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RINGKASAN

AGUNG WICAKSONO. 115040200111083. Uji Efektivitas Ekstrak Kulit
Buah Kakao (Theobroma cacao L.) Sebagai Antibakteri Terhadap Blood
Disease Bacterium Pada Buah Pisang (Musa acuminata balbisiana Colla.)
Dibawah bimbingan Lugman Qurata Aini, SP., MSi.,, Ph.D sebagai
pembimbing utama dan Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS sebagai
pembimbing Pendamping.

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 belum maksimal. Pemanfaatan ekstrak
kulit buah kakao yang mengandung senyawa antibakteri menjadi alternatif
pengendalian BDB yang lebih ramah lingkungan

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bakteriologi Jurusan Hama dan
Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya bulan Oktober
2014 sampai Febuari 2015. Pelaksanaan penelitian meliputi uji virulensi,
pembuatan ekstrak kulit buah kakao, uji sensitivitas antibakteri, dan uji penekanan
pertumbuhan BDB pada buah pisang. 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 kakao 15%), US2 (Ekstrak kakao
30%), US3 (Ekstrak kakao 45%), US4 (Ekstrak kakao 60%), US5 (Ekstrak kakao
75%) dan US6 (Ekstrak kakao 90%). Perlakuan diulang sebanyak 4 kali. Kontrol
terdiri dari K1 (DMSO), K2 (Etanol 80%) dan K3 (Streptomisin). Uji penekanan
pertumbuhan BDB pada buah pisang menggunakan RAL dengan 10 macam
perlakuan yaitu UP1 (Kontrol BDB), UP2 (DMSO dan BDB), UP3 (Streptomisin
dan BDB), UP4 (Alkohol dan BDB), UP5 (Ekstrak kakao 15% dan BDB), UP6
(Ekstrak kakao 30% dan BDB), UP7 (Ekstrak kakao 45% dan BDB), UP8
(Ekstrak kakao 60% dan BDB), UP9 (Ekstrak kakao 75% dan BDB) dan UP10
(Ekstrak kakao 90% dan BDB). Perlakuan diulang sebanyak 3 kali.

Hasil uji sensitivitas antibakteri dapat disimpulkan bahwa ekstrak kakao
pada konsentrasi 30%, 45% 60%, 75% dan 90% mampu menghambat
pertumbuhan BDB. Perlakuan kontrol streptomisin memberikan pengaruh yang
nyata terhadap uji penekanan bakteri, Namun perlakuan kontrol streptomisin tidak
berbeda jauh dengan perlakuan ekstrak kakao 90%. Dari uji penekanan
pertumbuhan BDB pada buah pisang dapat disimpulkan bahwa perlakuan ekstrak
kulit buah kakao konsentrasi 90% lebih efektif dalam menekan pertumbuhan BDB
dibandingkan dengan perlakuan ekstrak yang lainnya.



AGUNG WICAKSONO, 115040200111083. Antibacterial Effectiveness of
Fruit Peel Extract from Cacao (Theobroma cacao L.) to Blood Disease
Bacterium on Banana (Musa acuminate balbisiana C.) Supervised by Lugman
Qurata Aini, SP.,M.Si.,Ph.D and 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 cacao fruit peel extract 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 Bacteriology Department of
pests and Plant disease Faculty of Agriculture, Brawijaya University from October
2014 until February 2015. Implementation of these research included the
virulence assay, making fruit peel cocoa extracts, antibacterial sensitivity assay,
and assay for suppression of BDB on banana fruit. Antibacterial sensitivity assay
was carried out by agar diffusion assay. Antibacterial sensitivity assay were
conducted using complete randomized design with six treatment as follows: US1
(15% of cocoa Extract), US2 (30% of cocoa Extract), US3 (45% of cocoa
Extract), US4 (60% of cocoa Extract), US5 (75% of cocoa Extract), and US6
(90% of cocoa Extract). Each treatment was repeated four times. The control
included of K1 (DMSO), K2 (ethanol 80%) and K3 (Streptomycin). Suppression
of BDB growth assay was conducted using complete randomized design with ten
treatments as follows: UP1 (BDB or control), UP2 (DMSO and BDB), UP3
(Streptomycin and BDB), UP4 (alcohol and BDB), UP5 (15% of cocoa Extract
and BDB), UP6 (30% of cocoa Extracts and BDB), UP7 (45% of cocoa Extract
and BDB), UP8 (60% of cocoa Extract and BDB), UP9 (75% of cocoa Extract
and BDB) and UP10 (90% of cocoa Extract and BDB). Each treatment was
repeated three times. Observations were done on four day after inoculation.

The results of the Antibacterial sensitivity assay it can be concluded of cocoa
extracts at a concentration of 30%, 45% to 60%, 75% and 90% are able to inhibit
the growth of the BDB. Streptomycin controls give the treatment effect the real
assay of the emphasis of bacteria, but not control streptomycin treatment In
contrast to the treatment of cocoa extract 90%. Assay for suppression the growth
of BDB on bananas can be concluded that treatment extracts speel fruit
concentration of cocoa 90% more effective in suppressing the growth of BDB
compared with the treatment of other extracts.
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1. PENDAHULUAN
1.1.Latar Belakang

Pisang merupakan komoditas buah paling dominan yang banyak ditanam
oleh petani di Indonesia. Sebagai negara tropika dengan areal yang cukup luas di
dunia, peran Indonesia dalam produksi buah tropika khususnya buah pisang cukup
besar. Produksi pisang nasional menempati urutan kelima setelah India, Ekuador,
Brazil, dan Cina (Rustam, 2007). Produksi pisang di Indonesia pada tahun 2012
mencapai 6.189.052 ton dan terjadi penurunan yang drastis pada tahun 2013
menjadi 5.359.126 ton (BPS, 2014). Hal ini diakibatkan adanya serangan penyakit
Fusarium dan Blood Disease Bacterium pada buah pisang yang mengakibatkan

beberapa perkebunan swasta menghentikan proses produksinya (Deptan, 2014).

Berdasarkan penelitian Rustam (2007) penyakit layu bakteri merupakan
penyebab kerusakan utama pada tanaman pisang, yang dikenal dengan sebutan
penyakit darah atau Blood Disease Bacterium (BDB). Penyakit ini menyerang
seluruh daerah sentra produksi pisang di Indonesia. Hermanto (2001)
mengemukakan bahwa penyakit BDB yang disebabkan oleh Ralstonia
solanacearum Phylotipe IV merupakan penyebab utama turunnya produksi buah
pisang di Indonesia. Hal tersebut dibuktikan dalam penelitian Asrul (2008) bahwa
penyakit BDB menempati urutan pertama dalam daftar prioritas penyakit tanaman
pisang. Bakteri ini menyebabkan kehilangan hasil produksi mencapai 20-100%
(Sulyo. 1992).

Berdasarkan penelitian Rustam (2007) mekanisme dari penularan BDB
umumnya melalui serangga polinator pada bunga pisang. Bakteri yang terbawa
kemudian melakukan penetrasi pada nektartoda atau luka pada bunga pisang yang
tidak menjadi buah. BDB dapat pula menginfeksi melalui perakaran. Bakteri
masuk kedalam jaringan akar tanaman melalui lubang alami maupun luka akibat

tusukan stilet nematoda.



2

Gejala penyakit darah pada tanaman pisang biasanya ditunjukkan oleh
pelepah daun yang mulai melemah kemudian patah pada bagian pangkalnya
sehingga daun terlihat patah menggantung. Warna daun menjadi kuning kemudian
nekrosis dan kering. Kulit buah sering tampak tidak normal, terkadang ada yang
tampak kuning terlalu awal dan menghitam. Jika buah dipotong, bagian dalam
buah kelihatan berwarna merah kecoklatan atau menjadi busuk berlendir
(Sastraatmadja, 1990).

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

yang menarik untuk dikembangkan kedepannya.

Kakao merupakan salah satu jenis tanaman yang kaya akan senyawa
bioaktif, terutama polifenol dan alkaloid yang mempunyai khasiat sebagai
antioksidan dan antimikroba. Kulit buah kakao diketahui mengandung senyawa
aktif alkaloid yaitu theobromin 3,7-dimethylxantine. Kulit buah kakao
mengandung senyawa aktif flavonoid atau tanin yang terkondensasi, seperti
antosianidin, katekin, dan leukoantosianidin yang banyak terikat dengan glukosa.
Senyawa bioaktif tersebut diketahui memiliki sifat antibakteri (Matsumoto et al.,
2004). Keberadaan senyawa tersebut di dalam kulit buah kakao diduga menjadi
salah satu penyebab tidak ditemukannya penyakit pada tanaman kakao yang
disebabkan oleh bakteri (Adamafio, 2004).

Kulit kakao yang berpotensi sebagai antibakteri diharapkan dapat menjadi
suatu kajian penelitian yang menarik jika diuji pada patogen tanaman, khususnya
BDB dalam bentuk ekstraksi dari kulit buah kakao.



1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah ekstrak kulit buah kakao mampu menghambat pertumbuhan
BDB?
2. Bagaimana mekanisme senyawa kakao dalam menghambat pertumbuhan
BDB?
1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak kulit buah

kakao dalam menghambat pertumbuhan BDB.
1.4 Hipotesa

Ekstraksi dari kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) mampu menekan

pertumbuhan BDB pada buah pisang.
1.5 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan menjadi sumber informasi sifat antibakteri
yang terdapat pada kulit buah kakao untuk menekan pertumbuhan BDB pada

buang pisang, serta mengoptimalkan limbah kulit buah kakao.



