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ABSTRAK

REZA SULIANA. Pengaruh Media Nutrisi dari Limbah Buah
Terfermentasi terhadap Kadar Protein dan Lipid Black Soldier Fly
(Hermetia illucens) serta Potensinya Sebagai Antimikroba (dibimbing
oleh Nur Umriani Permatasari dan Seniwati Dali).

Latar Belakang. Larva Black Soldier Fly (BSF) atau Hermetia illucens
merupakan salah satu organisme yang dapat digunakan untuk mengonversi
materi organik. Larva BSF banyak ditemukan pada limbah organik dan tidak
dilaporkan sebagai agen pembawa dan penyebar penyakit, memiliki potensi
dalam berbagai bidang industri seperti industri peternakan, kimia, farmasi
hingga kecantikan. Tujuan. Penelitian ini bertujuan menganalisis media
nutrisi limbah buah terfermentasi sebagai pakan larva BSF untuk
memperoleh kadar asam amino yang tinggi menggunakan metode analisis
statistik respon permukaan. Metode. Media nutrisi terfermentasi optimum
diberikan ke larva BSF dan dianalisis komposisi asam amino menggunakan
Ultra Performance Liquid Chromatoghraphy (UPLC) serta komposisi asam
lemak menggunakan Gas Chromatoghraphy-Mass Spectrometry (GC-MS).
Selain itu, penentuan aktivitas antimikroba larva BSF menggunakan metode
cakram. Hasil. Karakterisasi larva BSF memiliki kadar air 7,26%, kadar abu
3,34%, kadar protein 60,94%, dan lemak 1,32%. Berdasarkan hasil analisis
UPLC, komponen asam amino tertinggi yaitu asam aspartat, glutamate dan
leusin dengan nilai 4,18%, 5,91% dan 3,69%. Serta hasil analisis GC-MS,
komponen asam lemak tertinggi yaitu asam laurat, palmitat dan linoleat
dengan nilai 4,251%, 4,329% dan 5,432%. Aktivitas antimikroba larva BSF
menunjukkan daya hambat terhadap bakteri Gram positif S. aureus yang
mempunyai diameter zona bening sebesar 10,6 mm tetapi tidak
menunjukkan adanya zona hambat terhadap bakteri Gram negatif E. coli.

Kata kunci: Antimikroba, Fermentasi, GC-MS, Larva BSF, Lipid, Protein, dan
UPLC.
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ABSTRACT

REZA SULIANA. THE EFFECT OF FERMENTED FRUIT WASTE AS A
POTENTIAL NUTRIENT OF BLACK SOLDIER FLY (HERMETIA
ILLUCENS) IN PROTEIN AND LIPID AS ANTIMICROBIALS (supervised by
Nur Umriani Permatasari dan Seniwati Dali).

Background. Black Soldier Fly (BSF) larvae or Hermetia illucens are one of
the organisms that can be used to convert organic matterLarvae, better
known as maggBSF, are found in organic waste and are not reported as
disease-carrying and spreading agents, have potential in various industrial
fields such as the livestock, chemical, pharmaceutical to beauty industries.
Aim. This study aims to analyze fermented fruit waste nutrient media as BSF
larval feed to obtain high amino acid levels using statistical analysis methods
of surface response. Methods. Optimum fermented nutrient media was given
to BSF larvae and amino acid composition was analyzed using Ultra
Performance Liquid Chromatoghraphy (UPLC) and fatty acid composition
using Gas Chromatoghraphy-Mass Spectrometry (GC-MS). Results. The
characterization of BSF larvae has a moisture content of 7.26%, ash content
of 3.34%, protein content of 60.94%, and fat of 1.32%. Based on the results
of UPLC analysis, the highest amino acid components are aspartic acid,
glutamate and leucine with values of 4.18%, 5.91% and 3.69%. As well as
the results of GC-MS analysis, the highest fatty acid components are lauric,
palmitic and linoleic acids with values of 4.251%, 4.329% and 5.432%. The
antimicrobial activity of BSF larvae showed inhibition against Gram positive
S. aureus bacteria which had a clear zone diameter of 10.6 mm but did not
show any inhibitory zone against Gram negative E. coli bacteria.

