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RINGKASAN

HUSNA FIKRIYA BAROROH. 105040201111084. Uji Efektivitas
Antibakteri Ekstrak Daun dan Buah Mengkudu (Morinda citrifolia L.)
Terhadap Blood Disease Bacterium. Dibawah bimbingan Lugman Qurata
Aini, SP., M.Si., Ph.D dan Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS.

Penyakit darah yang disebabkan Blood Disease Bacterium (BDB) merupakan
kendala serius dalam budidaya tanaman pisang di Indonesia karena dapat
menyebabkan kehilangan hasil sebesar 20-100% dalam satu luasan lahan. Selama
ini pengendalian dilakukan dengan perbaikan teknik budidaya dan penggunaan
bahan kimia, namun tingkat keberhasilan masih belum maksimal. Pemanfaatan
ekstrak tanaman mengkudu khususnya bagian daun dan buah yang mengandung
senyawa antibakteri menjadi alternatif pengendalian BDB yang lebih ramah
lingkungan.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Jurusan Hama
dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya pada bulan
Oktober 2013 sampai Februari 2014. Pelaksanaan penelitian meliputi isolasi dan
identifikasi bakteri patogen, pembuatan ekstraks daun dan buah mengkudu, uji
sensitivitas antibakteri, dan uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang.
Uji sensitivitas antibakteri dilaksanakan dengan metode difusi agar. Penelitian
dilaksanakan dengan rancangan acak lengkap (RAL) dengan enam macam
perlakuan yaitu US1 (ekstrak buah 30%), US2 (ekstrak buah 60%), US3 (ekstrak
buah 90%), US4 (ekstrak daun 30%), US5 (ekstrak daun 60%) dan US6 (ekstrak
daun 90%). Kontrol terdiri dari aquades, alkohol 96% dan streptomisin. Masing-
masing perlakuan diulang 3 kali. Pengamatan dilakukan setiap hari selama 3 hari.
Sedangkan uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang menggunakan
RAL dengan sepuluh perlakuan yaitu UP1 (kontrol BDB), UP2 (BDB dan
aquades), UP3 (BDB dan streptomisin), UP4 (BDB dan alkohol 96%), UP5 (BDB
dan ekstrak daun 30%), UP6 (BDB dan ekstrak daun 60%), UP7 (BDB dan
ekstrak daun 90%), UP8 (BDB dan ekstrak buah 30%), UP9 (BDB dan ekstrak
buah 60%), dan UP10 (BDB dan ekstrak buah 30%). Perlakuan diulang sebanyak
3 kali dan pengamatan dilakukan pada hari ketiga setelah inokulasi.

Berdasarkan hasil penelitian, pada uji sensitivitas antibakteri diketahui
kontrol aquades dan alkohol tidak mampu menghasilkan zona hambat sedangkan
kontrol streptomisin mampu menghasilkan zona hambat pertumbuhan BDB.
Perlakuan ekstrak daun dan buah mengkudu mampu menghasilkan zona hambat
terhadap pertumbuhan BDB. Ekstrak buah mengkudu memiliki diameter zona
hambat yang lebih besar dari ekstrak daun mengkudu, sehingga ekstrak buah
mengkudu lebih efektif menghambat pertumbuhan BDB dibandingkan ekstrak
daun mengkudu. Ekstrak buah konsentrasi 90% terbaik dalam menekan
pertumbuhan BDB media NA.

Pada uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang diketahui ekstrak
buah dengan konsentrasi 90% dan streptomisin mampu menekan pertumbuhan
BDB pada buah pisang, sedangkan perlakuan aquades, alkohol, ekstrak daun
(konsentrasi 30%,60% dan 90%) serta ekstrak buah (konsentrasi 30% dan 60%)
tidak mampu menekan pertumbuhan BDB pada buah pisang. Penggunaan



streptomisin lebih efektif dibandingkan ekstrak buah konsentrasi 90% dalam

menekan pertumbuhan BDB pada buah pisang.
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SUMMARY

HUSNA FIKRIYA BAROROH. 105040201111084.  Antibacterial
Effectiveness of Leaves and Fruit Extract from Morinda’s (Morinda citrifolia
L.) to Blood Disease Bacterium. Supervised by Lugman Qurata Aini, SP.,
M.Si., Ph.D dan Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS.

Blood disease caused by Blood Disease Bacterium (BDB) has been reported
caused loss of banana production by 20-100%. The control measure was
commonly performed using cultivation technique and by the use of chemicals, but
the effectivity were low. Utilization of leaves and fruit extract from Morinda
which contains compounds act as antibacterial would be the alternative
controlling for BDB and more environmental friendly.

The research was conducted at the Laboratory of Plant Pathology,
Departement of Plant Pest and Disease, Faculty of Agriculture, Brawijaya
University from October 2013 to February 2014. Implementation of these
research included the isolation and identification of bacterial pathogen from
banana fruit infected by blood disease, production of leaf and fruit extract of
Morinda, assay for antibacterial sensitivity and assay for suppression of BDB on
banana fruit. Antibacterial sensitivity assay was carried out by agar diffusion test.
Antibacterial sensitivity test were conducted using complete randomized design
with six treatments as follows: US1 (30% of fruit extract), US2 (60% of fruit
extract), US3 (90% of fruit extract), US4 (30% of leaves extract), US5 (60% of
leaves extract), and US6 (90% of leaves extract). Each treatment was repeated
three times. The control included sterile distilled water, alcohol 96% and
streptomycin. Suppression of BDB growth assay was conducted using complete
randomized design with ten treatments as follows: UP1 (BDB or control), UP2
(BDB and sterile distilled water), UP3 (BDB and streptomycin), UP4 (BDB and
alcohol 96%), UP5 (BDB and 30% of leaf extract), UP6 (BDB and 60% of leaf
extract), UP7 (BDB and 30% of leaf extract), UP8 (BDB and 30% of fruit
extract), UP9 (BDB and 60% of fruit extract), UP10 (BDB and 90% of fruit
extract). Each treatment was repeated three times. Observations were done on
third day after inoculation.

The results of the antibacterial sensitivity assay showed that sterile distilled
water and alcohol were not able to produce clear zone, while streptomycin was
capable of producing clear zone on the BDB lawn. Leaves and fruit extract of
Morinda were capable to produce clear zone on BDB lawn. Fruit extract showed
larger diameter of clear zones than leaves extract, indicating that the fruit extract
was more effective to inhibit the growth of BDB compared to that of leaves
extract. Fruit extract at the concentrations of 90% had the highest activity to
suppress the growth of BDB on NA medium.

On suppression assay of BDB on banana fruit, 90% extract of Morinda fruit
as well as streptomycin were able to suppress the growth of BDB, while sterile
distilled water, alcohol, leaves extract (at the concentration of 30%, 60% and
90%), and fruit extracts (at the concentration of 30% and 60%) were unable to
suppress the growth of BDB on banana fruit. Streptomycin showed more
effective than 90% of morinda fruit extracts to suppress the growth of BDB on
banana fruit.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Budidaya tanaman pisang memiliki beberapa kendala serius karena adanya
epidemi dari patogen. Salah satu patogen yang menyerang tanaman pisang adalah
jenis bakteri yang dapat menyebabkan tanaman layu. Bakteri penyebab penyakit
ini dapat menyebabkan kehilangan hasil produksi tanaman pisang 20-100%.
Penyakit ini disebut sebagai penyakit darah yang disebabkan Blood Disease
Bacterium (BDB). Penyakit tersebut menempati urutan pertama dalam daftar
prioritas penyakit tanaman pisang di Indonesia dan bersifat mematikan dengan
menginfeksi jaringan pembuluh secara sistemik. Gejala penyakit dijumpai pada
semua stadia tumbuh dan menyerang seluruh bagian tanaman. Hal ini merupakan
tantangan bagi pengembang pisang karena hampir semua jenis tanaman pisang
yang dibudidayakan rentan terhadap BDB (Sulyo, 1992).

Pengendalian yang efektif dan efisien sangat dibutuhkan untuk mencapai
produksi pisang yang optimal. Diantaranya yang telah dilakukan yaitu mencabut
rumpun yang sakit, memilih bibit dari perdu yang sehat, pemeliharaan dan
pemupukan dengan baik, pengelolaan irigasi dan aplikasi bahan kimia sintetis
formalin 10% selama 10 menit pada parang tanaman (Semangun, 1989).
Penggunaan bahan kimia sintetis tentu mampu membunuh patogen ini, tetapi
mikroba bermanfaat yang lain juga terkena dampaknya, ditambah dengan adanya
residu kimianya yang berbahaya bagi manusia. Pendekatan yang lebih ramah
lingkungan dengan memanfaatkan buah khas Indonesia menjadi alternatif
pengendalian yang menarik untuk dikembangkan lebih lanjut.

Mengkudu merupakan jenis tanaman yang buahnya dikonsumsi serta daunnya
dimanfaatkan untuk pelengkap bumbu masakan, sementara akar dan kulit
batangnya sebagai obat penawar gangguan perut selain itu akarnya juga dapat
dimanfaatkan sebagai pewarna kain batik (soga) (Tajoedin dan Iswanto, 2002).
Sejak lama diketahui bahwa tanaman mengkudu dapat digunakan sebagai
antibakteri. Beberapa senyawa pada tanaman mengkudu yang bersifat antibakteri
ialah antrakuinon, alkaloid (Rukmana, 2002) flavonoid, acubin dan alizarin
(Bangun dan Sarwono, 2002). Penelitian mengenai pengendalian hayati bakteri

patogen tanaman menggunakan tanaman mengkudu sampai saat ini di Indonesia
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masih sedikit dilakukan, pada penelitian terdahulu ekstrak mengkudu pernah
digunakan untuk penghambatan pertumbuhan bakteri Ralstonia sp. (Efri dan
Aeny, 2004). Potensi yang dimiliki mengkudu sebagai antibakteri diharapkan
dapat menjadi suatu kajian penelitian yang menarik jika diuji pada patogen
tanaman khususnya BDB dalam bentuk ekstrak dari buah maupun dari daun

mengkudu.

1.2 Rumusan Masalah

BDB merupakan salah satu bakteri penting yang menyebabkan penyakit layu
pada tanaman pisang. Adanya serangan dari bakteri tersebut menurunkan
produktivitas tanaman pisang. Selama ini pengendalian yang dilakukan hanya
mengarah pada teknik budidaya dan penggunaan bahan kimia, namun hasil yang
diperoleh masih kurang maksimal. Sehingga diperlukan suatu cara pengendalian
yang lebih aman, efektif dan efisien untuk melindungi tanaman yang terserang
agar tidak terjadi kerugian akibat rusaknya bagian tanaman atau matinya seluruh
bagian tanaman. Penggunaan antibakteri dari ekstrak tanaman menjadi alternatif
dalam pengendalian yang lebih aman, efektif dan efisien. Tanaman mengkudu
mengandung senyawa bersifat antibakteri yaitu antrakuinon, flavonoid, alkaloid,
acubin dan alizarin yang mampu melawan mikroorganisme patogen. Setiap bagian
tanaman mengkudu memiliki kandungan senyawa yang berbeda seperti pada akar,
daun, buah, batang dan biji. Dari setiap senyawa yang terdapat pada bagian
tanaman khususnya daun dan buah mengkudu diduga memiliki efektivitas yang
berbeda sebagai antibakteri. Dengan demikian pengkajian tentang tanaman
mengkudu perlu diteliti lebih lanjut untuk mengetahui kemampuan ekstrak
mengkudu dalam menekan pertumbuhan BDB. Pentingnya pengujian dari bagian
tanaman yang berbeda khususnya daun dan buah mengkudu untuk
membandingkan efektivitas sifat antibakteri yang terkandung dalam masing-

masing bagian tanaman dalam menekan pertumbuhan BDB.

