode
dilusi cair. Metode ini mulai banyak digunakan untuk menguji daya suatu
senyawa untuk membunuh bakteri tertentu. Pengerjaan uji disinfektan ini
dilakukan dalam kondisi yang aseptis di dalam Laminar Air Flow dengan tujuan
menghindari kontaminasi dengan masuknya bakteri lain ke dalam tabung lewat
udara bebas. Adapun tahapan pengerjaan pegujian senyawa sebagai disinfektan

adalah sebagai berikut.

3.3.3.1. Penyiapan Media Uji

Penyiapan media uji dilakukan dengan pembuatan media kaldu nutrisi (Nutrient
Broth). Nutrient Broth dimasukkan dalam 12 tabung reaksi ukuran 20 x 150 mm,
volume masing-masing dibuat 5 mL. Komposisi per liter terdiri dari pepton 10 g,

ekstrak daging 5 g, dan NaCl 5 g.
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3.3.3.2. Pembuatan Inokulum

Bakteri Salmonella sp. dan S. aureus ditanam pada agar nutrisi (Nutrient Agar)
miring dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 - 48 jam. Tahap pengenceran

bakteri ujiadalah sebagai berikut:

1. Tabung reaksi diisi dengan 2 mL NaCl fisiologis 0,9%

2. Biakan Salmonella sp. dan S. aureus dipindahkan ke dalam larutan NaCl
dengan ose, dan setarakan kekeruhannya dengan larutan Mc Farland 111 (10°
bakteri/mL). Suspensi kuman tersebut kini diperkirakan berisi 10° bakteri/mL.

3. Tiga buah tabung reaksi disiapkan masing-masing berisi 4,5 mL NaCl
fisiologis 0,9%.

4. Suspensi bakteri (10° bakteri/mL) dipipet sebanyak 0,5 mL kemudian
dipindahkan ke salah satu tabung reaksi berisi 4,5 mL NaCl. Suspensi kuman
kini berkonsentrasi 108 bakteri/mL.

5. Pengenceran kedua dilakukan dengan mengambil 0,5 mL dari suspensi bakteri
108 dan memindahkannya ke dalam tabung berisi 4,5 NaCl yang kedua.
Suspensi kuman kini berkonsentrasi10’ bakteri/mL.

6. Pengenceran ketiga dilakukan dengan mengambil 0,5 mL dari suspensi bakteri
107 dan memindahkannya ke dalam tabung berisi 4,5 NaCl yang kedua.
Suspensi kuman kini berkonsentrasi10° bakteri/mL.

7. Pengenceran terakhir dilakukan dengan memindahkan 0,5 mL dari suspensi
bakteri 108 ke dalam tabung terakhir NaCl. Suspensi kuman telah setara
dengan 10° bakteri/mL. Suspensi bakteri dengan konsentrasi inilah yang akan

digunakan untuk melakukan uji penelitian ini.

3.3.3.3. Pembuatan Larutan Disinfektan

Larutan disinfektan dari senyawa hasil sintesis dibuat dengan melarutkan senyawa

hasil sintesis dengan pelarut yaitu metanol p.a. dan DMSO 5% hingga
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konsentrasinya 1x102 M. Selanjutya, pengenceran larutan disinfektan dilakukan

pada tabung steril berukuran 25 x 150 mm. Tahapan pembuatan larutan

disinfektan sebagai berikut:

1. Tabung steril sebanyak 3 buah disiapkan dan diisi pelarut dengan volume yang
berbeda-beda di dalamnya yaitu 5 mL; 9 mL; dan 9,5 mL secara berurutan.

2. Pengenceran pertama dilakukan dengan memasukkan 5 mL larutan disinfektan
ke dalam 5 mL pelarut kemudian dihomogenkan sehingga konsentrasi menjadi
5x107° M.

3. Pengenceran selanjutnya adalah memasukkan 1 mL larutan disinfektan ke
dalam 9 mL pelarut kemudian dihomogenkan sehingga konsentrasi menjadi
1x10°3 M.

4. Pengenceran selanjutnya adalah memasukkan 0,5 mL larutan disinfektan ke
dalam 9,5 mL pelarut kemudian dihomogenkan sehingga konsentrasi menjadi
5x10* M.

5. Disinfektan yang akan dipakai selanjutnya adalah disinfektan dengan
konsentrasi 5x10 M, 1x10 M, dan 5x10** M masing-masing sebanyak 5 mL.

