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RINGKASAN

Norman Syah Junaidi, Skripsi tentang Uji Daya Hambat Bakteri Patogenik Air
Tawar Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas sp
Setelah Pemberian Ekstrak Kasar Fenol Gracilaria verrucosa (di bawah
bimbingan Prof. Ir. Marsoedi, Ph.D dan Dr. Ir. Maftuch, MS.i).

Gracilaria verrucosa merupakan salah satu spesies alga merah yang
banyak tumbuh di perairan Indonesia. Alga merah merupakan kelompok yang
jenis-jenisnya memiliki berbagai bentuk dan variasi warna. Salah satu ciri alga
merah adalah warnanya akan berubah menjadi ungu atau merah jika mengalami
kekeringan akibat terkena sinar matahari langsung.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui daya hambat ekstrak
fenol Gracillaria verucosa terhadap pertumbuhan bakteri Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas sp.

Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimen.
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Penelitian ini terdiri dari empat perlakuan dan tiga ulangan. Sebagai perlakuan
yaitu dosis ekstrak Gracilaria verrucosa (K =0 ppt, A=1 ppt, B=1.5pptdan C =
2 ppt). parameter penunjangnya yaitu (Suhu dan pH).

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan pemberian
ekstrak Gracilaria verrucosa memberikan pengaruh yang berbeda sangat nyata
pada masing-masing perlakuan. Dari hasil penelitian diperoleh rata-rata diameter
daya hambat pada bakteri A. hydrophila pada perlakuan Kontrol (O ppt) adalah 5
mm, perlakuan A (1 ppt) adalah 12,33 mm, perlakuan B (1.5 ppt) adalah 14.67
mm dan perlakuan C (2 ppt) adalah 16.00 mm. Bakteri A. salmonicida pada
perlakuan Kontrol (O ppt) adalah 5 mm, perlakuan A (1 ppt) adalah 12,33 mm,
perlakuan B (1.5 ppt) adalah 13.33 mm dan perlakuan C (2 ppt) adalah 15.00
mm. Bakteri Pseudomonas pada pengamatan 24 jam, perlakuan Kontrol (0 ppt)
adalah 5 mm, perlakuan A (1 ppt) adalah 13,33 mm, perlakuan B (1.5 ppt) adalah
14.83 mm dan perlakuan C (2 ppt) adalah 15.67 mm. sedangkan pada
pengamatan 48 jam perlakuan Kontrol (O ppt) adalah 5 mm, perlakuan A (1 ppt)
adalah 14,33 mm, perlakuan B (1.5 ppt) adalah 15.83 mm dan perlakuan C (2
ppt) adalah 17.50 mm.

Kesimpulan dari penelitian ini yaitu pemberian ekstrak fenol Gracilaria
verrucosa terhadap pertumbuhan bakteri Aeromonas hydrophila, Aeromonas
salmonicida dan Pseudomonas sp memberikan hasil rata-rata diameter daya
hambat yang berbeda. Dari penelitian ini disarankan penelitian lanjutan untuk
mendapatkan dosis yang optimal.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki laut seluas 5,8 juta km2 yang terdiri dari 2,8 juta km2
perairan laut nusantara, 0,3 km2 laut territorial dan 2,7 juta km2 adalah zona
ekonomi ekslusif. Selain itu, Indonesia memiliki perairan terbuka lainnya seperti
sungai, danau, rawa, persawahan dan estuaria tempat hidup dan
berkembangnya berbagai jenis ikan, hal tersebut merupakan habitat hidupnya
berbagai jenis biota termasuk ikan yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan
pangan untuk mencukupi kebutuhan protein masyarakat Indonesia. Total potensi
produksi lestari sumber daya perikanan laut Indonesia adalah 6,4 juta ton
pertahun. Untuk mewujudkan Indonesia sebagai Negara penghasil produk
kelautan dan perikanan terbesar di dunia tahun 2015, Kementerian Kelautan dan
Perikanan sesuai dengan RPJMN 2010-2014 telah mentargetkan peningkatan
produksi perikanan budidaya hingga 353 %, yaitu dari 5,37 juta ton pada tahun
2010 menjadi 16,9 juta ton pada tahun 2014 (Anonymous®, 2011).