Keywords: Antimicrobial, Fermentation, GC-MS, BSF Larvae, Lipids,
Proteins, and UPLC.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sampah menjadi salah satu permasalahan lingkungan yang sangat
memprihatinkan hingga saat ini. Hampir seluruh kegiatan masyarakat dapat
menghasilkan sampah, baik itu sampah organik maupun anorganik yang dapat
menjadi ancaman bagi masyarakat (Dewantoro dan Efendi, 2018). Kota Makassar
memiliki luas sebesar 175,77 km2 dengan jumlah penduduk 1,4 juta jiwa, dengan
produksi sampah yang dihasilkan sebanyak 1.023 ton/hari. Sampah yang diproduksi
paling banyak didominasi oleh sampah organik, yakni sampah sisa makanan dengan
komposisi 56% (Gatta dkk., 2022).

Upaya penanggulangan penumpukan sampah organik yang dihasilkan oleh
masyarakat adalah diperlukan keterlibatan semua pihak untuk mereduksinya.
Penanganan yang kurang tepat dapat menyebabkan berbagai permasalahan
terhadap lingkungan seperti bau yang tidak sedap, kerusakan komposisi tanah dan
air yang berkaitan dengan TPA (Tempat Pembuangan Akhir) (Salman dkk., 2020).
Salah satu upaya yang dapat diterapkan untuk peningkatan efektivitas dan
pengolahan sampah organik yaitu dengan metode biokonversi (Muhayyat dkk.,
2016). Menurut Fahmi (2015), biokonversi merupakan proses perombakan limbah
organik menjadi sumber energi metan melalui proses fermentasi yang melibatkan
mikroorganisme hidup seperti jamur, bakteri dan larva serangga.

Salah satu organisme yang dapat digunakan untuk mengkonversi materi
organik tersebut yaitu larva lalat tentara hitam atau Black Soldier Fly (BSF) atau
Hermetia illucens (Suciati dkk., 2017). BSF banyak ditemukan pada limbah organik
dan tidak dilaporkan sebagai agen pembawa dan penyebar penyakit karena BSF
tidak makan dan hanya mengecap ketika hinggap pada makanan maupun minuman.
Berbeda dengan lalat hijau yang memiliki mulut untuk memakan sampah kemudian
masuk ke rumah-rumah dan hinggap pada makanan manusia. Kebiasaan inilah yang
menyebabkan lalat hijau dapat menjadi sumber penyakit (Kurniati dkk, 2022).

Larva BSF memiliki fase hidup yang sebagian besar berperan sebagai
dekomposer karena mampu mendegradasi sampah organik 80% lebih baik jika
dibandingkan dengan larva serangga yang lainnya karena mampu mengkonsumsi
sampah makanan lebih cepat dan lebih efisien (Muhayyat dkk., 2016). Selain
kemampuannya dalam mendegradasi sampah yang cukup baik, banyak masyarakat
yang meyakini bahwa larva BSF kaya akan nutrien sehingga dapat dijadikan sebagai
bahan panaan vana menyehatkan (Kurniati dkk., 2022). Menurut Smets dkk (2019),

ai kandungan nutrisi tinggi dan bervariasi yang membuatnya
T | nsi untuk menjadi sumber biomassa yang berharga diantaranya

i ang tinggi dapat dimanfaatkan dalam industri pakan ternak
o ekul yang diekstraksi juga memiliki aplikasi pada bidang industri

ang dihasilkan dapat digunakan untuk produksi biodiesel,
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dan lipid tersebut dapat ditingkatkan dengan pemberian pakan yang tepat pada larva
BSF. Selain itu, karena larva BSF mengandung protein dan lipid yang tinggi sehingga
dapat dijadikan sebagai agen antimikroba yang bernilai efisien (Moretta dkk., 2020).

Antimikroba adalah senyawa biologis atau kimia yang dapat menghambat
hingga membunuh pertumbuhan bakteri atau mikroorganisme. Infeksi oleh mikroba
patogen terus mengalami peningkatan seiring munculnya kasus mikroba patogen
yang resisten terhadap antibiotik. Kondisi tersebut memacu pencarian sumber bahan
antimikroba baru yang dapat menghambat dan membunuh bakteri-bakteri patogen
(Sartika dkk., 2014). BSF dalam beberapa tahun terakhir ini telah diteliti dan menjadi
target dalam pencarian bahan antibiotik.