6. Larutan disinfektan pine oil, pelarut dan larutan media juga disiapkan sebanyak
5 mL sebagai kontrol positif dan kontrol negatif.

Setelah media, bakteri uji, dan disinfektan disiapkan, selanjutnya dapat
dilakukan inokulasi bakteri uji dalam disinfektan dengan memperhitungkan
waktu kontak 5, 10, dan 15 menit secara akurat (Jawetz dkk., 2005).

Tabung berisi Nutrient Broth sebanyak 18 tabung dilabeli dengan menandai
DES A5, DES A 10°, DES A 15°, DES B 5°, DES B 10°, DES B 15°, DES
C5,DESC10°,DESC 15, DESP 5, DES P 10’, DES P 15°, DESK 5,
DESK 10°, DESK 15°, DES M 5°, DES M 10’, dan DES M 15’ dengan
keterangan sebagai berikut:

A: Larutan disinfektan dengan konsentrasi 5x10° M

B: Larutan disinfektan dengan konsentrasi 1x10° M

C: Larutan disinfektan dengan konsentrasi 5x10“ M

P: Pelarut (Metanol dan DMSO 5%)
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K: Kontrol Positif(Larutan Disinfektan Pine QOil)
M: Media Nutrient Broth

3.3.3.4. Uji Disinfektan

Bakteri inokulum berkonsentrasi 10° kuman/mL dipipet sebanyak 0,5 mL ke
dalam larutan disinfektan A, B, dan C serta larutan kontrol P, K, dan M.. Larutan
dihomogenkan lalu didiamkan dan ditunggu selama 5 menit, kemudian diambil 1
ose dari campuran tersebut dan dimasukkan ke dalam media dalam tabung reaksi
berlabel 5. Lima menit kemudian, diambil lagi 1 ose dari campuran tersebut dan
dimasukkan ke dalam media dalam tabung berlabel 10°. Setelah lima menit
kemudian, diambil 1 ose dari campuran tersebut dan dimasukkan ke dalam media
dalam tabung berlabel 15°. Prosedur tersebut dilakukan untuk uji disinfektan

dengan bakteri S. aureus maupun Salmonella sp.

Sampel pengujian dilakukan pengamatan visual dengan melihat kekeruhan hasil
larutan uji dalam setiap tabung reaksi. Pengamatan cara inokulasi kuman ke
dalam disinfektan dilihat dari larutan yang terbentuk adalah sebagai berikut.

(+) keruh: ada pertumbuhan

(-) jernih: tidak ada pertumbuhan

Hasil pengamatan tersebut selanjutnya dibandingkan dengan kontrol positif yaitu
larutan disinfektan 30% yang mengandung bahan aktif pine oil untuk melihat
keefektifan senyawa sebagai disinfektan (Jawetz dkk., 2005)

Selain pengamatan secara visual, larutan hasil uji dilakukan pengukuran Optical
Density dengan mengukur absorbansinya melalui spektrofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 600 nm saat sebelum diinkubasi, kemudian disimpan
di dalam inkubator pada suhu 37 °C selama 24-48 jam. Setelah mencapai waktu
tersebut, sampel pengujian diukur lagi absorbansinya untuk mengetahui ada

tidaknya pertumbuhan bakteri.
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Bertambahnya nilai absorbansi setelah inkubasi menunjukan adanya pertumbuhan
sel bakteri yang hidup, sedangkan nilai konstan dan berkurangnya nilai absorbansi
setelah inkubasi menunjukan tidak adanya pertumbuhan sel bakteri yang hidup
(Astutiningsih, 2014). Pengamatan visual juga dilakukan dengan mengamati hasil
larutan uji dalam setiap tabung reaksi. Secara keseluruhan, penelitian ini
terangkum dalam diagram alir penelitian yang ditunjukkan dalam Gambar 6.