I1. TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tanaman Pisang (Musa acuminata balbisiana Colla)

Pisang merupakan tanaman buah berupa herba yang berasal dari kawasan
Asia Tenggara. Tanaman ini kemudian menyebar ke Afrika (Madagaskar),
Amerika Selatan dan Tengah. Di Jawa Barat, pisang disebut dengan cau, di Jawa

Tengah dan Jawa Timur dinamakan gedang (Rukmana, 1999).

Tjitrosoepomo (2000) mengemukakan bahwa pisang termasuk dalam
kerajaan Plantae, divisi Spermatophyta, kelas Monocotyledonae, famili Musaceae,
genus Musa, dan spesies Musa acuminata balbisiana Colla. Tanaman pisang
termasuk dalam golongan monokotil tahunan berbentuk pohon yang tersusun atas
batang semu. Batang semu ini merupakan tumpukan pelepah daun yang tersusun
secara rapat teratur. Percabangan tanaman bertipe simpodial dengan meristem
ujung memanjang dan membentuk bunga lalu buah. Bagian bawah batang pisang
menggembung berupa umbi yang disebut bonggol. Pucuk lateral muncul dari
kuncup pada bonggol yang selanjutnya tumbuh menjadi tanaman pisang. Buah

pisang umumnya tidak berbiji (Cahyono, 2002).

Pisang mempunyai batang semu yang tersusun atas tumpukan pelepah daun
yang tumbuh dari batang bawah tanah sehingga mencapai ketebalan 20-50 cm.
Daun yang paling muda terbentuk dibagian tengah tanaman, keluarnya
menggulung dan terus tumbuh memanjang, kemudian secara progresif membuka.
Helaian daun bentuknya lanset memanjang, mudah koyak, panjang 1,5-3 m, lebar
30-70 cm, permukaan bawah berlilin, tulang tengah penopang jelas disertai tulang

daun yang nyata, tersusun sejajar, dan warnanya hijau (Tjitrosoepomo, 2000).

Pisang mempunyai bunga majemuk, yang setiap kuncup bunga dibungkus
oleh seludang berwarna merah kecoklatan. Seludang akan lepas dan jatuh ke tanah
jika bunga telah membuka. Bunga betina akan berkembang secara normal,
sedangkan bunga jantan yang berada di ujung tandan tidak berkembang dan tetap

tertutup oleh seludang yang disebut sebagai jantung pisang (Cahyono, 2002).
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Tiap kelompok bunga disebut sisir, yang tersusun dalam tandan. Jumlah
sisir betina antara 5-15 buah. Buah pisang tersusun dalam tandan. Tiap tandan
terdiri atas beberapa sisir, dan tiap sisir terdiri dari 6-22 buah pisang atau
tergantung pada varietasnya. Proses pembuahan tanpa menghasilkan biji disebut

partenokarpi (Rukmana, 1999).

Ukuran buah pisang bervariasi, panjangnya berkisar antara 10-18 cm dengan
diameter sekitar 2,5-4,5 cm. Buah berlingir 3-5 alur, bengkok dengan ujung
meruncing atau membentuk leher botol. Daging buah (mesokarpa) tebal dan
lunak. Kulit buah (epikarpa) yang masih muda berwarna hijau, namun setelah tua
berubah menjadi kuning dan strukturnya tebal sampai tipis. Buah pisang termasuk
buah buni, bulat memanjang, membengkok, tersusun seperti sisir dua baris,
dengan kulit berwarna hijau, kuning, atau coklat. Tiap kelompok buah atau sisir
terdiri dari beberapa buah pisang. Bijinya kecil, bulat, dan warna hitam. Buahnya
dapat dipanen setelah 80-90 hari sejak keluarnya jantung pisang (Cahyono, 2002).

2.2 Ekologi Tanaman Pisang

Tanaman pisang akan tumbuh optimal jika persyaratan dan kebutuhan
hidupnya terpenuhi dengan baik. Persyaratan kebutuhan hidup tanaman pisang
meliputi keadaan tanah, keadaan iklim dan keadaan lingkungan.

Keadaan Tanah. Tanah sangat berperan penting bagi tumbuhan yaitu
sebagai media tumbuh tanaman darat. Tanah menyediakan berbagai macam
mineral yang digunakan oleh tumbuhan untuk tumbuh. Namun tanah juga dapat
menjadi salah satu faktor pembatas bagi tanaman. Adanya bermacam kondisi fisik
maupun Kimiawi tanah yang berbeda-beda dimana setiap tumbuhan memiliki

persyaratan tumbuh yang berbeda-beda pula.

Tanah yang cocok untuk pertumbuhan pisang ialah tanah dengan solum
(kedalaman tanah) dalam, tidak berbatu (bercadas), cukup mengandung air namun
tidak menggenang, tanah gembur, dan banyak mengandung kadar humus.
Sedangkan jenis tanah yang cocok ialah jenis tanah liat berkapur atau alluvial.
Pada tanah yang kritis, tanaman pisang masih dapat tumbuh dan hidup tetapi

hasilnya kurang baik. Namun, dengan reklamasi dan pengolahan tanah yang baik
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serta pemberian pupuk dan penghijauan tanaman pisang dapat berproduksi lebih
baik (Cahyono, 2002).

Pada tanah liat yang berat, tanaman pisang masih dapat tumbuh dan
memberikan hasil yang tinggi apabila tanah tersebut diolah dengan baik dan
pengairannya baik pula. Tanah liat yang berat sulit merembeskan air dan mudah
memadat sehingga mudah terjadi genangan air, terutama pada musim penghujan.
Oleh karena itu, pengairan pada tanah liat berat harus baik. Air yang menggenang

dapat menyebabkan akar pisang membusuk dan mudah terserang penyakit.

Keasaman (pH) tanah yang sesuai dengan pertumbuhan tanaman pisang,
yaitu sekitar 4,5-7,5. Tanaman pisang akan mengalami hambatan pertumbuhan
apabila pH dibawah 4,5 atau diatas 7,5. Nilai pH optimum untuk pertumbuhan
tanaman pisang ialah 5-7 (Cahyono, 2002).

Tanaman pisang dapat ditanam dan tumbuh dengan baik pada berbagai
macam keadaan topografi tanah, baik pada tanah datar maupun tanah miring.
Namun yang ideal ialah pada tanah datar pada ketinggian kurang dari 2000 meter
di atas permukaan laut. Tanaman pisang akan tumbuh dengan baik pada

ketinggian sampai 800 meter di atas permukaan laut (Cahyono, 2002).

Tanaman pisang sebenarnya tergolong jenis tanaman dataran rendah.
Namun tanaman pisang masih dapat hidup dan berproduksi di daerah-daerah
pegunungan yang mempunyai ketinggian kurang dari 1000 meter di atas
permukaan laut. Tanaman pisang yang ditanam di pegunungan dengan ketinggian
di atas 1000 meter di atas permukaan laut, maka produksinya kurang memuaskan
dan umur panennya menjadi lebih lama jika dibandingkan dengan pisang yang

ditanam pada ketinggian kurang dari 1000 meter dpl (Cahyono, 2002).

Keadaan Iklim. Rata-rata curah hujan yang cocok untuk tanaman pisang
ialah berkisar antara 1.520-3.800 mm per tahun. Namun demikian, tanaman
pisang masih toleran di daerah yang curah hujannya lebih rendah. Pisang yang
ditanam di daerah tadah hujan memerlukan curah hujan rata-rata 2.000-2.500 mm
per tahun. Tinggi rendahnya curah hujan ini sangat berpengaruh terhadap

pertumbuhan dan perkembangan tanaman untuk berproduksi, karena curah hujan
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mempunyai pengaruh terhadap ketersediaan air tanah yang sangat diperlukan oleh
tanaman. Pada daerah yang beriklim basah sering terjadi stagnasi (genangan air).

Genangan air ini dapat mengganggu pertumbuhan tanaman, sebab tanaman
mudah terserang penyakit. Oleh karena itu, penanaman pisang di daerah yang
beriklim basah harus memilki kedalaman muka air tanah 50-200 cm di bawah
tanah. Sedangkan pisang yang ditanam di daerah kering masih dapat tumbuh
subur apabila kedalaman air tanahnya kurang dari 150 cm di bawah tanah. Tinggi
rendahnya kedalaman air tanah ini mempunyai pengaruh terhadap tanaman dalam

hal mendapatkan air, terutama dalam musim kemarau (Cahyono, 2002).

Faktor iklim yang berpengaruh terhadap pertumbuhan tanaman ialah suhu
udara. Suhu merupakan derajat panas atau dingin yang diukur berdasarkan skala
tertentu dengan menggunakan termometer. Pengaruh suhu terhadap tumbuhan
sangat besar sehingga pertumbuhannya sangat bergantung padanya. Tanaman
memerlukan suhu tertentu agar dapat tumbuh dengan baik. Untuk tanaman
diperlukan suhu antara 15°C sampai 40°C, jka suhu berada di bawah 15°C atau di

atas 40°C maka pertumbuhan tanaman akan menurun secara drastis (Basri, 1992).