1.3 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak buah dan daun

mengkudu dalam menekan pertumbuhan BDB.
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1.4 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini yaitu:
1. Ekstrak mengkudu mampu menekan pertumbuhan BDB
2. Terdapat perbedaan daya hambat antara ekstrak buah dan daun mengkudu

dalam menekan pertumbuhan BDB.

1.5 Manfaat
Hasil penelitian ini diharapkan menjadi sumber informasi sifat antibakteri
yang terdapat pada tanaman mengkudu digunakan untuk menekan pertumbuhan

BDB penyebab penyakit darah pada tanaman pisang.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Pisang

Pisang adalah tanaman buah yang berasal dari kawasan di Asia Tenggara. Para
ahli botani memastikan daerah asal tanaman pisang adalah India, jazirah Malaya,
dan Filipina. Penyebaran tanaman pisang dari daerah asal ke berbagai wilayah
negara di dunia terjadi mulai tahun 1000 SM. Penyebaran pisang di wilayah timur
antara lain melalui Samudera Pasifik dan Hawai. Sedangkan penyebaran pisang di
wilayah barat melalui Samudera Hindia, Afrika sampai pantai timur Amerika.
Tanaman ini kemudian menyebar ke Madagaskar, Amerika Selatan dan Tengah.
Di Indonesia pengembangan budidaya tanaman pisang pada awalnya terpusat di
daerah Banyuwangi, Palembang, dan beberapa daerah di Jawa Barat. Di Jawa
Barat, pisang disebut dengan Cau, di Jawa Tengah dan Jawa Timur dinamakan
gedang (Prihatman, 2000).

Berdasarkan Tjitrosoepomo (2000) tanaman pisang diklasifikasikan sebagai
divisi Spermatophyta, sub divisi Angiospermae, kelas Monocotyledonae, famili
Musaceae, genus Musa, dan spesies Musa paradisiaca L. Pohon pisang berakar
serabut yang tumbuh pada umbi batang. Tanaman pisang berbatang sejati berupa
umbi batang yang berada di dalam tanah. Sementara bagian yang berdiri tegak
menyerupai batang adalah batang semu yang terdiri dari atas pelepah-pelepah
daun yang saling membungkus dan menutupi. Tinggi batang semu berkisar antara
3-8 meter. Helaian daun berbentuk lanset memanjang, dan mudah robek karena
tidak mempunyai tulang daun pada bagian pinggirnya yang berfungsi menguatkan
lembaran daun.

Bunga berkelamin satu, berumah satu dan tersusun dalam tandan. Pelindung
bunga berukuran panjang 10-25 cm, berwarna merah tua, berlilin, dan mudah
rontok. Bunga tersusun dalam dua baris yang melintang. Bakal buah berbentuk
persegi, sedangkan bunga jantan tidak ada. Setelah bunga keluar, bunga
membentuk sisir pertama, kedua dan seterusnya. Buah pisang tersusun dalam
tandan. Setiap tandan terdiri atas beberapa sisir, setiap sisir terdiri dari 6-22 buah
pisang atau tergantung varietasnya (Rukmana, 1999).

Buah pisang dapat berkembang tanpa pembuahan dan perkembangan biji.

Peristiwa tersebut dikenal sebagai partenokarpi. Bakal bijinya cepat mengerut
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sebelum terjadi pembuahan, bakal biji yang abortif ini masih dapat dijumpai
dengan bintik-bintik kecil berwarna cokelat dalam buah matang. Pada
perkembangannya dinding buah sering menebal, bahkan berdaging. Buah pisang
dapat dibedakan menjadi beberapa lapisan, yaitu epicarp (bagian luar buah yang
lebih keras), mesocarp (lapisan bagian tengah yang terdiri dari jaringan renggang,
berdaging atau berserat dan merupakan bagian terlebar), endocarp yaitu lapisan
paling dalam yang tipis berupa selaput dan plasenta (saluran makanan menuju
biji) (Limbongan, 2011).

2.2 Penyakit Darah pada Tanaman Pisang

Penyakit darah pertama kali diketahui pada tahun 1920 menyerang pisang di
kepulauan Selayar, Sulawesi Selatan. Selanjutnya penyakit ini menyebar ke
berbagai daerah pertanaman pisang di Indonesia. Istilah penyakit darah diambil
dari penampakan gejala tanaman sakit yang apabila batang atau bonggol pisang
dipotong, maka akan keluar lendir berwarna kemerahan seperti darah (Semangun,
1994).

Pada penelitian sebelumnya penyebab penyakit darah adalah bakteri
Pseudomonas celebensis (Semangun, 1994). Strain bakteri penyebab penyakit
darah pada pisang mempunyai sifat-sifat fenotipik yang agak berbeda dengan
Ralstonia solanacearum (Eden-Green dan Sastraatmadja, 1990), tetapi secara
genotipik (berdasarkan urutan DNA) sangat mirip dengan R. solanacearum
(Fegan dkk., 1996). Taksonomi yang tepat untuk menyatakan bakteri penyebab
penyakit darah pada tanaman pisang sampai saat ini belum ada, sehingga bakteri
ini hanya dikenal sebagai blood disease bacterium (BDB) (Fegan dan Prior,
2005).

Patogen penyakit darah dapat menyerang berbagai jenis pisang seperti pisang
Ambon, pisang Nangka, dan pisang Mas, pisang Raja dan pisang Kepok (Eden-
Green dan Sastraatmadja, 1990). Baharuddin (1994) menyatakan bahwa patogen
ini mampu menimbulkan gejala penyakit pada Heliconia collinsiena, H. revolata,
Strelizia reginae, Canna indica, Solanum nigrum, dan Asclepias currasiva, tetapi
tidak mampu menimbulkan gejala pada beberapa tanaman yang merupakan inang
utama bagi R. solanacearum seperti tomat, buncis, tembakau, cabai, kacang tanah,

kentang dan terong.
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BDB termasuk kelompok bakteri Gram negatif. Koloni BDB pada medium
tetrazolium cloride (TZC) berukuran kecil, agak lengket, merah di tengah dan
putin di bagian pinggirnya. Pada medium King’s B, bakteri ini tidak
mengeluarkan pigmen fluorescens dan menunjukkan reaksi hipersensitif pada
tanaman tembakau (Baharuddin, 1994).

Gejala penyakit darah ditandai dengan terjadinya layu dan warna daun
berubah menjadi kuning secara cepat, selanjutnya mengering dan mati. Pada
tanaman berbuah, ibu tulang daun dan tangkai daun menjadi lemah dan tangkai
daun patah mendekati batang semu. Daun muda menjadi kuning terang, kemudian
nekrotik dan mengering. Infeksi BDB tidak selalu sistemik sehingga anakan yang
sehat dari tanaman yang bergejala penyakit darah kadang-kadang dapat
menghasilkan buah (Eden-Green dan Sastraatmadja, 1990).

e T - " "‘ 1

Gambar 1. Daun pisang layu dan mengering (Anonim a, 2006).

Gejala penyakit darah juga dapat diketahui dengan memotong batang sejati
tanaman pisang atau bagian dalam buah pisang yang terinfeksi. Pada bagian
batang pisang serta buah pisang yang dipotong melintang akan mengeluarkan
lendir berwarna merah kecoklatan yang mengandung massa bakteri dan busuk
pada bagian tengahnya. Pada umumnya permukaan kulit buah pisang yang
terinfeksi tidak memperlihatkan gejala dan ukuran buah normal (Eden-Green dan
Sastratmadja, 1990).
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Gambar 2. Buah pisang yang baru dipanen menunjukkan gejala BDB
(Anonim a, 2006).

Serangga yang mengunjungi bunga pisang dapat berperan sebagai pembawa
patogen yang terkontaminasi pada bagian luar jaringan tubuh serangga.
Selanjutnya bakteri melakukan penetrasi pada bunga pisang. Serangga ordo
Diptera famili Chloropidae, Platypezidae, dan Drosophilidae berpotensi sebagai
vektor dan pembawa patogen karena BDB ditemukan di dalam jaringan tubuh
serangga, sedangkan serangga lain dari ordo Diptera famili Tephritidae, Culicidae,
Calliphoridae, Anthomyidae, dan Muscidae; ordo Lepidoptera famili
Coleophoridae; ordo Hymenoptera famili Apidae; dan ordo Blattaria famili
Blattidae ditemukan adanya kontaminasi BDB di luar jaringan tubuh serangga
tersebut (Leiwakabessy, 1999).

Selain itu BDB dapat menginfeksi tanaman pisang melalui perakaran. Bakteri
masuk dalam jaringan akar tanaman melalui lubang alami, luka buatan akibat alat
pertanian, maupun luka akibat tusukan stilet nematoda (Rustam, 2007).
Berdasarkan Subandiyah dkk. (2005) genus nematoda yang ditemukan pada
pisang terinfeksi BDB seperti Pratylenchus sp., Meloidogyne sp., Haplolaimus sp.
dan Rhadopholus sp.

Direktorat  Perlindungan Hortikultura (2011) memberikan beberapa
rekomendasi untuk mengendalikan penyakit darah pada tanaman pisang, yaitu
eradikasi rumpun terserang dengan membongkar sampai ke akar-akarnya, injeksi
herbisida untuk membunuh tanaman atau anakan yang terserang penyakit darah,
memotong bunga jantan segera setelah sisir terakhir terbentuk untuk menghindari
infeksi serangga penular dan membungkus bunga pisang yang sudah terbentuk.
Teknik pengendalian ini belum efektif menekan penularan penyakit darah karena

penerapannya sulit dilakukan dan biaya tambahan yang harus dikeluarkan oleh
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petani. Strategi jangka panjang dilakukan dengan menghasilkan varietas pisang
yang tidak berjantung sehingga mengurangi infeksi BDB melalui bunga. Selain
itu pengembangan teknik pengendalian hayati terhadap penyakit darah yang telah
diteliti. Berdasarkan Rustam (2005) penggunaan isolat Bacillus sp. BRA61 dan
Pseudomonas fluorescens ES32 menunjukkan kemampuan menghambat
pertumbuhan BDB secara in vitro, tetapi tidak mampu menekan gejala penyakit

darah pada kondisi di rumah kaca.