Penyakit merupakan salah satu kendala utama dalam pembangunan
perikanan di Indonesia. Sebagai contoh, kerugian ekonomi akibat serangan
penyakit white spot bercak putih pada udang windu diperkirakan mencapai USD
300 juta per tahun. Komoditas udang windu telah dikenal sebagai andalan utama
sub-sektor perikanan dalam perolehan devisa. Hal ini terlihat dari program
peningkatan ekspor hasil perikanan dari target perolehan devisa USD 10 milyar,
perolehan dari udang adalah komponen terbesar yaitu sebesar 6,7 milyar USD
(Prajitno, 2008).

Air dapat menjadi perantara bagi penularan bibit penyakit. Apabila air
yang digunakan dalam budidaya telah tercemar atau mempunyai kualitas yang

tidak memenuhi persyaratan untuk budidaya, maka ikan budidaya tersebut akan



terserang bibit penyakit atau parasit yang hidup pada air tersebut (Alamanda,
Handajani dan Budiharjo, 2006).

Penyakit ikan merupakan terganggunya kesehatan ikan yang diakibatkan
oleh berbagai sebab yang dapat mematikan ikan. Penyakit yang menyerang ikan
dapat dikelompokkan menjadi dua, yaitu penyakit infeksi dan non infeksi,
penyakit infeksi antara lain adalah virus, bakteri, jamur dan parasit, sedangkan
penyakit non insfeksi antara lain disebabkan oleh keracunan makanan,
kekurangan makanan atau kelebihan makanan dan mutu air yang buruk
(Gusrina, 2008). Upaya penanggulangan terhadap penyakit telah banyak
dilakukan namun hasilnya masih belum optimal. Ada beberapa cara yang dapat
dilakukan dan memberi harapan dalam penanggulangannya (Prajitno, 2008).

Penanggulangan penyakit pada ikan dapat dilakukan dengan tiga cara,
yaitu dengan melakukan pemberian obat-obatan secara kimia dan secara alami,
pemberian imunostimulan dan pemberian vaksinasi, pada penelitian ini untuk
menanggulangi penyakit pada ikan dapat dilakukan dengan cara menggunakan
obat-obatan secara alami, yaitu dengan menggunakan ekstrak rumput laut.
Rumput laut selama ini dimanfaatkan sebagai makanan untuk manusia. Akan
tetapi, dengan semakin banyaknya kemajuan ilmu pengetahuan, pemanfaatan
rumput laut sudah digunakan juga sebagai bahan baku pada industri obat-
obatan, tekstil, minuman, kosmetik, pasta gigi dan sebagainya (Indriani et al.,
2003).

Dewasa ini banyak dilakukan penelitian tentang pengobatan yang aman
dan berwawasan lingkungan yaitu menggunakan bahan-bahan alami, salah
satunya rumput laut. Hasil penelitian mengenai rumput laut telah banyak
dilaporkan, yaitu : Mtolera (1996) yang mengekstrak 6 algae hijau dengan bahan
pelarut diethyl eter terhadap 3 bakteri uji yaitu :S. aureus, B.subtilis, E. coli,

ekstrak Valonia aegrophila paling aktif terhadap semua organisme uiji. Vitor et al.,



(2002), ekstrak Heksan, Cloroform dan Ethanol dari 6 makroalgae laut
(Rhodophyta dan Chlorophyta) menunjukkan bahwa dari ekstrak makroalge
bersifat menghambat terhadap bakteri. Choudhury (2005) melaporkan tiga
ekstrak algae laut, G. corticata, U. fasciata, E. compressa dengan menggunakan
heksan, cloroform, etil asetat, cloroform, alkohol dan metanol, menunjukkan
penghambatan terhadap bakteri pathogen yaitu, E. tarda, V. alginolyticus, P.
fluorescens, P. aeruginosa dan A. hydrophila.

Rumput laut sebagai bahan antimikroba yang dapat digunakan untuk
mengatasi masalah penyakit pada budidaya ikan karena rumput laut
mengandung senyawa bioaktif sebagai antibakteri. Salah satu rumput laut yang
banyak ditemukan di perairan Indonesia adalah rumput laut jenis Glacilaria sp
(Wiyanto, 2010).