Berdasarkan uraian tersebut, potensi larva BSF digunakan sebagai bahan
dasar dalam berbagai bidang industri maka dilakukan penelitian ini untuk melihat
pengaruh pemberian pakan nutrisi limbah yang telah difermentasi terhadap kualitas
lipid dan protein terhadap larva BSF dan potensinya sebagai agen antimikroba.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. berapa pengaruh kadar protein media nutrisi limbah buah terfermentasi
terhadap protein dan lipid dari maggotuntuk dijadikan pakan larva BSF?

2. bagaimana potensi protein dan lipid larva BSF untuk mengkonversi media
nutrisi limbah buah terfermentasi?

3. bagaimana efektivitas senyawa lipid dan protein dari larva BSF sebagai
antimikrobaantibakteri antimikroba hasil isolasi lipid dan protein dari dari
larva BSFmaggot?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. menentukan kadar protein media nutrisi limbah buah terfermentasi untuk
dijadikan pakan larva BSF

2. mengetahui potensi protein dan lipid larva BSF untuk mengkonversi media nutrisi
limbah buah terfermentasi

3. menguiji efektivitas senyawa lipid dan protein dari larva BSF sebagai antimikroba

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi mengenai pengaruh

— erfermentasi sebagai pakan larva BSF yang kaya akan protein
, inya sebagai agen antimikroba, serta menambah pengetahuan
i i peneliti dan pembaca.

PC
H.
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BAB I
METODE PENELITIAN

2.1 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah larva Black Soldier
Fly (BSF), limbah buah pepaya, ragi, HCI 6 N, Alfa Amino Butyric Acid (AABA), n-
heksana p.a, reagent fluour, petroleum eter p.a, NaOH p.a, , akuades, akuabides,
Mueller Hinton Agar (MHA), ragi, S. aureus, E. coli, dan kertas saring.

2.2 Alat Penelitian

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah oven, desikator,
neraca analitik (Ohauss), cawan petri, mortar, tanur (furnace), soklet, rotary
evaporator, magnetic stirrer, vortex, sentrifugasi, Gas Chromatoghraphy (GC)
(Shimadzu), Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) (Bruker) dan alat
gelas yang umum digunakan laboratorium..

2.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni — Desember 2023. Pengambilan
sampel bertempat di Bank Sampah Pusat (BSP) Paccerakkang. Penelitian ini telah
dilakukan di Laboratorium Biokimia, Laboratorium Kimia Fisika, Departemen Kimia,
Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam, Laboratorium Kimia Pangan, Laboratorium Bioteknologi,
Fakultas Peternakan, Universitas Hasanuddin, dan PT. Saraswanti Indogenetech.

2.4 Prosedur Penelitian

2.4.1 Desain Eksperimen Kondisi Optimum Media Nutrisi Terfermentasi Larva
BSF

Penelitian ini dilakukan desain eksperimen menggunakan metode Response
Surface Methodology (RSM). RSM merupakan metode desain dan analisis yang
menggunakan prinsip matematika dan statistik untuk membuat pemodelan serta
menganalisis suatu respon (YY) yang dipengaruhi oleh beberapa variabel bebas (X)
untuk mengoptimalkan. Penelitian ini dilakukan untuk mencari kondisi optimum
jumlah bakteri asam laktat (X7), jumlah ragi (X2) dan waktu fermentasi (X3) dalam
memperoleh media nutrisi yang dapat dikonsumsi oleh larva dengan kadar protein
tinggi. Ketiga variabel dianalisis dengan melihat pengaruhnya dalam memperoleh
nilai kadar nratain antimum melalui analisis RSM (Response Surface Methodology)

- si Minitab 18. Pada aplikasi Minitab dilakukan penginputan
| “i? | put dengan interval sebagai berikut bakteri asam laktat yang
| 0,02%, 2% dan 4%, konsentrasi ragi yang ditambahkan adalah
waktu fermentasi media nutrisi selama 1, 3 dan 5 hari.
NOVA menggunakan persamaan polinominal:

Optimization Software: | (X,X) + (X2X2) + (X3X3) — (X1X2) + (X1X3) — (X2X3) (1)
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Keterangan:

Y = persentase kadar protein (%)
X1 = jumlah bakteri asam laktat (%)
Xz = jumlah ragi (%)

X3 = waktu fermentasi (hari)

2.4.2 Efesiensi Pakan yang dicerna (Supriyatna dan Putra, 2017)

ECD atau Efficiency Conversion of Digestive Feed adalah pengukuran
jumlah makanan yang dapat dicerna oleh larva BSF. ECD dilihat dari total
pertambahan berat larva dibagi dengan selisih jumlah sampah dan hasil ekserinya.
Selanjutnya, kadar abu dapat dihitung menggunakan Persamaan 2.