2.3 Tanaman Mengkudu

Mengkudu (Morinda citrifolia L.) merupakan salah satu tanaman obat yang
tersebar hampir di seluruh Indonesia. Tanaman mengkudu diklasifikasikan
sebagai filum Angiospermae, subfilum Dicotyledonae, divisi Lignosae, famili
Rubiaceae, genus Morinda, spesies Morinda citrifolia L. Beberapa spesies
mengkudu yang ada di Indonesia adalah M. citrifolia L., M. eliptica, M.
bracteaca, M. speciosa, M. linctoria, dan M. oleifera. Dari spesies-spesies
tersebut diatas, yang telah umum dimanfaatkan yaitu M. citrifolia L. Spesies ini

yang banyak dimanfaatkan sebagai tanaman obat (Djauhariya, 2003).

Gambar 3. Tanaman Mengkudu (Anonim b, 2012).

Mengkudu termasuk jenis tanaman yang rendah dan umumnya memiliki
banyak cabang dengan ketinggian pohon sekitar 3-8 meter di atas permukaan
tanah. Mengkudu dapat tumbuh di berbagai tipe lahan dan iklim pada ketinggian
tempat dataran rendah sampai 1.500 m diatas permukaan laut dengan curah hujan
1500-3500 mm/tahun, pH tanah 5-7, suhu 22-30°C dan kelembaban 50-70%

(Rukmana, 2002). Buah mengkudu memiliki bentuk bulat sampai lonjong,
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panjang 10 cm, berwarna kehijauan tetapi menjelang masak menjadi putih
kekuningan (Djauhariya, 2003). Daun mengkudu merupakan daun tunggal
berwarna hijau, bersilang hadapan, ujung meruncing dan bertepi rata dengan
ukuran panjang 10-40 cm dan lebar 15-17 cm. Bunga mengkudu berwarna putih,
berbau harum dan mempunyai mahkota berbentuk terompet (Heyne, 1987).

Pada tahun 2012 produksi nasional buah mengkudu sebesar 8.967.750
kg/tahun (BPS, 2012). Berdasarkan Rukmana (2002) hampir seluruh bagian dari
tanaman mengkudu dapat dimanfaatkan sebagai bahan obat. Pada akar tanaman
mengkudu mengandung zat damnacanthal, sterol, resin, morindon, antrakuinon
dan glikosida.

Bunga tanaman mengkudu mengandung glikosida dan antrakuinon. Buah
mengkudu mengandung alkaloid, skopoletin, antrakuinon, asam benzoat, asam
oleat, asam palmitat dan glukosa (Rukmana, 2002), flavonoid, acubin, alizarin
(Bangun dan Sarwono, 2002). Daun tanaman mengkudu mengandung zat kapur,
protein, zat besi, karoten, asam askorbat (Rukmana, 2002), antrakuinon, alkaloid,
saponin, flavonoid, terpenoid (Kameswari dkk., 2013), glikosida flavonol, iridoid
dan triterpen (Rahmawati, 2009). Dari beberapa senyawa yang terkandung dalam
mengkudu terdapat senyawa yang bersifat antibakteri. Senyawa yang berfungsi
sebagai antibakteri pada tanaman mengkudu yaitu alkaloid, acubin, alizarin
flavanoid dan antrakuinon (Rukmana, 2002).

Senyawa alkaloid dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif dan
gram negatif. Alkaloid dapat mengganggu terbentuknya jembatan seberang silang
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Robinson, 1995).
Senyawa antrakuinon efektif dalam menghambat bakteri gram negatif dengan
menghambat sintesis DNA bakteri, sehingga tidak terjadi replikasi DNA bakteri
dan bakteri tidak dapat terbentuk secara utuh (Siswandono dan Soekardjo, 1995).
Senyawa flavonoid menyebabkan kerusakan struktur protein yang terkandung di
dalam dinding sitoplasma bakteri (Mojab dkk., 2008). Sedangkan acubin dan
alizarin merupakan turunan dari senyawa fenol yang memiliki sifat antimikrobia.
Kedua senyawa ini mampu merusak membran sel, menginaktifkan enzim dan

mendenaturasi protein pada bakteri sehingga dinding sel bakteri akan mengalami
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kerusakan karena terjadinya penurunan permeabilitas yang memungkinkan
terganggunya transport ion-ion organik penting yang akan masuk ke sel bakteri.
Hal ini akan mengakibatkan pertumbuhan sel terhambat dan sel akan mengalami
kematian (Dwidjoseputro, 1994).

2.4 Antibakteri

Antibakteri merupakan sifat dari suatu bahan yang menunjukkan efek
penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri. Aktivitas antibakteri dibagi menjadi
2 sifat yaitu aktivitas bakteriostatik dan aktivitas bakterisidal. Suatu bahan bersifat
bakteriostatik jika mampu menghambat pertumbuhan tetapi tidak membunuh
bakteri sedangkan sifat bakteriostatik jika mampu membunuh bakteri (Brooks
dkk, 2005).

Mekanisme Kkerja antibakteri secara umum adalah merusak dinding sel,
mengganggu permeabilitas membran, mempengaruhi metabolisme sel mikroba,
menghambat sintesis protein, mengganggu sintesis asam nukleat dan mengganggu
aktivitas enzim. Antibakteri yang merusak dinding sel contohnya penisilin,
sefalosporin, dan vankomisin. Serta mengganggu permeabilitas sel, contohnya
penisilin sefalosporin dan vankomisin. Sedangkan menghambat sintesis protein
dan asam nukleat contohnya kloramfenikol, rifampisin, streptomisin dan

tetrasiklin. Dan mengganggu aktivitas enzim contohnya basitrasin, sikloserin,

dan ampisilin (Cowan, 1999).

Beberapa senyawa kimia yang terdapat pada tanaman juga berperan
sebagai antibakteri seperti fenol, flavonoid, alkaloid, tanin dan terpenoid.
Mekanisme fenol sebagai antibakteri dengan merusak sitoplasma dan
berkoagulasi dengan protein. Aktivitas tersebut sangat efektif ketika bakteri dalam
tahap pembelahan dimana lapisan fosfolipid di sekeliling sel sedang dalam
kondisi yang sangat tipis sehingga fenol dapat dengan mudah merusak isi sel
(Volk dan Wheller, 1984). Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri adalah
mengganggu permeabilitas dinding sel bakteri yang akan mengakibatkan sel
bakteri kekurangan nutrisi, sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati
(Cowan, 1999). Mekanisme kerja tanin sebagai antibakteri adalah menghambat
enzim reverse transkriptase dan DNA sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk

(Robinson, 1995). Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri adalah dapat
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mengubah sifat fisik dan kimiawi sitoplasma yang mengandung protein dan
mendenaturasi dinding sel bakteri, dengan cara berikatan dengan protein melalui
ikatan hidrogen. Aktivitas ini akan menganggu fungsi permeabilitas selektif,
fungsi pengangkutan aktif, dan pengendalian susunan protein (Pelzar dan Chan,
1998). Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri adalah dengan mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut (Robinson,
1995).

Sifat antibakteri dapat berbeda satu dengan yang lainnya. Antibakteri
termasuk ke dalam jenis spektrum luas bila menghambat atau membunuh bakteri
gram negatif dan gram positif. Antibakteri termasuk ke dalam jenis spektrum
sempit bila menghambat atau membunuh bakteri gram negatif atau gram positif
saja (Jones, 2000). Efektivitas kerja antibakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor
di antaranya konsentrasi antibakteri, jumlah bakteri, spesies bakteri, bahan

organik, suhu, dan pH lingkungan (Cowan, 1999).

2.5 Pengujian Sensitivitas Antibakteri

Uji sensitivitas antibakteri merupakan tes yang digunakan untuk menguji
kepekaan suatu bakteri terhadap antibakteri. Uji sensitivitas bertujuan untuk
mengetahui efektivitas dari suatu antibiotik dalam membunuh bakteri. Pada
prinsipnya uji sensitivitas terhadap antibakteri adalah penentuan kepekaan bakteri
penyebab penyakit yang kemungkinan menunjukkan resistensi terhadap suatu
antibakteri atau kemampuan suatu antibakteri untuk menghambat pertumbuhan
bakteri yang tumbuh in vitro, sehingga dapat dipilih sebagai antibakteri yang
berpotensi untuk pengobatan. Uji sensitivitas antibakteri dapat dilakukan dengan
metode difusi dan metode pengenceran. Metode difusi dilakukan dengan
mengukur diameter zona bening yang merupakan petunjuk adanya respon
penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa antibakteri dalam ekstrak
(Hermawan dkk., 2007).

Berdasarkan Kusmayati dan Agustini (2007) metode difusi dapat dilakukan
dengan 3 cara yaitu metode silinder, metode lubang atau sumuran dan metode
cakram Kkertas. Metode silinder dapat dilakukan dengan memasang silinder dari

besi tahan karat atau porselen secara tegak lurus pada lapisan agar padat dalam
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cawan petri atau lempeng. Sehingga mikroorganisme yang ditambahkan dihambat
pertumbuhannya pada daerah berupa lingkaran atau zona di sekeliling silinder
yang berisi larutan antibiotik.

Metode lubang atau sumuran yaitu membuat lubang pada agar padat yang
telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan
tujuan penelitian, kemudian lubang diinjeksikan dengan ekstrak yang akan diuji.
Setelah dilakukan inkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada
tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang (Kusmayati dan Agustini, 2007).

Metode cakram kertas yaitu metode yang menggunakan cakram kertas yang
telah diresapi antibiotik, desinfektan atau antiseptik diletakkan pada permukaan
cawan yang telah diinokulasi dengan bakteri. Setelah diinkubasi dilakukan
pengamatan terhadap adanya zona penghambatan atau daerah jernih di sekeliling
cakram kertas. Ini menunjukkan organisme itu dihambat pertumbuhannya oleh
senyawa antibiotika, desinfektan atau antiseptik yang diresap dari cakram kertas
ke dalam agar (Kusmayati dan Agustini, 2007).



I11. METODOLOGI

3.1 Tempat dan Waktu
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Jurusan Hama
dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya Malang,

Pelaksanaan Penelitian dimulai dari bulan Oktober 2013 hingga Februari 2014.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan digital, kompor
listrik, gelas ukur, panci, autoclave, pisau, cawan petri, jarum ose, mikroskop
kamera SZX7 series, bunsen, beaker glass, timbangan, tabung reaksi, pinset,
pipet, jarum suntik, kertas saring, botol media, gelas ukur, jangka sorong, kamera,
micropipet, gunting, gelas objek, cover glass, blender, cork borer,
spektrofotometer, eppendorf, oven, shaker, rotary evaporator dan laminar air
flow cabinet (LAFC).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun dan buah mengkudu
segar dengan berat masing-masing 5 kg, Blood Disease Bacterium (BDB), buah
pisang kepok, tanaman tembakau, tanaman jahe, aquades steril, media nutrient
agar (NA), media tetrazolium clorida (TZC), spirtus, media King’s B, media basal
(anaerob), media yeast extract dextrose carbonat (YDC), media DIM, media
arginin, media nutrient broth, tissue steril, KOH 3%, streptomicin, dan alkohol
96%.