Menurut Taskin et al. (2007) ekstrak kasar dari semua algae yang diuji
kecuali C. officinalis menunjukkan hambatan terhadap S. aureus dan U. rigida
merupakan ekstrak yang paling efektif. Aktivitas hambatan paling tinggi terdapat
pada E. aerogenes (34.00 £ 1.00 mm) dari C. officinalis dan diikuti dengan E. coli
dan E. faecalis. D. dichotoma mempunyai aktivitas hambatan yang paling rendah
(10.66 + 1.52 mm). Ekstrak C. barbata mempunyai aktivitas spektrum yang
paling luas, D. dichotoma dan H. filicina mempunyai aktivitas yang paling rendah
terhadap mikroorganisme. Metabolit primer atau sekunder dari rumput laut ini
mungkin mengandung senyawa bioaktif yang berpotensi untuk industri obat.
Hasil penelitian juga dilaporkan bahwa aktivitas algae dapat digunakan sebagai
antiviral, antibakteri dan antifungal yang berpengaruh terhadap beberapa
pathogen (Vitor et al., 2002).

Dalam dekade terakhir ini, berbagai variasi struktur senyawa bioaktif yang
sangat unik dari isolat algae merah telah berhasil diisolasi. Namun pemanfaatan

sumber bahan bioaktif dari algae belum banyak dilakukan. Berdasarkan proses



biosintesisnya, algae laut kaya akan senyawa turunan dari oksidasi asam lemak
yang disebut oxylipin. Melalui senyawa ini berbagai jenis senyawa metabolit
sekunder diproduksi (Putra, 2006).

Misonou et al. (2003) melaporkan bahwa jenis rumput laut merah
Phorphyra yeszoensis mengandung potensi senyawa antioksidan yang dapat
menghambat penetrasi sinar UV yang kuat ke dalam jaringan atau sel. Menurut
Kardono (2004) terdapat sekitar 2500 jenis senyawa bioaktif dari laut yang telah
berhasil diisolasi dan diidentifikasi, dan 93 % diantaranya diperoleh dari rumput
laut.

Ekstrak methanol dari 56 rumput laut di Afrika Selatan yang berasal kelas
Chlorophyta (hijau), Phaeophyta (coklat) dan Rhodophyta (merah), dari ketiga
kelas rumput laut tersebut yang mempunyai antibakteri paling tinggi terdapat

pada kelas Phaeophyta (Choudhury, et al., 2005).

1.2 Rumusan Masalah
Salah satu permasalahan yang sering dihadapi oleh para pembudidaya
ikan ialah penyakit, salah satunya penyakit patogen seperti bakteri Aeromonas
dan Pseudomonas, dalam penelitian ini diharapkan dengan pemberian ekstrak
kasar fenol Gracilaria verrucosa dapat mengetahui daya hambat dari bakteri
patogenik tersebut. Oleh karena itu penelitian tentang Uji Daya Hambat Bakteri
Patogenik Air Tawar perlu dilakukan dengan rumusan masalah sebagai berikut:
1. Bagaimana respon daya hambat dari ekstrak kasar fenol Gracillaria
verucosa terhadap pertumbuhan bakteri Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas sp?
2. Spesies bakteri patogenik manakah yang daya hambatnya paling

besar setelah diberikan ekstrak kasar fenol Gracillaria verucosa?



1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui daya hambat ekstrak
kasar fenol Gracillaria verucosa terhadap pertumbuhan bakteri Aeromonas

hydrophila, Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas sp.

1.4 Hipotesis
Ho : Diduga ekstrak kasar fenol Gracillaria verucosa tidak dapat
menghambat  pertumbuhan  bakteri Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas sp.
H; : Diduga ekstrak kasar fenol Gracillaria verucosa dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida

dan Pseudomonas sp.

1.5 Kegunaan

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi awal tentang
kemampuan antimikroba dari ekstrak kasar fenol Gracillaria verucosa dalam
menghambat jenis bakteri Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida dan
Pseudomonas sp, serta dapat digunakan sebagai upaya penanggulangan
penyakit yang sering disebabkan oleh bakteri pathogen Aeromonas hydrophila,

Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas sp.