Rata-rata suhu yang cocok untuk pertumbuhan pisang ialah berkisar 16°C
dengan suhu udara optimal rata-rata 27°C. Di bawah suhu 16 — 38°C tanaman
pisang akan tumbuh kerdil dan tangkai bunga akan muncul terlambat. Tanaman
pisang yang ditanam pada suhu di bawah 8°C dalam waktu yang panjang akan
menimbulkan kerusakan tanaman secara total. Sedangkan kelembapan nisbi udara
yang cocok untuk tanaman pisang ialah 60%. Pada proses fotosintesis, tanaman
pisang membutuhkan sinar matahari penuh secara langsung sepanjang hari. Di
daerah yang memilki curah hujan tinggi, lebih dari 3.000 mm per tahun, hanya
menerima penyinaran matahari kurang dari 69%. Sedangkan di daerah yang
mempunyai curah hujan kurang dari 2.000 mm per tahun menerima penyinaran
matahari rata-rata sekitar 60%-75%. Tinggi rendahnya intensitas sinar matahari
yang diterima berpengaruh terhadap mutu buah pisang yang dihasilkan,

khususnya dalam hal jumlah kandungan gula dan vitamin C (Cahyono, 2002).
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Keadaan angin juga berpengaruh terhadap pisang. Angin yang kencang
dengan kecepatan lebih dari 4 m/detik dapat menyebabkan tanaman pisang roboh.
Selain itu, angin yang kencang dapat menyebabkan penguapan air tanah, sehingga
tanah menjadi cepat kering dan keras. Akibatnya ialah imbangan antara udara dan
air dalam tanah tidak seimbang dan tidak mencukupi. Keadaan tanah yang kering
dan padat menyebabkan aktivitas jasad kering di dalam tanah tidak dapat
membantu proses pelepasan unsur hara di dalam tanah. Akibatnya ialah
pertumbuhan akar terhambat karena tanaman tidak dapat menyerap unsur hara

sehingga tamanan tidak tumbuh normal (wind break) (Cahyono, 2002).

Ketinggian Tempat. Tanaman pisang toleran akan ketinggian dan
kekeringan. Tanaman pisang dapat tumbuh di dataran rendah sampai pegunungan
setinggi 1000 m dpl. Produktivitas pisang yang optimum akan dihasilkan pada
pisang yang ditanam pada ketinggian kurang dari 500 m dpl. Tanaman pisang
umumnya tumbuh dan berproduksi secara optimal di daerah yang memiliki
ketinggian antara 400 m- 600 m dpl. Di dataran tinggi umur tanaman berubah

menjadi lama dan kulitnya tebal (Cahyono, 2002).

Ketinggian tempat mempengaruhi jenis organisme yang hidup, karena
ketinggian yang berbeda akan menyebabkan kondisi fisik dan kimia yang berbeda.
Semakin tinggi suatu daerah semakin dingin suhu di daerah tersebut. Demikian
juga sebaliknya bila lebih rendah berarti suhu udara di daerah tersebut lebih panas.
Semakin tinggi suatu tempat, maka suhu dan intensitas cahaya di tempat tersebut
juga akan semakin berkurang. Kondisi lain pada daerah yang memiliki elevasi
tinggi ialah jumlah konsentrasi CO, yang relatif lebih kecil bila dibandingkan
pada daerah yang lebih rendah. Padahal CO; diperlukan dalam proses fotosintesis
untuk diubah menjadi karbohidrat, sehingga tumbuhan yang tumbuh pada dataran
tinggi cenderung memiliki jumlah klorofil yang lebih banyak dari pada tumbuhan
yang hidup di dataran rendah, agar dapat menangkap CO, lebih banyak.
Sedangkan tumbuhan daerah dataran rendah, dengan kondisi iklimnya umumnya

temperatur tingi (Gold sworthy, 1992).



2.3 Penyakit Darah (Blood Disease Bacterium)

Penyakit darah merupakan penyakit pada tanaman pisang yang disebabkan
oleh bakteri. Penyakit ini pertama kali ditemukan di Pulau Selayar, Sulawesi
tahun 1910. Pada tahun 1923 patogen penyebab penyakit darah pada tanaman
pisang diberi nama Psedomonas celebensis (Semangun, 1989). Taksonomi yang
tepat untuk menyatakan nama bakteri penyebab darah pada tanaman pisang
sampai saat ini belum ada, sehingga penyebutan nama bakteri ini hanya digunakan
nama umum saja Yyaitu penyakit darah, dalam bahasa inggris disebut Blood

Disease Bacterium yang disingkat menjadi BDB (Cahyaniati, 2000).

Dinamakan penyakit darah karena bila batang pisang yang terserang
dipotong pada permukaan bidang potongan keluar lendir bakteri yang bewarna
kemerahan menyerupai darah. Berdasarkan penelitian Baharuddin (1994) pada
jaringan pembuluh, terlihat bercak kemerahan yang merupakan gejala khas
penyakit ini.

Gambar 1. Gejala yang disebabkan oleh BDB terdiri dari a). pada buah pisang b).
pada tanaman pisang c). pada bonggol pisang d). pada kulit buah pisang.
(Baharuddin, 1994).
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Penyakit darah ini menjadi kendala utama pada produksi pisang di beberapa
daerah, antara lain Lampung, Jawa Timur, Jawa Barat, Lombok, Sumatera
Selatan, dan Sulawesi Selatan. Kerusakan tanaman pisang yang disebabkan oleh
penyakit tersebut berkisar antara 27-80%. Sedangkan kerugian yang di akibatkan
oleh penyakit ini cukup tinggi yaitu berkisar antara 20-90%, bahkan dapat
mencapai 100% pada serangan berat (Asrul, 2008).

BDB dapat menyebabkan produksi buah pisang menurun secara signifikan.
Pengamatan di lapangan menunjukan bahwa BDB selalu menyerang pisang
plantain seperti pisang kepok, pisang raja dan pisang nangka (Dikin, 1995).
Penyebaran penyakit ini dibantu vektor yang menjadi pengunjung bunga jantan
dan jantung pisang. Eden Green (1994) mengemukakan bahwa pada tanaman
yang sudah berbuah, ibu tulang daun dan tangkai menjadi lemah dan patah. Daun

muda menjadi kuning terang, kemudian nekrotik dan mengering.

Gejala penyakit darah dapat diketahui dengan memotong batang atau
bonggol tanaman pisang. Gejala yang paling khas ialah terjadi pembusukan
daging buah sehingga terjadi perubahan warna kuning sampai coklat kemerahan.
Pada umumnya permukaan kulit buah pisang yang terinfeksi tidak
memperlihatkan gejala dan ukuran buah normal (Cahyaniati, 2000).

Ada 3 jenis penyakit layu yang umumnya menyerang tanaman pisang, yaitu
penyakit moko, bugtok dan BDB. Penyakit moko pertama kali ditemukan pada
tahun 1890-an dan berstatus endemik di wilayah Amerika Selatan dan dibagian
selatan Filipina. Penyakit Bugtok ditemukan pertama kali di Filipina pada
pertengahan tahun 1960, sedangkan BDB hingga saat ini hanya ditemukan di
wilayah Indonesia. Ketiga patogen ini mempunyai perbedaan karakteristik pada

tingkat morfologi, kisaran inang, dan aras molekulernya (Cahyaniati, 2000).

Tabel 1. Perbedan inang dan temuan awal penyakit Moko, Bugtok dan BDB

Moko Bugtok BDB
Nama Patogen R. solanacearum R. solanacearum BDB
ras 2 ras 2
Inang Utama Heliconia sp. Heliconia sp. Pisang
Inang alternatif Pisang Pisang

Negara asal Amerika selatan (1980) Filipina (1960)  Indonesia (1920)

Sumber: (Asrul, 2008).
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Gejala penyakit ini pada tanaman pisang yang masih muda ialah layu total
dan tidak didahului oleh penguningan daun. Pada tanaman yang lebih tua, daun
daun menguning dimulai dari daun yang muda, kemudian daun tersebut terkulai.
Biasanya pada nomor 3 atau 4 dari daun termuda, yang berubah menjadi kuning,
yang pada akhirnya akan menjadi kering dan mati. Pada buah pisang yang
terserang, bagian yang seharusnya berisi daging buah menjadi berisi cairan kental

yang berwarna merah kecoklatan (Supeno, 2003).

Patogen BDB dapat bertahan selama bertahun-tahun di dalam tanah,
meskipun tidak terdapat di tanaman pisang. BDB dapat menular dari tanaman
sakit ke tanaman sehat melalui bibit, bonggol atau anakan yang sakit, peralatan
kebun (parang, cangkul, dll), kontak melalui tanah (Nurhadi et al., 1994) atau
melalui air irigasi dan dapat disebarkan oleh vektor (Drosophilidae, Piophilidae,
Fergunidae dan Tanyderdae) melalui bunga pisang. Ciri-ciri yang dapat dilihat
pada patogen BDB ini ialah koloni berbentuk bulat atau lonjong (berukuran 2
sampai 5 mm) setelah 4 hari pada suhu 28°C, tidak fluidal, pinggir koloni jelas
dan bening, dengan bagian tengah sedikit keruh bisa dilihat pada gambar 5
koloninya yang bulat atau lonjong (Supeno, 2003).

Kemampuan dalam hal mengoksidasi atau menggunakan sumber karbon,
terutama glukosa, sukrosa, galaktosa, gliserol, mannosa dan ribosa, menunjukkan
terdapat perbedaan di antara isolat Rastonia solanacearum dengan Blood Disease
Bacterium (Supriadi, 1995).

Bedasarkan penelitian Asrul (2008) pada medium TZC (Tetrazolium
chloride) yang diinkubasikan pada temperatur 28°C selama 4 hari, koloni bakteri
berukuran 2-5 mm, tidak beraturan, cembung dan fluidal, dengan atau tanpa pusat
formasi merah muda. Ciri lainnya ialah koloni cenderung lengket pada permukaan
media sehingga agak sulit diambil dengan menggunakan jarum ose. Sifat ini tidak
dijumpai pada jenis bakteri Rastonia solanacearum dan Pseudomonas syzyqgii.
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2.4 Tanaman Kakao (Theobroma cacao Linn.)