3.3 Metode Penelitian

Dalam penelitian ini dilakukan dua metode uji yaitu uji sensitivitas antibakteri
dan uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang. Uji sensitivitas
antibakteri menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan enam macam
perlakuan yaitu US1 (ekstrak buah 30%), US2 (ekstrak buah 60%), US3 (ekstrak
buah 90%), US4 (ekstrak daun 30%), US5 (ekstrak daun 60%), US6 (ekstrak daun
90%). Perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Kontrol terdiri dari K1  (aquades), K2
(alkohol) dan K3 (streptomisin).

Uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang menggunakan RAL
dengan sepuluh macam perlakuan yaitu UP1 (kontrol BDB), UP2 (aquadest dan
BDB), UP3 (streptomisin dan BDB), UP4 (alkohol dan BDB), UP5 (ekstrak daun
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30% dan BDB), UP6 (ekstrak daun 60% dan BDB), UP7 (ekstrak daun 90% dan
BDB), UP8 (ekstrak buah 30% dan BDB), UP9 (ekstrak buah 60% dan BDB),
UP10 (ekstrak buah 90% dan BDB). Perlakuan diulang sebanyak 3 kali.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Pembuatan NA bertujuan untuk perbanyakan dan peremajaan bakteri di media
padat. Agar 20 gram dilarutkan ke dalam 0,75 liter aquades dengan cara didihkan
dalam panci sambil diaduk. Setelah mendidih, nutrient broth 8 gram yang telah
dilarutkan dalam 0,25 liter aquades dicampur, kemudian dibagi ke dalam beberapa
botol steril masing—masing berisi 100 ml media. Botol-botol yang telah terisi
media tersebut di sterilkan dalam autoklaf pada temperatur 121°C selama 25
menit (Devi, 2013).

Pembuatan Media Tetrazolium Chloride (TZC)

Media TZC sebagai media selektif untuk bakteri BDB, yang mampu
mengkasilkan koloni berwarna merah. Agar 15 gram dilarutkan ke dalam 1 liter
aquades dengan cara didihkan dalam panci sambil diaduk. Setelah mendidih, 0,5
gram kasein hidrolisat, 5 gram pepton dan 2,5 gram glukosa ditambahkan.
Kemudian dibagi ke dalam beberapa botol steril masing—masing berisi 100 ml
media. Botol-botol yang telah terisi media tersebut di sterilkan dalam autoklaf
pada temperatur 121°C selama 25 menit. Sebelum dituang ke dalam petri
dicampurkan 2,5% solution TZC ke dalam botol (Devi, 2013).

Isolasi Patogen

Metode isolasi patogen mengikuti Kerr (1980), sampel diambil dari buah
pisang yang terserang penyakit darah dengan ciri-ciri sebagai berikut: busuk,
berlendir dan berwarna coklat kemerahan pada bagian tengah daging buah.
Sampel dicuci dan dipotong kurang lebih 2 x 1 cm dan direndam dalam alkohol
70% selama 1 menit kemudian dicuci dengan aquades steril 10 ml sebanyak dua
kali, kemudian ditiriskan menggunakan tissue steril. Potongan sampel selanjutnya
diisolasi pada media NA.

Uji Patogenisitas
Berdasarkan Devi (2013) uji patogenisitas dapat dilakukan pada buah pisang

dan tanaman jahe. Pengujian pada buah pisang dilakukan pada buah pisang kepok.
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Inokulum BDB dibiakkan dalam NA selama 24 jam. Kemudian dari biakan dibuat
suspensi dengan aquades steril. Suspensi bakteri diatur dengan spektrofotometer
pada ODeggo=1. Inokulasi dilakukan dengan menginjeksikan suspensi inokulum
BDB 1 ml/buah pada bagian tengah buah pisang. Sebagai kontrol, buah pisang
yang lain diinokulasikan dengan aquades. Selanjutnya diamati hingga muncul
gejala. Patogen yang diamati harus menimbulkan ciri-ciri gejala yang sama
dengan yang diamati sebelumnya.

Uji patogenisitas pada tanaman jahe mengikuti Devi (2013) dengan metode
pelukaan akar dan injeksi. Inokulasi dilakukan dengan menginjeksikan 25
ml/tanaman suspensi BDB kedalam rimpang jahe yang lain diinokulasikan dengan
25 ml aquades. Pengamatan dilakukan 20 hari setelah inokulasi (hsi). Jika hasil uji
patogenisitas BDB pada tanaman jahe tidak menimbulkan gejala layu, maka
bakteri yang diinokulasikan tersebut adalah BDB. Karena tanaman jahe bukan
merupakan inang BDB melainkan inang alternatif dari R. solanasearum
(Baharudin, 1994).

Uji Hipersensitif

Biakan murni bakteri berumur 24 jam disuspensikan menggunakan aquadest
steril, kemudian 1 ml suspense BDB diinjeksikan pada daun tembakau melalui
tulang daun sekunder. Reaksi positif jika daun tembakau menunjukkan reaksi
gejala nekrosis disertai layu pada jaringan yang diinokulasikan suspensi bakteri,
pengamatan dilakukan 24 hingga 96 jam (Lacy dan Lukezic, 2004).

Identifikasi Bakteri

BDB termasuk dalam genus Ralstonia spesies komplek (Cook dkk., 1989).
Untuk membuktikan bahwa BDB merupakan salah satu spesies dalam genus
Ralstonia maka perlu dilakukan serangkaian uji untuk identifikasi. Berdasarkan
Schaad dkk. (2001) pengujian genus Ralstonia dilakukan dengan cara isolat
bakteri patogen yang telah dimurnikan diuji melalui serangkaian uji fisiologis dan
biokimia (Gambar 4).
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Gambar 4. Pengujian tingkat genus pada bakteri (Schaad dkk., 2001).
1. Reaksi Gram

Pengujian reaksi dengan KOH. Biakan murni bakteri berumur 24 jam

disuspensikan diatas gelas objek yang sebelumnya telah ditetesi denga KOH
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3%. Bakteri gram negatif akan tampak lengket berlendir pada ose, sedangkan
bakteri gram positif tidak lengket.

Pewarnaan gram. Bakteri berumur 24 jam dibuat suspensi dengan
aquadest steril di atas gelas objek yang telah disterilkan dan dikeringkan diatas
lampu bunsen. Kemudian dilakukan pengecatan dengan kristal violet (5%)
sebanyak 2-3 tetes selama 20 detik. Lalu dicuci dengan air mengalir dan
dikeringanginkan. Setelah itu ditetesi dengan iodin sebanyak 1-2 tetes dan
dibiarkan selama 1 menit. Setelah itu dicuci dengan air mengalir dan
dikeringanginkan. Selanjutnya ditetesi alkohol 70% dibiarkan hingga 20 detik
kemudian dicuci dengan air mengalir dan dikeringanginkan. Proses terakhir
ditetesi safranin (0,1%) dibiarkan selama 20 detik dan dicuci dengan air
mengalir, dikeringanginkan dan diamati di bawah mikroskop. Sel bakteri gram
negatif berwarna merah, sedangkan sel bakteri gram positif berwarna ungu.

2. Uji Oksidatif — Fermentatif (Anaerob)

Bakteri yang bersifat gram negatif diuji pertumbuhannya secara anaerob
dengan menginokulasikan bakteri dalam media sebanyak 5 ml dalam tabung
reaksi dan dilapisi dengan water agar. Media terdiri atas : pepton 2 g; NaCl
59; KH,PO, 0,3g; agar 3g; Bromothymolblue (1%) 3 ml. Bahan-bahan
dilarutkan dalam akuades 1 L dan diatur pada pH 7,1. Media disterilisasi pada
121°C selama 20 menit. Setelah disterilisasi, setiap tabung ditambahkan
larutan glukosa 10% sebanyak 0,5 ml.

Pengujian dilakukan dengan menggunakan dua tabung reaksi, salah satu
tabung ditutup dengan water agar steril sebanyak 2 ml, sedangkan tabung lain
tanpa water agar. Pada tabung tanpa water agar reaksi positif terjadi jika
warna media dari biru menjadi kuning hal tersebut menunjukkan bakteri dapat
tumbuh secara aerob. Sedangkan pada tabung yang diberi parafin reaksi
positif terjadi jika tidak adanya perubahan warna dari biru menjadi kuning hal
tersebut menunjukkan bakteri tidak dapat tumbuh secara anaerob.

3. Pigmen Fluorescent pada Media King’s B

Pengujian pigmen fluorescent bertujuan untuk melihat kemampuan bakteri

uji dalam memproduksi pigmen fluorescent. Pengujian pigmen fluorescent

dilakukan dengan menumbuhkan bakteri uji pada media King’s B dan
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diinkubasi selama 24 jam. Media King’s B terdiri dari proteose pepton 20 g;
KoHPO, 1,5 g; MgSO,4.7H,0 1,5 g; gliserol 15 ml dan agar 15 g. Selanjutnya
bahan dicampur dan dilarutkan dengan akuades 1 L. Media disterilisasi pada
121°C selama 25 menit. Bakteri uji hasil inkubasi selama 24-48 jam kemudian
diamati dibawah sinar UV apakah berpendar atau tidak. Jika bakteri tersebut
berpendar hijau kekuningan berarti bakteri tersebut mengeluarkan pigmen
fluorescent, dan jika bakteri tersebut tidak berpendar hijau kekuningan maka
bakteri tersebut tidak mengeluarkan pigmen fluorescent. Reaksi positif terjadi
jika bakteri uji tidak mengeluarkan pigmen fluorescent.
4. Pertumbuhan pada Media YDC

Pengujian pertumbuhan pada media YDC bertujuan untuk melihat koloni
bakteri uji yang tumbuh pada media YDC untuk membedakan bakteri uji dari
genus Xylophilus dan Xanthomonas dengan. Media YDC terdiri dari yeast
ekstrak 10 g; glukosa 20g; CaCO; 20 g dan agar 15 g. Selanjutnya bahan
dicampur dan dilarutkan dengan akuades 1 L. Media disterilisasi pada 121°C
selama 25 menit. Bakteri uji ditumbuhkan pada media YDC kemudian
inkubasikan pada suhu 30°C selama 24-48 jam. Amati warna koloni yang
tumbuh, apakah berwarna kuning atau tidak. Reaksi positif jika bakteri yang
ditumbuhkan tidak berwarna kuning.
5. Pertumbuhan pada D1M Agar