ECD = lEE—F x 100% (2)
Keterangan:
ECD = efisiensi pakan yang dicerna (%)
B = pertambahan bobot larva (mg)
I = jumlah pakan awal (mg)
F = berat sampah sisa (mg)

2.4.3 Persiapan Fermentasi Limbah Buah (Wong dkk., 2019)

Setelah menetapkan tahap instar permanen yang terbaik, dilakukan
modifikasi limbah buah dengan memasukkan serbuk campuran bakteri yang
diperoleh dari ragi dengan konsentrasi yang berbeda lalu dihomogenkan. Kemudian
dipindahkan ke dalam wadah polietilen lalu ditutup rapat. Fermentasi dilakukan
selama 1, 3 dan 5 hari. Setelah fermentasi, masing-masing limbah buah sebanyak
500 gram limbah buah dimasukkan ke dalam 100 gram larva BSF.

244 Fermentasi BSF (Hermetia illucens) (Smets dkk., 2019)

Penelitian ini dilakukan desain eksperimen menggunakan metode Response
Surface Methodology (RSM). RSM merupakan metode desain dan analisis yang
menggunakan prinsip matematika dan statistik untuk membuat pemodelan serta
menganalisis suatu respon (YY) yang dipengaruhi oleh beberapa variabel bebas (X)
untuk mengoptimalkan. Penelitian ini dilakukan untuk mencari kondisi optimum
jumlah bakteri asam laktat (X;), jumlah ragi (X2) dan waktu fermentasi (X3) dalam

— utrisi yang dapat dikonsumsi oleh larva dengan kadar protein
i | dianalisis dengan melihat pengaruhnya dalam memperoleh
timum melalui analisis RSM (Response Surface Methodology)
si Minitab 18. Pada aplikasi Minitab dilakukan penginputan
but dengan interval sebagai berikut bakteri asam laktat yang
0,02%, 2% dan 4%, konsentrasi ragi yang ditambahkan adalah

PC
H.
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2.4.5 Analisis Proksimat Larva BSF (Hermetia illucens)

2.4.5.1 Analisis Kadar Air (AOAC, 2015)

Cawan porselen dikeringkan dahulu dalam oven pada suhu 105 °C selama
60 menit. Cawan porselen yang sudah kering dimasukkan dalam desikator selama
15 menit dan ditimbang hingga menunjukkan bobot yang konstan. Selanjutnya,
sampel sebanyak 1 gram dimasukkan ke cawan lalu dikeringkan dalam oven pada
suhu 105 °C selama 3 jam. Cawan beserta isinya kemudian didinginkan dalam
desikator selama 30 menit dan ditimbang hingga diperoleh berat yang konstan.
Kadar air dihitung dengan Persamaan 3.

Kadear air (%) = = x 100% (3)
Keterangan:
A = berat cawan kosong (gram)

B = berat cawan + sampel awal (gram)
C = berat cawan + sampel kering (gram)

2.4.5.2 Analisis Kadar Abu (AOAC, 2015)
Cawan kosong ditimbang sebagai bobot awal, setelah itu ditimbang sampel
tepung larva BSF dengan seksama sebanyak 1 gram ke dalam sebuah cawan
porselen. Kemudian diabukan dalam furnace pada suhu maksimum 750 °C selama 3
jam sampai pengabuan sempurna. Lalu didinginkan dalam desikator selama 30
menit kemudian ditimbang hingga diperoleh bobot tetap. Selanjutnya, kadar abu
dapat dihitung menggunakan Persamaan 4.
Kadar abu (%) = = x100% (4)

Keterangan:

A = berat cawan porselen kosong (gram)

B = berat cawan dengan sampel (gram)

C = berat cawan dengan sampel setelah dikeringkan (gram)

2.4.5.3 Analisis Kadar Protein (AOAC, 2015)

Tepung larva BSF ditimbang sebanyak 0,5 gram, dimasukkan kedalam labu
khjeldahl 100 mL dan ditambahkan 1 gram campuran selenium dan 10-25 mL H2SO4
pekat (teknis). Setelah itu labu khjeldahl digoyangkan sampai semua sampel
terhacahi denaan H2SQO,, kemudian di destruksi dalam lemari asam hingga jernih.