Tanaman kakao merupakan keturunan dari genus Theobroma, salah satu
kelompok kecil tanaman yang berasal dari hulu Sungai Amazon dan daerah
tropika lain di Amerika Tengah serta Amerika Selatan. Terdapat lebih dari 20
species dalam genus ini, tetapi hanya Theobroma Cacao yang dibudidayakan dan
memberikan nilai ekonomis (Adamafio, 2004). Varietas jenis kakao dibagi
menjadi dua tipe besar, yaitu:

a. Criollo

Criollo termasuk kakao yang bermutu tinggi atau kakao mulia. Negara-negara
penghasil kakao ini adalah Venezuela, Ekuador, Trinidad, Grenada, Srilangka,
Indonesia, Samoa, Jamaica, Suriname (Sunanto, 1992).
b. Forastero

Forastero umumnya termasuk kakao bermutu rendah disebut kakao curah atau
bulk cacao. Jenis kakao ini berasal dari Brazil, Afrika Barat dan Ekuador. Jenis
Forastero dikenal sebagai penghasil biji kakao lindak. Kakao lindak merupakan
kakao kualitas kedua dan digunakan sebagai bahan komplementer dalam
mengolah kakao mulia. kakao lindak mendominasi seluruh perkebunan kakao di
Indonesia (Sunanto, 1992).

Di daerah tempat asalnya (Amerika Selatan), tanaman kakao tumbuh subur
di hutan-hutan dataran rendah dan hidup dibawah naungan pohon-pohon yang
tinggi. Kesuburan tanah, kelembaban udara, suhu dan curah hujan berpengaruh

besar terhadap pertumbuhan tanaman kakao.

=, "

Gambar 2. Tanaman Kakao Varietas Criollo (Dokumentasi Pribadi, 2014).
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2.5 Kandungan Senyawa Kulit Buah Kakao (Theobroma cacao Linn.)

Kakao merupakan salah satu jenis tanaman yang kaya senyawa bioaktif,
terutama polifenol, yang berkhasiat sebagai antioksidan dan antimikroba. Kulit
buah kakao diketahui mengandung senyawa aktif alkaloid yaitu theobromin 3,7—
dimethylxantine (Adamafio, 2004).

Kulit buah kakao mengandung senyawa aktif flavonoid yang terkondensasi,
seperti antosianidin, katekin, dan leukoantosianidin yang banyak terikat dengan
glukosa. Senyawa bioaktif tersebut diketahui memiliki sifat antibakteri
(Matsumoto et al., 2004). Berdasarkan hasil penelitian Elwers (2009) mengenai
senyawa bioaktif dan antioksidan pada kakao, dapat disajikan dalam table berikut:

Tabel 2. Senyawa Bioaktif dan Antioksin pada Buah Kakao

Komponen Persentase Bioaktif Kakao

Polifenol 2,56-4,06 mg Gallic acid/g DM

Pektin terlarut 13,32-25,22 mg Galacturonic acid/g DM
Antioksidan 0,023-0,035 mmol Fremy's salt/g DM

(Matsumoto et al., 2004).

Berdasarkan penelitian Osawal (2001) komponen utama pada kulit buah

kakao yaitu epikatekin (2753 ppm) dan asam p-hydroxybenozat (2252 ppm). Dari

penelitian yang dilakukan uji lebih lanjutan oleh Elwers (2009). ditemukan pula

beberapa senyawa minor yang diketahui sebagai antosianin dan proanthocianidin
yang memiliki sifat antioksidan kuat.

a. Polifenol

Polifenol (PPs) ialah metabolit tanaman yang mengandung beberapa
golongan fenol (seperti cincin aromatik hidroksil) yang berasal dari 1-Fenilalanin.
Polifenol yang memiliki nilai penting ialah asam-asam fenolat, yang didalamnya
mengandung struktur polimer seperti tanin terhidrolisis, lignan, stilbena dan
flavonoid. Flavonoid memiliki beberapa jenis, yaitu flavonol, flavon, isoflavon,

antosianidin dan flavanol (Alemawor, 2009).
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Polifenol memegang peranan yang penting pada tumbuhan, yakni memberi
pigmen warna pada bunga, buah, biji, menarik serangga polinator, penyebar biji,
meningkatkan kesuburan tanaman, perkecambahan serbuk sari, dan pertahanan
tanaman. Fungsi pertahanan tanaman yang dimaksud yaitu melindungi tumbuhan

dari aktivitas mikroorganisme patogenik. (Alemawor F, 2009).

Polifenol yang juga dikenal dengan nama soluble tanin, merupakan
metabolit sekunder yang terdapat dalam daun, biji dan buah dari tumbuhan tingkat
tinggi. Keberadaannya dalam bidang pangan menjadi penting setelah dijadikan
bagian diet manusia dan menyumbang terhadap citarasa makanan (Harsini, 2010).
Polifenol dalam produk cokelat bertanggung jawab atas pembentukan rasa sepat
melalui mekanisme pengendapan protein yang kaya prolin dalam air ludah dan
menyumbang rasa pahit khas cokelat bersama alkaloid, beberapa amino, peptida

dan pirazin (Misnawi, 2003).

Polifenol dalam kulit buah kakao disimpan dalam bentuk sel-sel pigmen.
Tiga golongan polifenol yang dapat ditemukan ialah Catechin atau flavan-3-ols
(sekitar 37%), Antosianin (sekitar 4%), dan Proantosianin (sekitar 58%). Selain
itu, terdapat pula epigallocatechin gallate (EGCG), procyanidin B1, procyanidin
B2, procyanidin B3, procyanidin B4, procyanidin B5, procyanidin C1,
procyanidin F, quercetin, asam ferulat, asam syringat, luteonin, asam klorogenat,

asam kumarat, asam kafeat, asam vanilik, dan clovamide (Sartini, 2007).

Berbagai penelitian menyebutkan bahwa aktivitas antibakteri yang utama
bisa diperboleh dari komponen seperti flavonoid, isoflavon, flavon, antosianin,
dan katekin, disamping itu terdapat vitamin C,E, dan beta karoten. Kulit buah
kakao sebagai bahan yang kaya akan flavonoid yang erat kaitannya sebagai zat

yang mempunyai kapasitas antioksidan dan antibakteri (Sudirja, 2007).

Berdasarkan penelitian Lee dan Kim (2003) mengidentifikasikan senyawa
utama flavonoid dalam biji kakao yaitu antosianin, leukosianidin dan epikatekin.
Penelitian secara in vitro dan in vivo menunjukkan bahwa polifenol biji kakao
memiliki antibakteri yang mampu menekan hidrogen peroksida dan alunn

superoksida, melindungi lemak dari kerusakan oksidasi, bertindak sebagai
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antimikrobia, antikarsinogenik, antimutagenik, menghambat pertumbuhan tumor
dan kanker, dan mengurangi penyakit karena oksidasi low density lipoprotein
(LDL) (Othman, 2007).

Berdasarkan penelitian kromatografi (Weisburger, 2001) dapat diidentifikasi
dan diperkirakan konsentrasi polifenol utama dalam kakao Forastero. Delapan
senyawa dalam tiga fraksi utama yaitu katekin, leukosianidin dan antosianin telah
teridentifikasi, fraksi lain yang bergerak sangat lambat dalam kromatografi kertas

diduga sebagai tanin kompleks.

Polifenol berinteraksi dengan bakteri pada membran protein, enzim dan
lipid. Dengan cara tersebut, polifenol mengubah permeabilitas sel dan
menyebabkan kehilangan proton, ion dan makromolekul pada tubuh bakteri.
Polifenol yang terpapar pada membran sel bakteri dapat mengaktifkan enzim dan

protein yang dapat membunuh bakteri (Alemawor, 2009).

Monomer flavan-3-ol merupakan struktur dasar dari polifenol kakao dimana
R1 adalah H dan R2 adalah OH yang menggambarkan (+)-katekin, sedangkan
apabila R1 ialah OH dan R2 ialah H maka menggambarkan (-)-epikatekin yang
merupakan komponen penyusun prosianid utama dalam biji kakao. Gambar 7
menunjukkan susunan struktur dasar monomer flavan-3-ol dan prosianidin.
OH

HO
£ Ry
",
OH

Flavan-3-ol Monomer

OH
Procyanidin (43 >8)-Dimers

OM
Procyanidin (4]} >6)-Dimers

Gambar 3. Struktur Senyawa Polifenol dalam Buah Kakao
(Weisburger, 2005).
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Mekanisme dari penangkapan radikal bebas oleh flavonoid ialah dengan
cara melepaskan atom hidrogen dari gugus hidroksilnya. Pemberian atom
hidrogen ini meyebabkan radikal bebas menjadi stabil dan berhenti melakukan
gerakan ekstrim, sehingga tidak merusak lipida, protein dan DNA yang menjadi
target kerusakan seluler. Flavonoid menghentikan tahap awal reaksi dengan
melepaskan satu atom hidrogen kemudian berikatan dengan satu radikal bebas.
Selanjutnya dengan mekanisme seperti itu, radikal peroksi dapat dihancurkan atau
distabilkan dengan cara resonansi dari gugus hidroksil yang membuat energi

aktivasinya berkurang (Weisburger, 2005).