DIM merupakan media semiselektif untuk pertumbuhan bakteri
Agrobacterium sp. Pengujian pada media D1M agar bertujuan untuk
membedakan bakteri genus Ralstonia dengan genus Agrobacterium. Media
D1M agar terdiri dari cellobiose 59, NH,Cl 1 g, NaH,PO,4 1 g, K;HPO, 1 g,
MgS0,.7H,O 3 g, malachite green 10 mg dan agar 15 g. Selanjutnya bahan
dicampur dan dilarutkan dengan akuades 1 L. Media disesuaikan pada pH 7.
Media disterilisasi pada 121°C selama 25 menit. Bakteri patogen ditumbuhkan
dalam medium DIM agar kemudian inkubasikan pada suhu 30°C selama 24-48
jam. Koloni diamati apakah dapat tumbuh pada media tersebut. Reaksi positif
terjadi jika bakteri yang ditumbuhkan tidak mampu tumbuh pada media D1M

agar.
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6. Pengujian pada Media Arginin
Pengujian pada media arginin bertujuan untuk membedakan bakteri genus
Ralstonia dengan genus Burkholderia. Pembuatan media arginin mengikuti
Lelliot dan Steade (1987), pepton 1 g; NaCl 5 g; K;HPO, 0,3 g; phenol red
0,01 g; L-arginine HCI 10 g dan agar 3 g dicampur dalam 1 L aquades. Media
disesuaikan pada pH 7. Selanjutnya 3 ml media dimasukkan kedalam tabung
reaksi. Media disterilisasi pada 121°C selama 15 menit. Pengujian dilakukan
dengan memasukkan inokulum bakteri pada tabung reaksi yang masing-
masing telah berisi media arginin dengan cara menusukkannya hingga
kedalaman 0,5 cm, kemudian ditutup dengan menggunakan parafin steril.
Reaksi positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna media dari orange
menjadi merah muda yang menunjukkan bakteri uji merupakan genus
Burkholderia. Sedangkan untuk genus Ralstonia warna media akan tetap
berwarna orange.
7. Pertumbuhan pada Suhu 40°C
Bakteri ditumbuhkan dalam media nutrient broth (NB) sebanyak 5 ml
dalam tabung reaksi, kemudian diinkubasi pada suhu 40°C. Pertumbuhan
dicatat pada 24 jam. Reaksi positif terjadi jika bakteri uji tidak mampu tumbuh
pada perlakuan suhu 40°C.
Ekstraksi Mengkudu
Buah dan daun mengkudu segar dicuci, kemudian masing-masing ditimbang
dengan berat 5 kg buah dan 5 kg daun. Buah dan daun mengkudu segar masing-
masing dipotong kecil-kecil. Potongan selanjutnya dikeringkan dengan cara
dioven selama 24 jam. Sehingga diperoleh daun dan buah yang telah kering.
Potongan buah yang sudah kering, berbentuk kepingan, dipisahkan antara daging
buah dengan bijinya. Daging buah dan daun yang sudah kering selanjutnya dibuat
serbuk (simplisia) dengan cara dihancurkan dengan blender. Simplisia dimaserasi
dengan merendam ke dalam pelarut etanol 96% sampai terendam seluruhnya dan
dikocok menggunakan shaker selama + 24 jam, kemudian disaring dengan kertas
penyaring. Ekstrak atau filtrat hasil maserasi ditampung menjadi satu dan
diuapkan untuk memisahkan pelarutnya. Penguapan dilakukan dengan

menggunakan alat rotary evaporator pada suhu 80°C, sampai pelarut habis
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menguap, sehingga didapatkan ekstrak kental buah dan daun mengkudu (Dewi,
2010).

Selanjutnya dilakukan 3 perlakuan konsentrasi pada masing-masing ekstrak.
Konsentrasi larutan dibuat dengan cara dilakukan penambahan pelarut (aquades
steril) sebanyak 700 ul untuk 300 ul ekstrak, 400 pl untuk 600 pl ekstrak dan 100
pl untuk 900 ul ekstrak. Sehingga didapatkan konsentrasi sebesar 30%, 60% dan
90% ekstrak daun dan buah mengkudu.

Pengujian Sensitivitas Antibakteri

Metode yang digunakan untuk pengujian sensitivitas antibakteri adalah
metode difusi agar dengan lubang sumuran. Media yang digunakan adalah media
NA dan dicairkan dengan cara didihkan. Selanjutnya jika suhu media sudah
menurun, 20 ml media NA dicampur dengan 100 pl suspensi bakteri yang telah
diatur dengan spektrofotometer pada ODgsgo=1, kemudian dituang ke dalam petri.
Setelah media memadat maka dibuat lubang sumuran dengan menggunakan cork
borer yang memiliki diameter 0,5 cm.

Dalam pengujian sensitivitas antibakteri digunakan 6 perlakuan ekstrak
dengan konsentrasi berbeda, yaitu ekstrak buah 30%, ekstrak buah 60%, ekstrak
buah 90%, ekstrak daun 30%, ekstrak daun 60%, ekstrak daun 90%. Pada
pengujian sensitivitas antibakteri diberi 3 kontrol, yaitu aquades (H,0), alkohol
96% (C,HsOH) dan streptomisin (C,:H1N7O12). Kontrol aquades bertujuan untuk
mengetahui ada atau tidaknya pengaruh aquades pada zona hambat pertumbuhan
BDB. Pemberian kontrol alkohol 96% bertujuan untuk mengetahui pengaruh
pelarut yang digunakan untuk pembuatan ekstrak dalam menghambat
pertumbuhan BDB. Sedangkan kontrol streptomisin  bertujuan untuk
membandingkan kemampuan aktivitas antibakteri sintetik dengan antibakteri dari
tanaman mengkudu dalam menghambat BDB. Masing-masing kontrol dan
eskstrak mengkudu dengan konsentrasi berbeda dimasukkan kedalam lubang
sumuran. Selanjutnya ditunggu hingga 24 jam untuk diamati.

Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan ekstrak tanaman

mengkudu dalam menghambat pertumbuhan BDB secara langsung pada buah

pisang. Uji penekanan pertumbuhan BDB dilakukan dengan cara menginjeksikan
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ekstrak dengan berbagai konsentrasi sebanyak 1000 pl ke dalam buah pisang dan
didiamkan selama satu jam agar meresap pada buah pisang. Kemudian suspensi
BDB sebanyak BDB 500 pl yang telah diatur dengan spektrofotometer pada
ODegso=1 diinjeksikan ke dalam buah pisang yang telah diberi perlakuan ekstrak.
Selanjutnya ditunggu hingga 3 hsi untuk diamati.
Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan yang dilakuakan terdiri dari data kuantitatif dan
kualitatif. Pada uji sensitivitas antibakteri pengamatan masa inkubasi dilakukan
setiap hari dihitung 24 jam setelah inokulasi patogen yang disertai inokulasi
antibakteri. Pengamatan dilakukan sebanyak tiga kali selama 3 hari. Penilaian
kemampuan ekstrak mengkudu dalam menghambat pertumbuhan BDB dengan
mengukur zona bening atau zona hambat disekitar lubang sumuran menggunakan
jangka sorong secara vertikal dan horizontal. Selanjutnya dirata—rata dalam
millimeter sehingga diperoleh data kuantitatif zona hambat ekstrak mengkudu
terhadap pertumbuhan BDB (Pratiwi, 2005). Foto hasil pengamatan zona hambat
merupakan data kualitatif yang diperoleh dari uji sensitivitas antibakteri.

Pengamatan uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dilakukan
terhadap daya hambat yang dihasilkan ekstrak mengkudu dengan konsentrasi
berbeda dalam menekan kerusakan jaringan pada buah pisang. Buah pisang
dipotong melintang, kemudian kerusakan jaringan diukur panjangnya
menggunakan jangka sorong. Variabel yang diamati adalah panjang gejala
kerusakan pada plasenta buah pisang. Dari perhitungan panjang plasenta buah
pisang terserang BDB maka diperoleh variabel kuantitatif. Berdasarkan Devi

(2013) untuk mendapatkan proporsi kerusakan plasenta buah digunakan rumus:

P=A/B X 100%

Keterangan: P = Proporsi panjang gejala kerusakan plasenta buah (%)
A = Panjang gejala plasenta buah yang rusak (cm)
B = Panjang plasenta buah (cm)

Foto hasil pengamatan merupakan variabel kualitatif untuk menunjukkan
tingkat penekanan pertumbuhan BDB oleh ekstrak tanaman yang diberikan.

Pengambilan gambar dilakukan pada hari ke tiga setelah inokulasi.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi BDB dari Buah Pisang
Buah pisang yang diduga bergejala BDB diambil dari kebun pisang di Desa
Sukosari, Kecamatan Babadan, Kabupaten Ponorogo. Buah diambil dari tanaman
pisang yang menunjukkan gejala layu hingga seluruh bagian daun mengering
(Gambar 5). Berdasarkan Eden-Green dan Sastraatmadja (1990) gejala penyakit
darah pada tanaman pisang biasanya ditunjukkan oleh pelepah daun melemah
kemudian patah pada bagian pangkalnya sehingga daun terlihat menggantung.

Warna daun menjadi kuning kemudian nekrosis dan kering.

Gambar 5. Tanaman pisang yang terserang BDB. Tanda panah berwarna
merah menunjukkan bagian tanaman pisang yang layu dan
mengering.

Untuk melihat gejala lebih lanjut buah terserang dipotong secara melintang.
Pada buah terserang menunjukkan gejala penyakit BDB yaitu terlihat adanya
warna merah kecoklatan pada daging buah dan terdapatnya lendir berwarna merah
disepanjang plasenta pisang yang merupakan ciri khas dari penyakit BDB
(Gambar 6). Ciri-ciri tersebut sesuai dengan Semangun (1989) bahwa buah
bergejala BDB yang dipotong bagian dalam buahnya kelihatan berwarna merah

kecoklatan atau menjadi busuk berlendir.
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Gambar 6. Buah pisang yang terserang BDB berwarna merah pada bagian
tengahnya jika dibelah secara melintang.

Bakteri diisolasi dari buah pisang yang diduga terserang BDB dan
ditumbuhkan pada media TZC pada suhu ruang. Pada TZC mula-mula koloni
tumbuh berwarna putih bening tipis dan pada hari keempat setelah ditumbuhkan,
koloni berwarna merah dan pada bagian pinggir berwarna putih bening. Karakter
lain yang ditemukan pada TZC yaitu permukaan koloni cembung, berbentuk
bulat, berukuran 1-5 mm. Selain itu koloni BDB cenderung lengket (mucoid) pada
media sehingga sedikit sulit jika diambil menggunakan jarum ose (Gambar 7).
Karakter tersebut sesuai dengan Supriadi (1997) yaitu BDB mepunyai bentuk
koloni bulat (berukuran 2-5 mm) setelah 4 hari pada suhu 28°C, pinggiran
koloninya jelas dan bening, dengan bagian tengahnya sedikit keruh. Ciri lainnya
adalah koloninya cenderung lengket pada permukaan media sehingga agak sulit
kalau diambil dengan jarum ose. Sifat ini tidak dijumpai pada bakteri Ralstonia

solanacearum dan Pseudomonas syzygii.