- g kedalam labu ukur 100 mL dan dibilas dengan air suling. Lalu

| ») i? | e dalam labu destilasi dan tambahkan 5 mL larutan NaOH 30%
] L. Kemudian disiapkan labu penampung yang terdiri dari 10 mL
dengan 4 tetes larutan indikator campuran dalam erlenmeyer

isuling hingga volume penampung menjadi lebih kurang 50 mL
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dititrasi dengan larutan H2SO4 0,0105 N. Kandungan protein larva BSF ditentukan
dengan menggunakan Persamaan 5.

VxNx14x6,25x P
Kandungan protein (%) = I;(era:con)t(oh (m;() x 100% (®)

Keterangan:

V = Volume titrasi contoh

N = Normalitas larutan HCI atau H2SO4
P = Faktor pengenceran

2.4.5.4 Analisis Kadar Lemak (Folch dkk., 1957)

Lemak dari biomassa Larva BSF diekstrak menggunakan petroleum eter
(titik didih pada 40-60 °C. Dihaluskan dan ditimbang 10 gram biomassa larva BSF
kering dan ditambahkan 150 mL petroleum eter. Diaduk selama 24 jam dengan
menggunakan magnetic stirrer. Kemudian dipisahkan lapisan pelarut dengan
penyaringan menggunakan kertas saring, dan residu biomassa dicuci dengan 150
mL petroleum eter sebanyak dua kali. Kemudian, lapisan pelarut digabungkan dan
dikeringkan menggunakan rotary evaporator. Lipid Larva BSF yang diekstraksi
selanjutnya dikeringkan dalam oven pada suhu 105 °C selama 1 jam dan didinginkan
sampai suhu kamar dalam desikator. Berat lipid larva BSF kering ditentukan dengan
menggunakan metode gravimetri. Kandungan lipid BSFL ditentukan dengan
menggunakan Persamaan 6.

Lemak Kasar (%)= bobot labu lemak (gram) + lemak setelah ekstraksi (gram)

bobot sampel (gram) x100%

2.4.6 Karakterisasi Asam Lemak dan Asam Amino Larva BSF

2.4.6.1 Karakterisasi Asam Lemak menggunakan Kromatografi Gas
(AOAC,2015)

Lemak ditimbang sebanyak 0,02 gram kemudian dimasukkan ke dalam
tabung bertutup teflon dan ditambahkan dengan 1 mL NaOH dalam metanol, lalu
dipanaskan dalam penangas air selama 20 menit. Setelah itu ditambahkan 2 mL BF3
20% serta 5 mg/mL standar internal dan dipanaskan kembali selama 20 menit.
Kemudian ditambahkan NaCl jenuh 2 mL dan dihomogenkan lalu ditambahkan n-
heksana 5 mL dan dihomogenkan. Setelah itu dipindahkan larutan n-heksana yang
terdapat diatas permukaan ke dalam tabung reaksi menggunakan pipet tetes. Lalu
diinieksikan 1 um pada Gas Chromatoghraphy. Penentuan kadar asam lemak dapat

— n Persamaan 7.

n |
|
1PL luas area sampel v 4o voonioh | oo,
o/ \ _ luas area standar 100 (7)
%) =

bobot contoh
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2.4.6.2 Analisis Asam Amino menggunakan UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatoghraphy) (Saprudin dkk., 2019)
Ditambahkan sampel sebanyak 0,1 gram dengan larutan HCI 6 N sebanyak