Berdasarkan penelitian secara in vitro oleh Ozgelik (2008) di Universitas
California bahwa flavonoid kakao memiliki kekuatan sebagai antioksidan untuk
mencegah reaksi berantai radikal bebas yang dapat menyebabkan kanker pada
tanaman kakao. Selain itu, Wollgast dan Anklam (2000) mengemukakan bahwa
polifenol kakao terutama monomer dan oligomer dari flavan-3-ol sebagai
komponen dasar. Mereka juga mengklasifikasikan polifenol kakao dalam tiga
kelompok yaitu:

1. Katekin
Katekin merupakan senyawa polifenol alami, metabolit sekunder termasuk
dalam penyusun golongan tanin. Katekin biasanya disebut juga asam catechoat
dengan rumus kimia C;sH1406 (gambar 8) tidak berwarna dan dalam keadaan
murni sedikit tidak larut dalam air dingin tetapi sangat larut dalam air panas, larut
dalam alkohol dan etil asetat, hampir tidak larut dalam koloroform, benzen dan
eter. Katekin merupakan senyawa fenolik yang komplek (polifenol) yang

berkhasiat sebagai antibakteri, hemostasis, dan antioksidan (Lestari, 2009).
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Gambar 4. Struktur Kimia Senyawa Katekin (Lestari, 2009).



17

2. Antosianin
Antosianin tergolong pigmen yang disebut flavonoid dan pada umumnya
dapat larut dalam air (Winarno, 1997). Flavonoid merupakan golongan terbesar
dari senyawa fenol. Senyawa ini terdapat pada semua bagian tumbuhan termasuk
daun, akar, bunga, buah dan biji (Harborne, 1987 dalam Ibtisam; 2008:6).
Flavonoid bertindak sebagai penangkal yang baik radikal bebas, menghambat

reaksi hidrolisis dan oksidasi enzim, antibakteri, serta antiinflamasi (Hii, 2009).

Gambar 5. Struktur Kimia Senyawa Antosianin (Osawal, 2001).

3. Antosianidin

Antosianidin merupakan senyawa organik yang memiliki sifat sangat unik,
pada larutan asam berwarna merah, pada larutan netral berwarna bening dan pada
larutan basa berwarna biru. Antosianidin pada umumnya digunakan dalam bidang
farmasi dan pewarna alami makanan atau minuman. Dalam bidang kesehatan,
antosianidin digunakan sebagai antikanker, sedangkan pada tanaman dapat

menghambat pertumbuhan mikroba (Irmalia WR, 2011).

Gambar 6. Struktur Kimia Senyawa Antosianidin (Osawal, 2001).
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4. Proantosianidin

Proantosianidin merupakan nama lain dari tanin yang terkondensasi dan
merupakan senyawa fenolik kompleks. Tanin dibagi menjadi dua kelompok atas
dasar tipe struktur dan aktivitasnya terhadap senyawa hidrolitik terutama asam
yaitu tanin terkondensasi (condensed tannin) dan tanin yang dapat dihidrolisis
(hyrolyzable tannin) sebagai anti mikroba (Okuda, 2004).

5. Leukoantosianidin

Leukoantosianidin merupakan bentuk dari flavan-3,4-diol yang dapat
dijumpai dengan mudah pada tanaman dan kebanyakan tidak memiliki nilai
ekonomi. Leukoantosianidin kebanyakan berbentuk leukosianin, tetapi ada juga
yang berbentuk leukopelargonidin dan leucodelphidin (Misnawi, 2004).

Dalam kaitannya dengan warna pada tanaman, leukoantosianidin merupakan
senyawa yang tidak berwarna (bening) dan tidak stabil (mudah berubah menjadi
senyawa lain). Pembentukan leukoantosianidin berhubungan dengan reaksi yang

terjadi pada sintesis antosianin, yakni sebagai substrat dasar (Mojab, 2008).

Gambar 7. Struktur kimia leukoantosianidin (flavan-3,4-diol) (Hii, 2009).

6. Proantosianidin

Proantosianidin merupakan nama lain dari tanin yang terkondensasi dan
merupakan senyawa fenolik kompleks. Tanin dibagi menjadi dua kelompok atas
dasar tipe struktur dan aktivitasnya terhadap senyawa hidrolitik terutama asam
yaitu tannin terkondensasi (condensed tannin) dan tanin yang dapat dihidrolisis
(hyrolyzable tannin) (Okuda, 2004).
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b. Saponin

Saponin ialah glikosida steroid, alkaloid steroid (steroid dengan fungsi
nitrogen) atau triterpen yang ditemukan ditanaman, terutama kulit tanaman,
dimana terbentuk lapisan lilin untuk proteksi (Goldenberg, 2008). Saponin
memberikan rasa pahit sebagai antioksidan dan antibakteri. Sifat-sifat saponin
antara lain mempunyai rasa pahit, membentuk busa yang stabil dalam larutan air,
menghemolisa eritrosit membentuk persenyawaan dengan Kkolesterol dan
hidroksisteroid lainnya, sulit untuk dimurnikan dan diidentifikasi, dan berat

molekulnya relative tinggi (Otman, 2007).

Berdasarkan penelitian, didapatkan efek antifungal yang diduga
berhubungan dengan aktivitas saponin yang bekerja dengan menurunkan tegangan
permukaan (surface tension) membrane sterol dari candida albicans (Setiadevi S,
2010).

¢c. Tanin

Tanin ialah senyawa fenol kompleks yang memiliki berat molekul 500-
3000. Tanin dibagi menjadi dua kelompok atas dasar tipe struktur dan aktivitasnya
terhadap senyawa hidrolitik terutama asam, yaitu tannin (Otman, 2007).

d. Theobromine (3,7 dimethylxanthine)

Theobromine, dikenal juga dengan nama Xantheose, merupakan alkaloid
yang ditemukan pada tanaman kakao dengan rumus molekul C;HgN4O..
Theobromine termasuk dalam senyawa kimia jenis methylxantine bersama dengan
teofilin dan kafein, dimana hanya berbeda satu kelompok metal dengan molekul
kafein (1,3,7 dimethylxanthine). Theobromine memiliki rasa pahit, sedikit larut
dalam air, berbentuk kristal, dan berwarna putih hingga tidak berwarna.

Selain pada tanaman kakao, Theobromine (3,7-dimethylxanthine) alkaloid
purin, yang juga diproduksi oleh berbagai jenis tumbuhan seperti kopi (Coffea
arabica), teh (Camellia sinensis), guarana (Paullinia cupana), dan cola (Cola
nitida) (Ashihara dan Crozier, 2001).
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Kandungan Theobromine dalam biji kakao dipengaruhi oleh jenis,
kematangan buah, dan proses fermentasi. Theobromine berperan sebagai
antimikroba (Maharddhika, 2013).
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Gambar 8. Struktur Molekul 3,7-dimethylxantine (Ashihara,2001).
2.6 Antibakteri

Berdasarkan penelitian Brooks (2005) 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.

Mekanisme kerja antibakteri secara umum ialah 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 (Sartini, 2007).
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Beberapa senyawa kimia yang terdapat pada tanaman juga berperan sebagai
antibakteri seperti senyawa fenol, flavonoid, alkaloid, tanin dan terpenoid.
Mekanisme fenol sebagai antibakteri dengan cara merusak bagian 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 dengan 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 ialah menghambat enzim reverse transkriptase dan
DNA sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk (Robinson, 1995).

Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri ialah dapat 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 (Biehl, 1984). Mekanisme alkaloid sebagai
antibakteri ialah 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 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
diantaranya konsentrasi antibakteri, jumlah bakteri, spesies bakteri, bahan
organik, suhu, dan pH lingkungan (Cowan, 1999).
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2.7 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 ternadap antibakteri ialah 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
kulit buah kakao (Hermawan dkk., 2007).

Berdasarkan penelitian Kusmayati dan Agustini (2007) metode difusi dapat
dilakukan dengan 3 cara yaitu metode silinder, metode lubang atau sumuran dan
metode cakram kertas. Metode silinder dapat dilakukan dengan memasang
silinder dari besi tahan karat atau porselen secara tegak lurus pada lapisan agar
padat dalam 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 (Hermawan dkk., 2007).
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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).

2.8 Mekanisme Antimikroba Kulit Buah Kakao

Mekanisme aksi dari antimikroba bermacam-macam, dapat dilakukan
melalui penghambatan biosistesis ergosterol dalam sel, penghambatan sistesis
protein, dan penghambatan mitosis mikroba. Mekanisme biosistesis disebabkan
oleh senyawa turunan imidazole yang mampu mengangkut senyawa-senyawa
essensial yang dapat menyebabkan ketidakseimbangan metabolik sehingga
menghambat biosistesis ergosterol dalam sel mikroba. Penghambatan sintesis
protein disebabkan oleh senyawa turunan pirimidin, efek antimikroba terjadi
karena senyawa turunan pirimidin mampu mengalami metabolisme dalam sel
bakteri menjadi satu metabolit. Sedangkan penghambatan mitosis terjadi karena
adanya senyawa antibiotik griseofulvin yang mampu mengikat protein
mikrotubuli dalam sel dan menggangu fungsimitosis gelendong dan menimbulkan

penghambatan pertumbuhan (Brooks et al., 2008)

Beberapa literatur penelitian menyebutkan bahwa kandungan saponin dan
tannin memiliki efek antimikroba. Senyawa saponin bekerja sebagai antimikroba
dengan menurunkan tegangan permukaan (surface tension) (Naczk, 1994).
Sedangkan tanin memiliki kemampuan menghambat sintesis chitin yang
digunakan untuk pembentukan dinding sel pada bakteri (Marsaban, 2008).