Gambar 7. Koloni BDB berwarna merah pada media TZC



40

Uji Patogenisitas

Hasil uji patogenisitas yang dilakukan pada buah pisang memiliki gejala yang
sama dengan buah pisang yang telah diisolasi sebelumnya dan diduga bergejala
BDB. Setelah tujuh hari setelah inokulasi (hsi), pengamatan dilakukan dengan
membelah buah pisang secara vertikal dan horizontal. Buah yang dibelah
menunjukkan gejala terjadi perubahan warna menjadi cokelat kemerahan dan
terdapat lendir berwarna merah, serta bakteri menyebar searah dengan panjang
plasenta buah pisang (Gambar 8). Hal tersebut sesuai dengan yang dilaporkan
peneliti sebelumnya Devi (2013) bahwa hasil uji patogenisitas BDB pada buah
pisang menunjukkan gejala perubahan warna kuning hingga kecoklatan serta
menimbulkan warna merah pada daging buah. Selain itu gejala yang khas dari
patogen ini yaitu BDB hanya mampu melakukan infeksi dan menyebar pada
bagian plasenta buah. Hal tersebut membedakan gejala yang ditimbulkan oleh

BDB dengan gejala yang ditimbulkan oleh patogen lain seperti R. solanacearum.

Gambar 8. Hasil uji patogenisitas pada buah pisang. Tanda panah berwarna
merah menunjukkan gejala BDB pada plasenta buah pisang.

Hasil uji patogenisitas pada tanaman jahe tidak menunjukkan infeksi oleh
BDB setelah 20 hsi. Tanaman masih terlihat sehat baik daun batang maupun
rimpang tanpa adanya gejala layu pada tanaman. Hal tersebut menunjukkan
bahwa tanaman jahe bukan merupakan inang dari BDB. Pada pengujian ini sesuai
dengan Baharudin (1994) bahwa BDB tidak mampu menyerang tanaman jahe

yang merupakan inang alternatif dari bakteri R. solanacearum.
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Gambar 9. Uji patogenisitas pada tanaman jahe. (A) Tanaman yang telah
diinokulasi BDB (B) Tanaman tanpa inokulasi BDB.

Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif dilakukan pada tanaman tembakau dan diamati selama 7 hsi.
Hasil uji hipersensitif pada tembakau menunjukkan adanya reaksi tanaman
tembakau terhadap BDB dengan ditandai adanya gejala nekrosis daun pada
pengamatan 2 hsi dan disertai gejala layu pada seluruh bagian tanaman pada
pengamatan 7 hsi. Berdasarkan Lelliott dan Stead (1987), bakteri yang bersifat
patogen pada tanaman dapat menginduksi respon hipersensitif jika diinjeksikan ke
dalam jaringan tanaman inang yang tidak rentan dalam waktu 24-72 jam setelah
inokulasi.

Gambar 10. Hasil uji hipersensitif pada daun tembakau, pada bagian yang
ditunjuk dengan panah daun menunjukkan gejala nekrosis.

4.2 ldentifikasi Bakteri
Untuk membuktikan patogen yang diduga BDB termasuk salah satu spesies
dalam genus Ralstonia maka proses identifikasi dilakukan mengikuti Schaad dkk.
(2001). Berikut hasil identifikasi melalui serangkaian uji biokimia dan fisiologis

yaitu:
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1. Reaksi Gram

Pengujian Gram dilakukan dengan pengujian reaksi menggunakan KOH dan
pewarnaan Gram. Hasil uji KOH menunjukkan setelah BDB dicampur dengan
larutan KOH 3% terdapat lendir berwarna putih pada saat suspensi BDB diangkat
dengan jarum ose sehingga dapat diketahui bahwa BDB merupakan bakteri Gram
negatif. Hal tersebut sesuai dengan Schaad dkk. (2001) bahwa pada pengujian
KOH bakteri Gram negatif menjadi berlendir jika ose diangkat, sedangkan
bakteri Gram positif tidak berlendir.

Gambar 11. Hasil uji KOH. Tanda panah menunjukkan terdapat lendir
berwarna putih pada saat ose diangkat.

Pada uji pewarnaan Gram, setelah diamati dengan mikroskop koloni BDB
berwarna merah. Berdasarkan Schaad dkk. (2001) hasil uji Gram dengan teknik
pewarnaan untuk bakteri Gram positif berwarna ungu sampai biru kehitaman,
sedangkan Gram negatif berwarna merah. Sehingga dapat diketahui bahwa BDB

termasuk dalam golongan bakteri Gram negatif.
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Gambar 12. Pada uji pewarnaan Gram koloni BDB yang diamati dengan
mikroskop berwarna merah
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2. Uji Oksidatif Fermentatif (Anaerob)

Pada uji oksidatif fermentatif, BDB ditumbuhkan pada media yang dilapisi
water agar (sedikit oksigen) dan tidak dilapisi water agar (kaya oksigen).
Pengujian oksidatif fermentatif bertujuan untuk melihat kemampuan tumbuh
dalam kondisi kaya oksigen dan sedikit oksigen. Hasil uji oksidatif fermentatif
setelah 7 his, pada media yang tidak dilapisi water agar terjadi perubahan warna
Pmedia yang semula biru menjadi kuning, sedangkan pada media yang dilapisi
water agar warna media tetap biru. Menurut Schaad dkk. (2001) pengamatan
dilakukan dengan melihat perubahan warna media dari warna biru menjadi kuning
pada tabung yang tidak dilapisi water agar tetapi tidak terjadi perubahan warna
pada tabung yang dilapisi water agar, hal tersebut menunjukan metabolisme
oksidatif dari glukosa atau bakteri dapat tumbuh secara aerob. Sedangkan jika
terjadi perubahan warna media menjadi kuning pada kedua tabung, menunjukan
adanya metabolisme oksidatif fermentatif atau bakteri dapat tumbuh secara aerob

maupun anaerob. Dari hasil uji oksidatif fermentatif diketahui bahwa BDB

mampu tumbuh secara aerob dan tidak mampu tumbuh pada kondisi anaerob.

P

Gambar 13. Hasil uji oksidatif fermentatif BDB. (A) Kontrol dengan water
agar. (B) Kontrol tanpa water agar. (C) BDB dengan water
agar. (D) BDB tanpa water agar.

3. Pigmen Fluorescent pada Media King’s B

Pengujian pigmen fluorescent bertujuan untuk melihat kemampuan bakteri uji
dalam memproduksi pigmen fluorescent. BDB yang ditumbuhkan pada media
King’s B dan inkubasi selama 24 jam, setelah diamati di bawah sinar UV terlihat

tidak berpendar hijau kekuningan. Hal tersebut menunjukkan BDB tidak
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mengeluarkan pigmen fluorescent. Berdasarkan Schaad dkk. (2001) adanya
pigmen fluorescent setelah bakteri ditumbuhkan pada medium King’s B
menunjukkan bahwa bakteri termasuk golongan Pseudomonas fluorescens.

Sehingga dapat diketahui bahwa BDB tidak termasuk dalam genus Pseudomonas.

Gambar 14. Koloni BDB pada media King’s B tidak mengeluarkan pigmen
fluorescent di bawah sinar UV.

4. Pertumbuhan pada Media YDC

Pengujian pertumbuhan pada media YDC bertujuan untuk membedakan
bakteri uji dari genus Xylophilus dan Xanthomonas dengan melihat koloni bakteri
yang tumbuh pada media YDC. Hasil pengujian pertumbuhan pada media YDC
menunjukkan koloni BDB yang diinkubasi selama 24-48 jam berwarna putih.
Berdasarkan Schaad dkk. (2001) untuk genus Ralstonia, Agrobacterium,
Acidovorax dan Burkholderia koloni bakteri tidak berwarna kuning pada media
YDC. Sedangkan untuk genus Xylophilus dan Xanthomonas pada media YDC
akan menghasilkan koloni bakteri dengan warna kuning. Sehingga dapat

diketahui bahwa BDB bukan termasuk dalam genus Xylophilus dan Xanthomonas.

Gambar 15. Koloni BDB berwarna putih pada media YDC
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5. Pertumbuhan pada D1M Agar

Pengujian pada media D1M agar bertujuan untuk membedakan genus
Agrobacterium dari genus Acidovorax, Burkholderia, dan Ralstonia. Bakteri uji
yang diinkubasi pada media D1M agar selama 48 jam tidak menunjukkan adanya
pertumbuhan pada media, hanya terlihat goresan awal pada saat streak bakteri
pada media. Menurut Schaad dkk. (2001) bakteri yang dapat tumbuh pada media
ini menunjukkan hasil positif, yaitu jenis bakteri dari genus Agrobacterium.
sedangkan bakteri genus Acidovorax, Burkholderia, dan Ralstonia tidak mampu
tumbuh pada media D1M agar. Sehingga dapat diketahui bahwa BDB tidak
termasuk dalam genus Agrobacterium.

Gambar 16. Hasil uji pada media D1M agar. Panah menunjukkan koloni
bakteri tidak tumbuh setelah 24 jam dan hanya ada koloni awal
pada saat bakteri ditanam pada media.

6. Pengujian pada Media Arginin

Pengujian pada media arginin dilakukan untuk dapat mengetahui pertumbuhan
bakteri pada kondisi anaerob dalam media yang mengandung bahan kimia arginin.
Pengujian ini bertujuan untuk membedakan genus Burkholderia dari genus
Acidovorax dan genus Ralstonia. Hasil dari pengujian pada media arginin
menunjukkan bahwa pada kondisi media yang dilapisi water agar tidak terjadi
perubahan warna media, media tetap berwarna orange setelah 7 hsi. Berdasarkan
Lelliot dan Steade (1987) reaksi positif pengujian pada media arginin apabila
terjadi perubahan warna media menjadi merah muda. Menurut Schaad dkk. (2001)
bakteri dari genus Burkholderia mampu menunjukkan reaksi positif sedangkan
bakteri dari genus Acidovorax dan Ralstonia menunjukkan reaksi negatif jika

diuji pada media arginin. Dengan demikian pengujian tersebut menunjukkan
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bahwa BDB tidak dapat tumbuh pada kondisi anaerob. Sehingga dapat diketahui

bahwa BDB tidak termasuk dalam genus Burkholderia.

Gambar 17. Hasil uji pada media arginin. (A) Kontrol. (B) BDB.

7. Pertumbuhan pada Suhu 40°C

Pengujian pertumbuhan pada suhu 40°C dilakukan untuk membedakan genus
Ralstonia dengan genus Acidovorax. Pada perlakuan suhu 40°C dan diinkubasi
selama 24 jam BDB tidak mampu tumbuh pada media. Menurut Nasrun dkk.
(2007) bakteri genus Ralstonia mampu tumbuh dan berkembang pada suhu 13-
37°C, dan tidak dapat tumbuh pada suhu 41°C. Untuk memastikan bahwa BDB
tidak mampu tumbuh pada suhu 40°C maka diberikan kontrol dan pembanding.
Kontrol merupakan media NB steril yang tidak diinokulasikan BDB dan diberi
perlakuan suhu 40°C, sedangkan pembanding yang digunakan adalah BDB yang
diinokulasikan pada media NB namun diinkubasi pada suhu ruang 26°C.
Berdasarkan Schaad dkk. (2001) genus Acidovorax mampu memberikan reaksi
positif yaitu mampu tumbuh jika diberi perlakuan suhu 40°C, sedangkan untuk
genus Ralstonia tidak mampu tumbuh pada perlakuan suhu 40°C. Sehingga dapat
diketahui bahwa BDB tidak termasuk dalam genus Acidovorax dan merupakan

salah satu spesies dalam genus Ralstonia.
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ALBRC
Gambar 18. Hasil uji perlakuan suhu 40°C. (A) Media NB yang
diinokulasikan BDB dan diberi perlakuan suhu. (B) Media NB
yang tidak diinokulasikan BDB dan diberi perlakuan suhu. (C)
Media NB vyang diinokulasikan BDB dan tidak diberi
perlakuan suhu.