Sintesis Senyawa Uji Sintesis Senyawa Uji

Difeniltimah(I1V)-Di-4-hidroksibenzoat

Senyawa awal: Difeniltimah(1V)
oksida
Ligan: Asam 4-hidroksibenzoat
Direflux pada suhu 60-65 °C selama

Difeniltimah(IV)-Di-4-nitrobenzoat

Senyawa awal: Difeniltimah(IV)
oksida
Ligan: Asam 4-hidroksibenzoat
Direflux pada suhu 60-65 °C selama

4 jam 4 jam

Rekristalisasi Senyawa Hasil Sintesis
denaan Pelarut Dimetil Sulfoksida

Karakterisasi dengan Spektrometer UV-
Vis, IR, 'H-NMR, **C-NMR, dan
Microelemental Analyzer

Uji Aktivitas Sebagai Disinfektan
terhadap Bakteri S. aureus (Gram
positif) dan Salmonella sp. (Gram

negatif)

Gambar 6. Diagram Alir Penelitian



V.  SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Hal yang dapat disimpulkan dari pembahasan hasil penelitian ini yaitu :

1. Rendemen yang diperoleh dari senyawa difeniltimah(1V) di-4-
hidroksibenzoat dan difenilltimah(IV) di-4-nitrobenzoat masing-masing
sebesar 85,20 % dan 83,03 %

2. Hasil karakterisasi menggunakan Spektrofotometer IR
menunjukkan adanya ikatan Sn-C, Sn-O, Sn-O-C, C=0, O-H, dan
N=0 menunjukkan bahwa senyawa yang diinginkan telah
terbentuk. Hasil karakterisasi menggunakan Spektrofotometer IR
senyawa difeniltimah(1V) di-4-hidroksibenzoat dan difenilltimah(1V)
di-4-nitrobenzoat masing-masing menunjukkan nilai serapan gugus
Sn-O-C pada daerah 1102,87 cm™ dan 1167,50 cm™,

3. Hasil karakterisasi menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
menunjukkan adanya pergeseran panjang gelombang dan muncul
panjang gelombang baru pada masing-masing senyawa difeniltimah(IV)
di-4-hidroksibenzoat dan difenilltimah(IV) di-4-nitrobenzoat yang
menunjukkan bahwa ligan asam 4-hidroksibenzoat dan asam 4-
nitrobenzoat telah berhasil berikatan. Hasil spektofotometer UV-Vis
senyawa difeniltimah(1V) di-4-hidroksibenzoat dan difenilltimah(1V) di-4-
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nitrobenzoat masing-masing menunjukkan pergeseran panjang

gelombang pada 203 nm, dan n ke ©* pada 254 nm dan 261 nm.

Hasil karakterisasi dengan menggunakan spektrometer *H dan **C-NMR
menunjukkan senyawa difeniltimah(IV) di-4-hidroksibenzoat dan
difeniltimah(IV) di-4-nitrobenzoat telah terbentuk ditandai dengan
munculnya sinyal proton *H dan sinyal 3C-NMR yang khas pada

pergeseran kimia yang sesuai.

Senyawa yang memiliki bioaktivitas paling baik sebagai disinfektan
adalah senyawa difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat dilihat dari
penurunan nilai absorbansi yang lebih besar daripada senyawa
difeniltimah(IV) di-4-hidroksibenzoat

Hasil uji bioaktivitas sebagai disinfektan senyawa difeniltimah(IV) di-4-
hidroksibenzoat dan difeniltimah(lV) di-4-nitrobenzoat terhadap bakteri
Salmonella sp. menunjukkan bahwa konsentrasi terbaik dalam
menghambat pertumbuhan bakteri yaitu konsentrasi 5x107 M.

Berdasarkan uji bioaktivitas senyawa difeniltimah(1V) di-4-
hidroksibenzoat dan difeniltimah(1V) di-4-nitrobenzoat sebagai
disinfektan, waktu kontak 15 menit adalah yang paling baik
menghambat pertumbuhan bakteri dilihat dari penurunan absorbansi

yang lebih besar daripada waktu kontak 5 dan 10 menit.
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B. Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian

selanjutnya yaitu sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan sintesis senyawa organotimah(1V) dengan variasi senyawa
awal lainnya seperti trifeniltimah yang dapat mengambat bakteri gram

positif maupun gram negatif secara lebih efektif lagi.

2. Melakukan rekristalisasi senyawa hasil sintesis sebelum dengan pelarut
yang bervariasi. Rekristalisasi dilakukan sebelum melakukan proses

karakterisasi senyawa hasil sintesis.

3. Penyimpanan larutan uji sebaiknya dilakukan di dalam inkubator yang
tidak banyak berisi sampel lain sehingga menguran gi terjadinya

kontaminasi mikroba lain pada larutan uji saat diinkubasi.
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