Polifenol berinteraksi dengan bakteri pada membran protein, enzim dan
lipid. Dengan cara tersebut, polifenol mengubah permeabilitas sel dan
menyebabkan kehilangan proton, ion dan makromolekul pada tubuh bakteri.
Polifenol yang terpapar pada membran sel bakteri dapat mengaktifkan enzim dan

protein yang dapat membunuh bakteri (Alemawor, 2009).



I11. METODE PENELITIAN
3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Bakteriologi Jurusan Hama dan
Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya, dilaksanakan pada
bulan September 2014 sampai Febuari 2015

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ialah timbangan digital, kompor
listrik, gelas ukur, panci, autoclave, pisau, cawan petri, jarum ose, kamera
Samsung Galaxy Tab Ace, bunsen, beaker glass, timbangan, tabung reaksi, pinset,
pipet, jarum suntik, kertas saring, botol media, gelas ukur, jangka sorong,
micropipet, gunting, kertas label, Microtube,cuvet, Whatman no 41 diameter 125
gelas objek, cover glass, blender, cork borer, spektrofotometer, eppendorf, oven,

shaker, rotary evaporator dan laminar air flow cabinet (LAFC).
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ialah 10 kg kulit buah kakao, Blood
Disease Bacterium (BDB), buah pisang kepok, aquades steril, media nutrient agar
(NA), Kalium iodida, iodium, Magnesium, HCI, spirtus, media nutrient broth,
tissue steril, streptomicin, alkohol 96%, 80% dan 70% serta Dimetil Sulfoksida
(DMSO0).

3.3 Metode Penelitian

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 sembilan macam perlakuan yaitu US1
(Ekstrak kakao 15%), US2 (Ekstrak kakao 30%), US3 (Ekstrak kakao 45%), US4
(Ekstrak kakao 60%), US5 (Ekstrak kakao 75%) dan US6 (Ekstrak kakao 90%).
Perlakuan diulang sebanyak 4 kali. Kontrol terdiri dari K1 (DMSO), K2 (Alkohol)
dan K3 (Streptomisin).
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Uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang menggunakan RAL
dengan 10 macam perlakuan yaitu UP1 (Kontrol BDB), UP2 (DMSO dan BDB),
UP3 (Streptomisin dan BDB), UP4 (Alkohol dan BDB), UP5 (Ekstrak kakao 15%
dan BDB), UP6 (Ekstrak kakao 30% dan BDB), UP7 (Ekstrak kakao 45% dan
BDB), UP8 (Ekstrak kakao 60% dan BDB), UP9 (Ekstrak kakao 75% dan BDB)
dan UP10 (Ekstrak kakao 90% dan BDB). Perlakuan diulang sebanyak 3 kali.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Agar sejumlah 14 gram dilarutkan kedalam 500 ml aquades dengan cara
dididihkan dalam panci sambil diaduk, kemudian dibagi kedalam beberapa botol
steril masing-masing berisi 250 ml media. Botol-botol yang telah terisi media
tersebut diseterilkan dalam autoklaf pada temperature 121°C selama 20 menit.

Uji Patogenisitas

Inokulum BDB dibiakan dalam media NA selama 3 hari. Kemudian dari
biakan dibuat suspensi dengan steril hingga diperoleh kerapatan 10° cfu/ml.
Inokulasi dilakukan dengan cara menyuntikan suspensi inokulum BDB sebanyak
1000 pl/buah pada buah pisang.

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 Kulit Buah Kakao

Pembuatan ekstrak kulit buah kakao yang digunakan ialah kulit buah yang
segar atau baru dipetik dari pohonnya yang ditanam di Kecamatan Glenmore
Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur. Bahan baku yang digunakan berupa kulit
buah kakao sebanyak 10 kg dibersihkan dari kotoran, dicuci bersih, ditimbang

kemudian dibelah agar bagian cangkang dan bijinya mudah dipisahkan. Buah
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kakao diiris sampai membentuk simplisa untuk mempercepat proses pengeringan,
lalu dikeringkan dengan cara di oven selama 24 jam.

Kemudian sampel yang telah kering dimaserasi dengan merendam ke dalam
pelarut etanol 80% sampai terendam seluruhnya dan dikocok menggunakan
shaker dengan kecepatan 120 rpm secara kotinyu selama + 24 jam, kemudian
disaring dengan kertas Whatman no.41 dengan diameter 125. 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 menguap, sehingga didapatkan ekstrak
kental kulit buah kakao. Ekstrak kental yang dihasilkan didinginkan selama 24
jam kemudian dilakukan pengeringan beku dalam freeze dryer selama 24 jam.

Selama proses maserasi, sel kulit buah kakao mengalami kondisi jenuh
sehingga sel-selnya akan mengeluarkan senyawa-senyawa aktif yang kemudian
diikat oleh pelarut etanol tersebut. Pelarut etanol akan mengikat berbagai senyawa
aktif seperti, polifenol, flavonoid, terpenoid, sterol dan alkaloid (Dewi, 2010).

Selanjutnya dilakukan 6 perlakuan konsentrasi pada masing-masing ekstrak.
Konsentrasi larutan dibuat dengan cara dilakukan penambahan pelarut (DMSO)
sebanyak 850 ul untuk 150 pl ekstrak, 700 pl untuk 300 ul ekstrak, 550 pl untuk
450 pl ekstrak, 400 pl untuk 600 pl ekstrak, 250 pl untuk 750 pl ekstrak dan 100
ul untuk 900 pl ekstrak. Sehingga didapatkan konsentrasi sebesar 15%, 30%,
45%, 60%, 75% dan 90% ekstrak dari kulit buah kakao).

Pengujian Sensitivitas Antibakteri

Metode yang digunakan untuk pengujian sensitivitas antibakteri ialah
metode difusi agar dengan lubang sumuran. Media yang digunakan ialah media
NA dan dicairkan dengan cara didihkan. Selanjutnya jika suhu media sudah
menurun, 20 ml media NA dicampur dengan 100 ul suspensi bakteri yang telah
diatur dengan spektrofotometer OD660=1, kerapatan 10° cfu/ml, kemudian
dituang ke dalam petri. Setelah media memadat maka dibuat lubang sumuran

dengan menggunakan cork borer yang memiliki diameter 0,5 cm.
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Dalam pengujian sensitivitas antibakteri digunakan 6 perlakuan ekstrak
dengan konsentrasi berbeda, yaitu US1 (Ekstrak kakao 15%), US2 (Ekstrak kakao
30%), US3 (Ekstrak kakao 45%), US4 (Ekstrak kakao 60%), US5 (Ekstrak kakao
75%) dan US6 (Ekstrak kakao 90%) dengan menggunakan pelarut DMSO. Pada
pengujian sensitivitas antibakteri diberi 3 kontrol, yaitu Dimetil Sulfoksida
(DMSO), etanol 80% (CHsOH) dan Streptomisin (Cz1H41N7012). Kontrol DMSO
bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya pengaruh pada zona hambat
pertumbuhan BDB.

Pemberian kontrol dengan menggunakan etanol 80% 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
kulit buah kakao dalam menghambat BDB. Masing-masing kontrol dan ekstrak
kulit buah kakao dengan konsentrasi berbeda dimasukkan 100 pl kedalam lubang

sumuran. Selanjutnya ditunggu hingga 24 jam untuk diamati.

Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan ekstrak kulit buah
kakao dalam menghambat pertumbuhan BDB secara langsung pada buah pisang.
Uji penekanan pertumbuhan BDB dilakukan dengan cara menginjeksikan ekstrak
dengan enam macam konsentrasi sebanyak 1000 pl ke dalam buah pisang dan
didiamkan selama satu jam agar meresap pada buah pisang. Kemudian suspensi
BDB sebanyak BDB 1000 pl yang telah diatur dengan spektrofotometer pada
OD660=1 diinjeksikan ke dalam buah pisang yang telah diberi perlakuan ekstrak.
Selanjutnya ditunggu hingga 3 hari setelah isolasi (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 kulit buah kakao dalam menghambat pertumbuhan BDB
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dengan mengukur zona bening atau zona hambat disekitar lubang sumuran
menggunakan jangka sorong secara vertikal dan horizontal (Pratiwi, 2005).

Keterangan:

V+H
s= 2

2

S = Proporsi zona hambat disekitar lubang sumuran (mm)
V = Luas zona hambat secara vertikal (mm)

H = Luas zona hambat secara horizontal (mm)

Pengamatan uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dilakukan
terhadap daya hambat yang dihasilkan ekstrak kulit buah kakao dengan
konsentrasi berbeda dalam menekan kerusakan jaringan pada buah pisang.
Variabel yang diamati ialah 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:

Keterangan:
A
P= 5 X 100 %

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.

Analisis Data

Pada uji sensitivitas antibakteri dan uji penekanan pertumbuhan BDB pada
buah pisang, data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji Ragam F
pada taraf kesalahan 5%. Bila F hitung lebih besar dari F tabel, dilanjutkan dengan

menggunakan uji Duncan pada taraf 5%.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Uji Patogenisitas

Isolat BDB yang digunakan berasal dari koleksi Laboratorium Bakteriologi
Jurusan Hama dan penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya.
Oleh karena itu diperlukan uji patogenisitas untuk mengetahui isolat yang
digunakan masih virulen atau tidak pada buah pisang.