Hasil isolasi dan identifikasi bakteri BDB disajikan pada Tabel 1.
Tabel 1. Hasil Uji Fisiologi dan Biokimia BDB

Uji Fisiologi dan Biokimia Reaksi Reaksi
(Schaad dkk., 2001)
Uji KOH 3% + +
Uji pengecatan gram + 1

Uji oksidatif-fermentatif - -
Pigmen Fluoresen pada Media King’s B - -
Pertumbuhan pada media YDC - -
Pertumbuhan pada D1M Agar - -
Pengujian pada Media Arginin - -
Pertumbuhan pada Suhu 40°C - -

Hasil identifikasi dari serangkaian uji fisiologi dan biokimia terhadap BDB
sesuai yang telah dilaporkan Schaad dkk. (2001) bahwa karakter genus Ralstonia
bereaksi positif pada uji KOH 3%, pewarnaan gram, serta bereaksi negatif pada
media standar seperti pada uji oksidatif-fermentatif, uji pigmen fluoresen pada
media King’s B, uji pertumbuhan pada media YDC, pertumbuhan pada D1M
agar, pengujian pada media arginin, dan pertumbuhan pada suhu 40°C. Sehingga
hasil identifikasi tersebut dapat dijadikan dasar bahwa BDB yang diisolasi dari
buah pisang yang bergejala busuk coklat kemerahan termasuk salah satu spesies

dalam genus Ralstonia.
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4.3 Pengujian Sensitivitas Antibakteri

Pada pengujian sensitivitas antibakteri parameter yang diamati adalah
diameter zona bening disekitar lubang sumuran. Zona bening merupakan bentuk
penghambatan (zona hambat) yang dihasilkan oleh ekstrak mengkudu. Zona
hambat merupakan reaksi aktivitas antibakteri dari ekstrak mengkudu yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri.

Hasil uji sensitivitas antibakteri terhadap BDB diperoleh zona hambat yang
berbeda baik dari ekstrak daun dan buah mengkudu serta ketiga kontrol yaitu
aquades, alkohol dan streptomisin. Hasil uji sensitivitas disajikan dalam Tabel 2.
Tabel 2 memberikan gambaran tingkat penghambatan pertumbuhan BDB oleh

estrak daun dan buah mengkudu yang diuji pada media NA dan diamati selama

tiga hsi.
Tabel 2. Penghambatan ekstrak daun dan buah mengkudu terhadap pertumbuhan
BDB
Rerata zona hambat ekstrak terhadap BDB
Perlakuan pada pengamatan hingga hari ketiga (mm)
1 2 3
Kontrol aquades 0.00 a 0.00 a 0.00a
Kontrol alkohol 2.10ab 0.00 a 0.00 a
Kontrol streptomisin 28.43 f 24.40d 23.30d
Ekstrak buah 30% 11.70 cd 10.57 bc 9.87 bc
Ekstrak buah 60% 17.73 de 13.17 bc 12.40 be
Ekstrak buah 90% 22.10 ef 16.93 ¢ 15.40 c
Ekstrak buah 30% 9.17 bc 797b 717D
Ekstrak buah 60% 9.83 bed 8.37Db 7.40Db
Ekstrak buah 90% 11.53 cd 9.93 be 8.87 bc
Keterangan:

Angka disertai huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak
terdapat beda nyata antar perlakuan.

Analisis menggunakan uji Duncan taraf kesalahan 0,05 menunjukkan
pengaruh yang berbeda nyata antar perlakuan dalam menghambat pertumbuhan
BDB selama tiga hari pengamatan (Tabel 2). Penelitian menunjukkan terjadinya
perbedaan yang signifikan antara perlakuan ekstrak daun dan buah mengkudu jika
dibandingkan dengan kontrol aquades, alkohol dan streptomisin. Pada kontrol
aquades tidak terdapat zona hambat disekeliling lubang sumuran, sehingga dapat

diketahui pemberian aquades tidak berpengaruh terhadap penghambatan BDB.
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Pada kontrol alkohol zona hambat yang terbentuk tidak berbeda nyata dengan
perlakuan kontrol aquades. Hal tersebut menunjukkan bahwa alkohol tidak
berpengaruh nyata pada penekanan pertumbuhan BDB, sehingga pelarut yang
digunakan untuk pembuatan ekstrak tidak berpengaruh sebagai antibakteri
terhadap BDB. Pada kontrol streptomisin terdapat adanya zona hambat
pertumbuhan terhadap BDB. Penggunaan kontrol streptomisin mampu
menghasilkan rata-rata diameter zona hambat sebesar 28.43 mm pada 1 hsi, zona
hambat tersebut paling besar jika dibandingkan dengan perlakuan yang lain. Hal
tersebut karena streptomisin merupakan antibakteri sintetik yang mampu menekan
pertumbuhan bakteri. Berdasarkan Volk dan Wheeler (1993) streptomisin
merupakan zat yang bersifat antibakteri dengan cara menghambat sistesis protein
pada bakteri.

Perlakuan ekstrak daun 30% mampu menghasilkan zona hambat sebesar 9.17
mm pada 1 hsi. Zona hambat yang dihasilkan berbeda nyata dengan kontrol
aquades, sehingga diketahui ekstrak daun 30% mampu menghambat pertumbuhan
BDB. Perlakuan ekstrak daun 60% menghasilkan zona hambat sebesar 9.83 mm
pada 1 hsi, zoha hambat tersebut tidak berbeda nyata jika dibandingkan dengan
ekstrak daun 30%. Pada perlakuan ekstrak daun 90% menghasilkan zona hambat
sebesar 11.53 mm pada 1 hsi. Zona hambat tersebut tidak berbeda nyata jika
dibandingkan dengan ekstrak daun 60% namun berbeda nyata jika dibandingkan
dengan ekstrak daun 30%. Dapat diketahui penggunaan ekstrak daun 90% dapat
menekan pertumbuhan BDB lebih baik jika dibandingkan ekstrak daun 30% dan
60%.

Perlakuan ekstrak buah 30% mampu menghasilkan zona hambat sebesar 11.70
mm pada pengamatan 1 hsi. Zona hambat yang terbentuk berbeda nyata terhadap
kontrol aquades sehingga diketahui penggunaan ekstrak buah 30% mampu
menghambat pertumbuhan BDB. Pada perlakuan ekstrak buah 60% menghasilkan
zona hambat sebesar 17.73 mm pada 1 hsi. Zona hambat yang terbentuk berbeda
nyata dengan kontrol aquades maupun perlakuan ekstrak buah 30% sehingga
kemampuan ekstrak buah 60% lebih tinggi dalam menghambat pertumbuhan
BDB. Sedangkan pada perlakuan ekstrak buah 90% mampu menghasilkan zona

hambat sebesar 22.10 mm pada pengamatan 1 hsi. Zona hambat yang dihasilkan
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lebih tinggi jika dibandingkan dengan ekstrak buah 30% dan 60%, sehingga
penggunaan ekstrak buah 90% lebih baik dalam menekan pertumbuhan BDB. Hal
tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan
maka zona hambat yang terbentuk semakin lebar. Sesuai dengan hasil penelitian
Ajizah (2004) bahwa semakin pekat konsentrasi suatu ekstrak maka senyawa
metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya akan semakin banyak sehingga
memberikan pengaruh terhadap diameter zona hambat yang terbentuk.

Pada 1 hsi perlakuan ekstrak daun 90% mampu menghasilkan zona hambat
sebesar 11.53 mm sedangkan perlakuan ekstrak buah 90% mampu menghasilkan
zona hambat sebesar 22.10 mm. Hal tersebut menunjukkan bahwa penggunaan
ekstrak buah mengkudu lebih efektif untuk menekan pertumbuhan BDB jika
dibandingkan ekstrak daun mengkudu. Berdasarkan Rukmana (2002) buah
mengkudu mengandung zat yang berfungsi sebagai antibakteri yaitu senyawa
antrakuinon dan alkaloid. Senyawa lain yang bersifat antibakteri pada buah
mengkudu adalah flavonoid, alizarin dan acubin (Bangun dan Sarwono, 2002).
Sedangkan pada daun mengkudu mengandung alkaloid, antrakuinon dan
flavonoid (Kameswari, 2013). Zat antibakteri ini diduga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen seperti BDB.

Selama tiga hari pengamatan masing-masing perlakuan mampu menghasilkan
zona hambat yang berbeda nyata. Diameter zona hambat paling tinggi pada
pengamatan pada hari pertama dan mengalami penurunan setelah pengamatan
pada hari kedua dan ketiga. Berdasarkan Dani dkk. (2010) lebar zona hambat dari
ekstrak tanaman semakin lama semakin mengalami penurunan, hal ini
menunjukkan efektifitas zat antibakteri yang terkandung juga semakin menurun.

Dari hasil uji sensitivitas antibakteri dapat diketahui bahwa ekstrak buah dan
ekstrak daun mengkudu pada konsentrasi 30%, 60% dan 90% mampu
menghambat pertumbuhan BDB. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang
digunakan mampu menghasilkan zona hambat yang lebih besar. Kemampuan
ekstrak daun dan buah mengkudu semakin mengalami penurunan selama tiga hari
pengamatan. Ekstrak buah mengkudu dengan konsentrasi 90% lebih efektif jika

dibandingkan perlakuan ekstrak yang lainnya. Penggunaan kontrol streptomisin
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paling efektif dalam menekan pertumbuhan BDB jika dibandingkan seluruh

perlakuan. Berikut hasil dokumentasi uji sensitivitas antibakteri (Gambar 19).

US4 uss uSs6

Gambar 19. Perbandingan hasil uji sensitivitas antibakteri (pengamatan hari
pertama).
Keterangan:

US1: ekstrak buah 30%, US2: ekstrak buah 60%, US3: ekstrak buah 90%,
US4: ekstrak daun 30%, US5: ekstrak daun 60%, US6: ekstrak daun 90%, A:
ekstrak daun/buah mengkudu, B: aquades, C: alkohol, D: streptomisin.