5 mL. Larutan dihidrolisis pada suhu 110 °C selama 22 jam. Selanjutnya, larutan
didinginkan dan dipindahkan ke dalam labu ukur 50 mL lalu dihimpitkan dengan
akuabides. Sampel disaring menggunakan filter berukuran 0,45 ym. Hasil saringan
diambil sebanyak 500 pL, kemudian ditambahkan 40 um (Alfa Amino Butyric Acid)
AABA dan 460 uL akuabides. Campuran tersebut kemudian di vortex. Larutan dipipet
10 pL dan ditambahkan 70 yL AccQ-Fluor, 20 yL reagent fluour A. Selanjutnya,
didiamkan selama satu menit pada suhu kamar, kemudian dimasukkan kedalam vial
untuk diinjeksikan pada UPLC. Penentuan kadar asam amino menggunakan rumus
pada Persamaan 8 dan 9.
Rasio Standar atau Sampel = — (8)
As
AXx Cgq x BM xVax Fp

B x 10° x Wy atau V,

Kadar Asam Amino (%) = x 100% 9)

Keterangan:

A : Rasio sampel

B : Rasio standar

Ax : Luas area analit asam amino
Ais : Luas puncak standar internal
Cstd : Konsentrasi larutan standar (pmol/pL)
BM : Bobot molekul asam amino

Va : Volume akhir sampel (uL)

Fp : Faktor pengenceran

Wiy : Bobot penimbangan sampel (g)
Vx : Volume pemipetan sampel (mL)

2.4.7 Uji Aktivitas Antimikroba (Peolongan dkk., 2006)
2.4.7.1 Preparasi Sampel Ekstrak

Pembuatan larutan larva BSF dilakukan dengan menimbang sebanyak 5
gram tepung larva, lalu dilarutkan ke dalam etanol sebanyak 25 mL dan dibuat
dengan konsentrasi masing-masing 0,1%, 0,5% dan 1% dan dihomogenkan.

2.4.7.2 Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Meslio—bliiant Agar (NA) dibuat dengan cara ditimbang sebanyak 2 gram
100 mL akuades dalam erlenmeyer kemudian ditutup dengan

I“...iﬁ ' ensi dipanaskan hingga mendidih dan dimasukkan ke dalam
] : n aseptik. Media NA disterilkan dalam autoklaf pada suhu
nan 15 psi selama 15 menit. Kemudian dituang media secara
) reaksi sebanyak 5 mL dan dibiarkan hingga memadat dalam
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2.4.7.3 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Media Muller Hinton Agar (MHA) ditimbang sebanyak 2 gram dan dilarutkan
dalam labu erlenmeyer dengan akuades steril hingga mencapai volume 100 mL,
kemudian dipanaskan hingga homogen. Selanjutnya media MHA serta peralatan
gelas lainnya disterilkan menggunakanautoklaf pada suhu 121 °C dengan tekanan
15 psi selama 15 menit. Kemudian dituang secara aseptis ke dalam cawan petri
sebanyak 25 mL dan dibiarkan hingga memadat.

2.4.7.4 Peremajaan Bakteri Uji E. Coli dan S. Aureus
Kultur murni bakteri uji E. coli dan S. aureus diinokulasi secara aseptis
pada media NA selama 24 jam pada suhu 37 °C.

2.4.7.5 Pengujian Antibakteri menggunakan Metode Cakram

Suspensi koloni uji E. colli dan S. aureus hasil peremajaan diambil satu ose
koloni dari media NA padat ke tabung reaksi yang berisi 5 mL NaCl fisiologis.
Selanjutnya suspensi bakteri uji dalam NaCl fisiologis diinokulasikan pada media
MHA sebanyak 0,1 mL, kemudian diratakan dengan hockey stick dan didiamkan
hingga mengering. Paper disc steril dicelupkan ke dalam sampel uji, kontrol positif
(kloromfenikol) dan kontrol negatif (akuades). Masing-masing paper disc yang berisi
sampel uji dikering-anginkan secara aseptis untuk menguapkan pelarut lalu
diletakkan secara aseptis pada media MHA. Media uji diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam. Zona bening diukur dengan menggunakan jangka sorong.sinar IR
dari spektrofotometer inframerah IR-408 yang sudah dinyalakan pada kondisi yang
stabil. Selanjutnya dilakukan pendeteksian menggunakan tombol detektor dan akan
dihasilkan rekorder histogram FTIR pada monitor yang akan menampilkan puncak-
puncak dari gugus fungsi yang terdapat pada sampel. Spektrum yang diperoleh
selanjutnya akan dianalisis untuk memperoleh data.
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