Uji patogenisitas dilakukan pada buah pisang yang telah diinokulasi dengan
isolat BDB. Empat 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 13). 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 9. a). Biakan koloni BDB yang ditumbuhkan dimedia NA. b). Hasil uji
patogenisitas pada buah pisang. Tanda panah menunjukkan gejala BDB pada
plasenta buah pisang.
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4.2 Ekstraksi Kulit Buah Kakao

Ekstrak kulit buah kakao yang digunakan ialah kulit buah yang segar atau
baru dipetik dari pohonnya yang ditanam di Kecamatan Glenmore Kabupaten
Banyuwangi, Jawa Timur. Buah kakao diiris sampai membentuk simplisa untuk
mempercepat proses pengeringan, lalu dikeringkan dengan cara dimasukan oven
selama 24 jam. Kemudian kulit buah yang telah kering sebanyak 400 gram
dimaserasi dengan merendam ke dalam pelarut etanol 80% sampai terendam
seluruhnya dan dikocok dengan menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm
secara kotinyu selama +24 jam, kemudian disaring dengan kertas Whatman no.41
dengan diameter 125. 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
menguap, sehingga didapatkan ekstrak kental kulit buah kakao sebanyak 126 ml.

Ekstrak kental yang dihasilkan didinginkan selama 24 jam kemudian
dilakukan pengeringan beku dalam freeze dryer selama 24 jam. Selama proses
maserasi, sel kulit buah kakao mengalami kondisi jenuh sehingga sel-selnya akan
mengeluarkan senyawa-senyawa aktif yang kemudian diikat oleh pelarut etanol
tersebut. Pelarut etanol akan mengikat berbagai senyawa aktif seperti, polifenol,

flavonoid, terpenoid, sterol dan alkaloid (Dewi, 2010).

Gambar 10. Hasil ekstraksi kulit buah kakao yang dihasilkan melalui proses
penyulingan
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4.3 Pengujian Sensitivitas Antibakteri
Pada pengujian sensitivitas antibakteri variabel yang diamati adalah
diameter zona bening disekitar lubang sumuran. Zona bening merupakan bentuk
penghambatan (zona hambat) yang dihasilkan oleh ekstrak kulit buah kakao. Zona
hambat merupakan reaksi aktivitas antibakteri dari ekstrak kulit buah kakao yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri.

Hasil uji sensitivitas antibakteri terhadap BDB diperoleh zona hambat yang
berbeda dari berbagai konsentrasi ekstrak kulit buah kakao serta ketiga kontrol
yaitu DMSO, etanol 80% dan streptomisin. Hasil uji sensitivitas disajikan dalam
Tabel 3. memberikan gambaran tingkat penghambatan pertumbuhan BDB oleh
konsentrasi ekstrak kulit buah kakao yang diuji pada media NA dan diamati

setelah 1 hsi selama 3 hari.

Tabel 3. Penghambatan ekstrak kulit buah kakao terhadap pertumbuhan BDB.

Rerata zona hambat ekstrak terhadap BDB pada
pengamatan hingga hari ke- (mm)

Perlakuan 1 5 3
Kontrol DMSO 0,02 a Oa Oa
Kontrol Etanol 80% 0,13 a Oa Oa
Kontrol Streptomisin 27,10 e 24,2 d 23,30d
Ekstrak Kakao 15% 0,52 a 0,27 a 0,05a
Ekstrak Kakao 30% 16,18 b 13,29 b 12,36 b
Ekstrak Kakao 45% 17,25 bc 14,32 bc 13,41 bc
Ekstrak Kakao 60% 17,91 cd 15,01 c 1411 c
Ekstrak Kakao 75% 18,55d 15,70 ¢ 14,79 c
Ekstrak Kakao 90% 26,20 e 23,29 d 22,38d
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 3). Penelitian menunjukkan terjadinya
perbedaan yang signifikan antara perlakuan ekstrak kakao jika dibandingkan
dengan kontrol DMSO dan etanol 80%.
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Pada kontrol DMSO tidak terdapat zona hambat disekitar lubang sumuran,
sehingga dapat diketahui pemberian DMSO tidak berpengaruh terhadap
penghambatan BDB. Pada kontrol alkohol Etanol 80% zona hambat yang
terbentuk tidak berbeda nyata dengan perlakuan kontrol DMSO. Hal tersebut
menunjukkan bahwa Etanol 80% 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 27,10
mm pada 1 hsi, zona hambat tersebut paling besar jika dibandingkan dengan antar
perlakuan. 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 kakao 15% mampu menghasilkan zona hambat sebesar
0,52 mm pada 1 hsi. Zona hambat yang dihasilkan tidak berbeda nyata dengan
kontrol DMSO dan etanol 80%, sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak kakao
15% tidak mampu menghambat pertumbuhan BDB. Perlakuan ekstrak kakao 30%
mampu menghasilkan zona hambat sebesar 16,18 mm pada 1 hsi. Zona hambat
yang dihasilkan berbeda nyata dengan kontrol DMSO dan etanol 80%, sehingga
disimpulkan bahwa ekstrak kulit buah kakao 30% mampu menghambat
pertumbuhan BDB. Perlakuan ekstrak kakao 45% menghasilkan zona hambat
sebesar 17,25 mm pada 1 hsi, zona hambat tersebut tidak berbeda nyata jika
dibandingkan dengan ekstrak kakao 30% akan tetapi berbeda nyata dengan
kontrol DMSO dan etanol 80%.

Pada perlakuan ekstrak kakao 60% menghasilkan zona hambat sebesar
17,91 mm pada 1 hsi. Zona hambat tersebut tidak berbeda nyata jika dibandingkan
dengan ekstrak kakao 45% dan 30% namun berbeda nyata jika dibandingkan
dengan ekstrak kakao 15%. Pada perlakuan ekstrak kakao 75% menghasilkan

zona hambat sebesar 18,55 mm pada 1 hsi. Zona hambat tersebut berbeda nyata
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jika dibandingkan dengan ekstrak kakao 60%, 45% dan 30%, 15% namun tidak
berbeda nyata jika dibandingkan dengan kontrol streptomisin. Pada perlakuan
ekstrak kakao 90% menghasilkan zona hambat sebesar 26,20 mm pada 1 hsi.
Zona hambat tersebut berbeda nyata jika dibandingkan dengan semua perlakuan
konsentrasi ekstrak kakao, kontrol DMSO, kontrol etanol 80% namun tidak

berbeda nyata jika dibandingkan dengan kontrol streptomisin.

Dapat disimpulkan bahwa penggunaan ekstrak kakao 90% dapat menekan
pertumbuhan BDB lebih baik jika dibandingkan dengan ekstrak kakao 15%, 30%,
45%, 60% dan 75%. Sehingga penggunaan ekstrak kakao 90% lebih efektif 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.

Selama tiga hari pengamatan masing-masing perlakuan dapat memberikan
zona hambat yang berbeda nyata antar perlakuan konsentrasi. Diameter zona
hambat paling tinggi pada pengamatan pada hari pertama dan mengalami
penurunan setelah pengamatan pada hari kedua dan ketiga. Berdasarkan hasil
penelitian Baroroh (2014) 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 kakao pada konsentrasi 30%, 45% 60%, 75% dan

90% mampu menghambat pertumbuhan BDB.

Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan mampu menghasilkan
zona hambat yang lebih besar. Kemampuan ekstrak kakao semakin mengalami
penurunan selama tiga hari pengamatan. Ekstrak kulit buah kakao konsentrasi
90% paling efektif jika dibandingkan dengan semua perlakuan konsentrasi ekstrak

yang lainnya, namun perlakuan ekstrak kakao 90% tidak berbeda jauh dengan
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kontrol streptomisin dalam menekan pertumbuhan BDB. Berikut hasil
dokumentasi uji sensitivitas antibakteri (Gambar 15).

us4 US5 US6
Gambar 11. Perbandingan hasil uji sensitivitas antibakteri (pengamatan
hari pertama).
Keterangan:
US1: ekstrak kakao 15%, US2: ekstrak kakao 30%, US3: ekstrak kakao 45%,
US4: ekstrak kakao 60%, US5: ekstrak kakao 75%, US6: ekstrak kakao 90%, A:
streptomisin, B: etanol 80%, C: DMSO, D: ekstrak kakao.

Senyawa bioaktif yang terdapat didalam kulit buah kakao berkhasiat sebagai
antibakteri adalah flavonoid, alkaloid, saponin, fenol dan tanin. Flavonoid akan
merusak membran sel bakteri karena sifatnya lipofilik. Alkaloid berperan sebagai
antimikroba karena sifatnya mampu berikatan dengan DNA. Efek antibakteri dari
senyawa saponin sebagai deterjen yang memiliki molekul ampifatik yang dapat
melarutkan protein membrane (Robinson, 1995).

Fenol bersifat toksik terhadap bakteri yang dianggap bertanggung jawab
terhadap toksisitas bakteri. 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).
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4.4 Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

Uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dilakukan untuk
melihat efektivitas ekstrak kakao jika diaplikasikan secara langsung pada tanaman
inang dalam menghambat pertumbuhan BDB. Pengamatan uji penekanan
pertumbuhan BDB pada buah pisang dilakukan setelah 4 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 4.

Tabel 4. Hasil Uji Penekanan Pertumbuhan BDB pada Buah Pisang

No  Perlakuan Rerata presentase panjang gejala plasenta
buah pisang yang terserang BDB (cm)

1. Kontrol (BDB) 54,49 f

2. Kontrol DMSO 54,33 f

3. Kontrol Etanol 80% 53,46 f

4. Kontrol Streptomisin 3,63a

5. Ekstrak Kakao 15% 52,85 ef

6. Ekstrak Kakao 30% 49,59 de

7. Ekstrak Kakao 45% 47,78 cd

8. Ekstrak Kakao 60% 45,93 bc

9. Ekstrak Kakao 75% 42,59 b

10.  Ekstrak Kakao 90% 6,67 a

Keterangan:

Huruf yang sama dalam kolom menunjukkan tidak terdapat berbeda nyata antar
perlakuan pada uji Duncan 0,05

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 54,49%. 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.