4.3 Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

Uji penekanan pertumbuhan BDB pada pisang dilakukan untuk melihat
efektivitas ekstrak daun dan buah mengkudu jika diaplikasikan secara langsung
pada tanaman inang dalam menghambat pertumbuhan BDB. Pengamatan uji
penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dilakukan setelah 3 hsi dengan
mengukur tingkat kerusakan pada plasenta buah serta melihat gejala kerusakan
disekitar plasenta buah. Hasil pengamatan uji penekanan pertumbuhan BDB pada
buah pisang tersaji dalam Tabel 3.
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Tabel 3. Hasil Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

Perlakuan Rerata presentase panjang plasenta buah
yang terserang BDB

Kontrol (BDB) 5091c
Aquades 52.48 ¢
Streptomisin O0a

Alkohol 96% 41.05c¢
Ekstrak daun konsentrasi 30% 51.63 ¢
Ekstrak daun konsentrasi 60% 49.36
Ekstrak daun konsentrasi 90% 48.12 c
Ekstrak buah konsentrasi 30% 43.08 ¢
Ekstrak daun konsentrasi 60% 40.79 c
Ekstrak daun konsentrasi 90% 18.13 b

Keterangan:

Angka disertai huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan tidak
terdapat beda nyata antar perlakuan.

Analisis menggunakan uji Duncan taraf kesalahan 0,05 menunjukkan
pengaruh yang berbeda nyata pada perlakuan streptomisin dan perlakuan
konsentrasi ekstrak buah 90% dibandingkan perlakuan yang lainnya dalam
penghambatan pertumbuhan BDB. Pada kontrol tingkat kerusakan plasenta buah
pisang memiliki presentase yang tinggi yaitu sebesar 50,91%. Gejala yang
ditimbulkan adanya perubahan warna coklat kemerahan mengikuti panjang
plasenta pisang. Berdasarkan Eden-Green dan Sastratmadja (1990) buah pisang
yang dipotong melintang akan mengeluarkan lendir berwarna merah kecoklatan
yang mengandung massa bakteri dan busuk pada bagian tengahnya.

Pada perlakuan pemberian aquades yang disertai inokulasi BDB memiliki
tingkat kerusakan plasenta yang tidak berbeda nyata dengan kontrol, dengan
gejala terjadinya perubahan warna menjadi coklat kemerahan disekitar plasenta
pisang.

Perlakuan streptomisin memiliki tingkat kerusakan plasenta buah yang
berbeda nyata dengan perlakuan kontrol. Pada perlakuan streptomisin gejala yang
muncul yaitu adanya warna coklat pudar pada tepi plasenta buah, sedangkan pada
plasenta buah masih berwarna putih tanpa ada perubahan warna. Hal tersebut
menunjukkan BDB tidak mampu tumbuh dengan baik pada buah pisang yang
diberi perlakuan streptomisin. Berdasarkan Flanagan (2004) streptomisin bersifat
bakterisida untuk organisme yang peka dengan cara penghambatan sintesis

protein.
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Pada perlakuan alkohol tingkat kerusakan plasenta buah tidak berbeda nyata
dengan perlakuan kontrol. Gejala yang muncul adalah pada buah pisang nampak
putih pada bagian tengah namun terjadi perubahan warna merah kecoklatan di tepi
plasenta pisang, sehingga perlakuan alkohol tidak berpengaruh pada penekanan
pertumbuhan BDB.

Perlakuan ekstrak daun mengkudu pada konsentrasi 30%, 60% dan 90%
menghasilkan tingkat kerusakan plasenta pisang yang tidak berbeda nyata dengan
perlakuan kontrol. Dengan demikian perlakuan ekstrak daun dengan tiga
konsentrasi berbeda tidak mampu menghambat pertumbuhan BDB pada buah
pisang. Pada buah pisang yang dibelah terlihat perubahan warna coklat kehijauan
dibagian tengah plasenta pisang, perubahan warna tersebut diduga sebagai
persebaran dari ekstrak daun mengkudu. Selain itu terjadi perubahan warna coklat
kemerahan pada tepi plasenta pisang yang diduga persebaran BDB. Hal tersebut
menunjukkan bahwa ekstrak daun mengkudu tidak berpengaruh terhadap
penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang.

Pada perlakuan ekstrak buah konsentrasi 60% dan 30% tingkat kerusakan
plasenta buah yang dihasilakna tidak berbeda nyata dengan perlakuan kontrol.
Pada buah pisang yang dibelah terdapat perubahan warna coklat muda dibagian
tengah plasenta pisang yang diduga persebaran ekstrak buah mengkudu. Selain itu
terjadi perubahan warna menjadi coklat kemerahan dibagian tepi plasenta pisang
yang merupakan gejala BDB.

Pada perlakuan ekstrak buah dengan konsentrasi 90% tingkat kerusakan yang
dihasilkan berbeda nyata dengan perlakuan kontrol. Tingkat kerusakan yang
dihasilkan relatif kecil yaitu sebesar 18,13%. Gejala yang muncul adalah adanya
warna coklat muda pada sekeliling plasenta buah yang merupakan persebaran
ekstrak dan adanya warna coklat kehitaman tipis dibagian tepi ekstrak yang
diduga BDB. Hal tersebut menunjukkan bahwa ekstrak buah mengkudu dengan
konsentrasi 90% efektif dalam menekan pertumbuhan BDB pada buah pisang,
sedangkan ekstrak buah konsentrasi 30% dan 60% tidak efektif dalam menekan
pertumbuhan BDB. Menurut Pelczar dan Chan (1988), bahwa semakin tinggi
konsentrasi suatu bahan antibakteri maka aktivitas antibakterinya semakin besar

pula. Dengan konsentrasi ekstrak yang semakin tinggi maka kandungan senyawa



54

ataupun zat antibakteri didalamnya juga akan semakin banyak (Efri dan Aeny,
2004).

Ekstrak buah pada konsentrasi 90% mampu menekan pertumbuhan BDB pada
buah pisang, sedangkan ekstrak daun tidak mampu menekan pertumbuhan BDB
pada buah pisang. Kemampuan menghambat buah mengkudu tersebut berkaitan
dengan kandungan antibakteri yang terdapat pada buah mengkudu. Senyawa
antibakteri yang terdapat dalam buah mengkudu diantaranya adalah alkaloid,
antrakuinon, flavonoid (Singh, 2012), acubin dan alizarin (Bangun dan Sarwono,
2002). Pada daun mengkudu mengandung alkaloid, flavonoid, dan antrakuinon
(Kameswari dkk., 2013). Beberapa senyawa yang bersifat antibakteri lebih
terakumulasi pada buah mengkudu daripada daun mengkudu (Singh, 2012).
Dengan demikian pada penelitian ini penggunaan ekstrak buah mengkudu lebih
efektif dibandingkan penggunaan ekstrak daun mengkudu.

Hasil pengujian tersebut diketahui bahwa buah pisang yang sudah dipotong
dari pohonnya dapat digunakan dalam pengujian penekanan pertumbuhan BDB.
Pada uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dapat diketahui
perlakuan ekstrak buah mengkudu konsentrasi 90% efektif dalam menekan
pertumbuhan BDB. Namun tingkat penekanan pertumbuhan BDB paling efektif

yaitu pada perlakuan streptomisin.
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UP1 UP2

UP5 UP6

UP7 UP8

UP9 UP10
Gambar 20. Hasil uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang setelah
tiga hsi. Tanda panah berwarna merah menunjukkan gejala BDB
pada buah pisang.
Keterangan:
UP1: kontrol (BDB), UP2: aquades, UP3: streptomisin, UP4: alkohol 96%,
UP5: konsentrasi 30% ekstrak daun mengkudu, UP6: konsentrasi 60% ekstrak
daun mengkudu, UP7: konsentrasi 90% ekstrak daun mengkudu, UPS:
konsentrasi 30% ekstrak buah mengkudu, UP9: konsentrasi 60% ekstrak buah
mengkudu, UP10: konsentrasi 90% ekstrak buah mengkudu.



V. KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Berdasarkan hasil identifikasi dari serangkaian uji fisiologi dan biokimia
BDB yang diisolasi dari buah pisang yang bergejala busuk coklat
kemerahan termasuk salah satu spesies dalam genus Ralstonia.

2. Hasil uji sensitifitas antibakteri dapat diketahui bahwa ekstrak buah dan
ekstrak daun mengkudu pada konsentrasi 30%, 60% dan 90% mampu
menghambat pertumbuhan BDB. Kemampuan ekstrak daun dan buah
mengkudu semakin mengalami penurunan selama tiga hari pengamatan.
Ekstrak buah mengkudu dengan konsentrasi 90% lebih efektif jika
dibandingkan perlakuan ekstrak yang lainnya.

3. Buah pisang yang sudah dipotong dari pohonnya dapat digunakan dalam
pengujian penekanan pertumbuhan BDB.

4. Dari uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dapat diketahui
perlakuan ekstrak buah mengkudu konsentrasi 90% efektif dalam menekan
pertumbuhan BDB.

5.2 Saran

Untuk penelitian selanjutnya perlu dilakukan pengujian bahan aktif yang

terdapat pada ekstrak mengkudu untuk mengetahui secara pasti bahan manakah

yang menghambat pertumbuhan BDB.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel Analisisn Ragam Uji Sensitivitas Antibakteri dan Tabel
Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

Tabel Lampiran 1. Analisis Ragam Uji Sensitivitas Antibakteri pada Hari
Pertama Setelah Inokulasi

SK Db JK KT F hit FTab5% FTab1%
Perlakuan 8 1972.87 246.61 14.62** 2.51 3.71
Galat 18 303.57 16.87
Total 26 2276.45

Tabel Lampiran 2. Analisis Ragam Uji Sensitivitas Antibakteri pada Hari Kedua
Setelah Inokulasi

SK Db JK KT Fhit FTab5% FTab1%
Perlakuan 8 1417.17 177.15  14.10** 2.51 3.71
Galat 18 226.10 12.56
Total 26 1643.27

Tabel Lampiran 3. Analisis Ragam Uji Sensitivitas Antibakteri pada Hari Ketiga
Setelah Inokulasi

SK Db JK KT Fhit FTab5% FTab1%
Perlakuan 8 1273.25 159.16  14.53** 2.51 3.71
Galat 18 197.16 10.95
Total 26 1470.41

Tabel Lampiran 4. Analisis Ragam Diameter Kerusakan Plasenta Buah pada Hari
Ketiga Setelah Inokulasi

SK db K KT Fhit FTab5% FTab1%
Perlakuan 9 795276 88364 13.44** 24 3.45
Galat 20 131478  65.74

Total 29 9267.56
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Lampiran 2. Gambar Hasil Uji Sensitivitas Antibakteri

Perlakuan Pengamatan

Hari Pertama Setelah  Hari Kedua Setelah Hari Ketiga Setelah
Inokulasi Inokulasi Inokulasi
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Gambar Lampiran 1. HaS|I pengamatan uji sensitivitas antibakteri harl pertama
hingga ketiga setelah inokulasi BDB.

Keterangan:

US1: ekstrak buah 30%, US2: ekstrak buah 60%, US3: ekstrak buah 90%, US4:
ekstrak daun 30%, US5: ekstrak daun 60%, USG6: ekstrak daun 90%, A: ekstrak
daun/buah mengkudu, B: aquades, C: alkohol, D: streptomisin.