36

Pada perlakuan pemberian DMSO 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. Pada perlakuan etanol 80% 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

etanol 80% tidak berpengaruh pada penekanan pertumbuhan BDB.

Pada perlakuan ekstrak kulit buah kakao 15% 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 ekstrak kulit
buah kakao 15% tidak berpengaruh pada penekanan pertumbuhan BDB.
Perlakuan ekstrak kulit buah kakao pada konsentrasi 30%, 45%, 60%, 75% dan
90% menghasilkan tingkat kerusakan plasenta pisang yang berbeda nyata dengan
perlakuan kontrol. Dengan demikian perlakuan ekstrak kulit buah kakao dengan
berbagai konsentrasi berbeda mampu menghambat pertumbuhan BDB pada buah
pisang. Pada buah pisang yang dibelah terlihat perubahan warna putih kehijauan
dibagian tengah plasenta pisang, perubahan warna tersebut diduga sebagai
persebaran dari ekstrak kulit buah kakao. Selain itu terjadi perubahan warna
coklat kemerahan pada tepi plasenta pisang yang diduga persebaran BDB. Hal
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak kulit buah kakao memberikan pengaruh

terhadap penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang.
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Pada perlakuan ekstrak kulit buah kakao dengan konsentrasi 90% tingkat
kerusakan yang dihasilkan berbeda nyata dengan perlakuan kontrol. Tingkat
kerusakan yang dihasilkan relatif kecil yaitu sebesar 6,67%. 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. 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
ataupun zat antibakteri didalamnya juga akan semakin banyak (Efri dan Aeny,
2004). Kemampuan menghambat kulit buah kakao tersebut berkaitan dengan

kandungan antibakteri yang terdapat pada kakao.

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

berbeda jauh dengan kontrol streptomisin dalam menekan pertumbuhan BDB.
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UP5

UP 7

UP9 UP 10

Gambar 12. Hasil uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang
setelah tigas HIS. Tanda panah warna kuning menunjukan
gejala BDB pada buah pisang

Keterangan:

UP1: Kontrol (BDB), UP2: Streptomisin, UP3: Etanol 80%, UP4,
DMSO, UP5, Konsentrasi 15% Ekstrak kakao, UP6, Konsentrasi 30%
Ekstrak kakao, UP7, Konsentrasi 45% Ekstrak kakao, UP8, Konsentrasi
60% Ekstrak kakao, UP9, Konsentrasi 75% Ekstrak kakao, UP10,
Konsentrasi 90% Ekstrak kakao.
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4. 5 Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kulit Buah Kakao

Dari hasil penelitian menunjukkan terjadinya penghambatan ekstrak kulit
buah kakao terhadap pertumbuhan BDB yang ditunjukkan dengan terbentuknya
zona bening di sekitar lubang sumuran yang mengandung ekstrak kulit buah
kakao. Penghambatan pertumbuhan bakteri oleh ekstrak kulit buah kakao diduga
berasal dari aktifitas senyawa bioaktif yang terlarut, di antaranya adalah senyawa
polifenol, alkaloid dan flavonoid. Hasil pemeriksaan fitokimia terhadap ekstrak
kulit buah kakao menunjukkan hasil yang positif terdeteksi adanya senyawa
alkaloid maupun senyawa flavonoid. Endapan berwarna putih atau kekuningan

menunjukkan adanya senyawa alkaloid.

Gambar 13. Hasil uji fitokimia senyawa alkaloid dan senyawa flavonoid dari
ekstrak kental kulit buah kakao

Dirjen POM (1995) mengemukakan bahwa flavonoid dianggap positif jika
terjadi endapan ketika ekstrak direaksikan dengan salah satu dari pereaksi
Bouchardat. Pemeriksaan flavonoid menunjukkan hasil yang positif dengan
terjadinya perubahan warna ekstrak menjadi kemerahan setelah ditambahkan
dengan serbuk Mg dan HCI pekat (Arifin et al., 2006).

Senyawa alkaloid merupakan senyawa organik yang memiliki atom nitrogen
dan bersifat basa (alkali) dan dapat menyebabkan koagulasi protein sel bakteri,
sehingga menyebabkan penghambatan pertumbuhan bakteri. Koagulasi protein

akan mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri yang
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menyebabkan lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh, sehingga
menyebabkan kematian sel bakteri. Flavonoid pada ekstrak kulit kakao termasuk
golongan senyawa fenolik yang mempunyai ikatan glikosida. Senyawa fenolik
akan berinteraksi dengan protein membran sel bakteri melalui proses adsorbsi
dengan cara terikat pada bagian hidrofilik membran sel. Senyawa fenolik
selanjutnya akan masuk ke dalam membran sel dan menyebabkan presipitasi
protein sel. Hal tersebut mengganggu permeabilitas membran sel, sehingga dapat

mengalami lisis (Hawley, 2003).

Analisis uji statistik menunjukkan bahwa diameter zona hambat pada
keenam konsentrasi tersebut berbeda nyata, hal ini menunjukkan bahwa keenam
konsentrasi ekstrak tersebut berpengaruh nyata terhadap aktivitas penghambatan
BDB. Konsentrasi ekstrak tersebut berbeda nyata dengan perlakuan kontrol.
Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kakao terhadap
bakteri BDB, terbukti bahwa aktivitas penghambatan dipengaruhi oleh konsentrasi
ekstrak. Aktivitas antibakteri semakin meningkat, dengan semakin tingginya
konsentrasi ekstrak. Banyaknya kandungan senyawa aktif dalam ekstrak
menyebabkan senyawa aktif akan lebih mudah untuk merusak sel bakteri. Selain
itu senyawa aktif akan mampu menghambat pertumbuhan bakteri lebih banyak

yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat di sekitar lubang sumuran.

Tidak terbentuknya zona hambat pada beberapa perlakuan konsentrasi
ekstrak 15%, disebabkan oleh konsentrasi ekstrak yang rendah. Rendahnya
senyawa aktif tersebut dapat menyebabkan penghambatan pertumbuhan masing-
masing bakteri uji, terjadi pada sebagian kecil dari jumlah total sel bakteri,

sehingga bakteri yang tidak terganggu oleh senyawa aktif dapat tumbuh.

Brooks (2001) menyatakan, bahwa semakin besar jumlah sel inokulum
bakteri, maka semakin berkurang tingkat kepekaannya terhadap senyawa aktif.
Konsentrasi sel untuk BDB 10° cfu/mL karena semakin kecil jumlah populasi
inokulum bakteri maka akan semakin peka terhadap senyawa aktif.

Lipopolisakarida dan lipoprotein (Hawley, 2003).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1.

Hasil uji sensitivitas antibakteri dapat disimpulkan bahwa ekstrak kakao pada
konsentrasi 30%, 45% 60%, 75% dan 90% mampu menghambat pertumbuhan
BDB. Sedangkan perlakuan kontrol DMSO memberikan pengaruh yang
terkecil terhadap uji sensitivitas antibakteri, namun perlakuan kontrol DMSO
tidak berbeda jauh dengan perlakuan ekstrak kakao 15% dan kontrol etanol
80%.

Dari uji penekanan pertumbuhan BDB pada buah pisang dapat disimpulkan
bahwa perlakuan ekstrak kulit buah kakao konsentrasi 90% lebih efektif dalam
menekan pertumbuhan BDB dibandingkan dengan perlakuan ekstrak yang
lainnya. Akan tetapi ekstrak kakao konsentrasi 90% tidak berbeda jauh dengan

kontrol streptomycin.

Hasil pengujian fitokimia terhadap ekstrak kakao menunjukkan hasil yang
positif terdeteksi adanya senyawa alkaloid maupun senyawa flavonoid.
Endapan berwarna putih atau kekuningan menunjukkan adanya senyawa
alkaloid didalam kulit buah kakao sedangkan pemeriksaan flavonoid juga
menunjukkan hasil yang positif dengan terjadinya perubahan warna ekstrak

menjadi kemerahan setelah ditambahkan dengan serbuk Mg dan HCI.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya perlu dilakukan pengujian fraksinasi yang terdapat

pada ekstrak kakao untuk mengetahui secara pasti senyawa manakah yang

menghambat pertumbuhan BDB dan perlu diujikan langsung di lapang.
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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

. F tabel F tabel
SK DB JK KT F hitung 504 1%
PERLAKUAN 8 3754,4152 469,302 1042,9** 2,30 3,26
GALAT 27 12,062 0,45
TOTAL 35 3766,477

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

SK DB JK KT F hitung F tabel F tabel
5% 1%
PERLAKUAN 8 2924344 624,988 1602,5** 2,30 3,26
GALAT 27 10,581 0,39
TOTAL 35 2934,925

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

SK DB JK KT F hitung F tabel F tabel
5% 1%
PERLAKUAN 8 2695234 559,73 1436,03** 2,30 3,26
GALAT 27 10,524  0,3897
TOTAL 35 2705,758

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

Ketiga Setelah Inokulasi

SK DB JK KT F hitung F tabel F tabel
5% 1%
PERLAKUAN 9 10128.42 1125,38 323,48** 2,5 3,655
GALAT 20 69,57 3,479

TOTAL 29 10198,2
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