1.6 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan,
Fakultas Perikanan dan Illmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang dan
Laboratorium Kimia Universitas Islam Negeri Malang pada Bulan April sampai

Juni 2013.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Gracilaria verrucosa
2.1.1 Morfologi dan Klasifikasi

Rumput laut (seaweed) merupakan tanaman makro alga yang hidup di
laut, tidak memiliki akar, batang, daun sejati dan umumnya hidup di dasar
perairan. Fungsi akar, batang dan daun yang tidak dimiliki rumput laut tersebut
digantikan oleh thallus. Rumput laut disebut tanaman karena memiliki klorofil (zat
hijau daun) sehingga bisa berfotosintesis (Juneidi, 2004).

Rumput laut dapat dikelompokkan dalam 5 jenis yaitu Cyanophyta (alga
biru), Chlorophyta (alga hijau), Chrysophyta (alga keemasan), Phaeophyta (alga
coklat) dan Rhodophyta (alga merah). Dari kelima jenis tersebut yang memiliki
nilai ekonomis penting karena kandungan senyawa kimia yang dimilikinya adalah
alga hijau, alga merah dan alga coklat. Ketiganya merupakan sumber potensial
senyawa bioaktif yang sangat bermanfaat bagi pengembangan industri farmasi
sebagai anti bakteri, anti kanker, anti tumor atau sebagai reversal agent dan
industri agrokimia terutama untuk antifeedant, fungisida dan herbisida (Susanto,
2008).

Gracilaria verrucosa merupakan salah satu spesies alga merah yang
banyak tumbuh di perairan Indonesia. Alga merah merupakan kelompok yang
jenis-jenisnya memiliki berbagai bentuk dan variasi warna. Salah satu ciri alga
merah adalah warnanya akan berubah menjadi ungu atau merah jika mengalami
kekeringan akibat terkena sinar matahari langsung (Juneidi, 2004).

Ciri-ciri  Gracilaria verrucosa adalah memiliki thallus silindris, licin,
berwarna kuning-coklat atau kuning-hijau. Percabangan berselang seling tidak

beraturan, kadang-kadang berulang-ulang memusat ke bagian pangkal. Cabang-



cabang lateral memanjang menyerupai rambut, ukuran panjang sekitar 250 mm
dengan diameter thallus 0,5-1,5 mm (Atmadja, 1996).

Adapun klasifikasi Gracilaria verrucosa adalah sebagai berikut :

Kerajaan : Plantae
Divisi : Thallophyta
Kelas : Rhodophyta
Ordo : Gigartinales
Famili : Solieriaceae
Genus : Gracilaria
Specise : Gracilaria verrucosa 24
Gambar 1 Gracilaria verrucosa

2.1.2 Habitat dan Penyebaran

Rumput laut jenis G.verrucosa merupakan salah satu jenis alga merah
(Rhodophyta) yang tumbuh di daerah tropik dan subtropik yang tumbuh dominan
di perairan laut dangkal (Komarawidjaja dan Kurniawan, 2008).

Sjafrie (1990), menyatakan bahwa Gracilaria verrucosa umumnya hidup
sebagai fitobentos, melekat dengan bantuan cakram pelekat pada substrat
padat. Terdiri dari kurang lebih 100 spesies yang menyebar luas dari perairan
tropis sampai subtropis. Hal ini menyebabkan beberapa ilmuan menyebutnya
sebagai spesies yang kosmopolit. Gracilaria verrucosa hidup di daerah litoral
dan sub litoral, sampai kedalaman tertentu, yang masih dapat dicapai oleh
penetrasi cahaya matahari. Beberapa jenis hidup di perairan keruh, dekat muara
sungai.

2.1.3 Manfaat dan Kegunaan
Pengembangan upaya menggali potensi laut sangat menarik perhatian,

bukan saja terhadap pembudidayaannya tetapi juga terhadap kelestarian



sediaan alaminya. Salah satu diantarannya adalah rumput laut, yang merupakan
sumber bahan pangan dan sumber bahan obat — obatan maupun industri.

Rumput laut selama ini dimanfaatkan sebagai makanan untuk manusia.
Akan tetapi, dengan semakin banyaknya kemajuan ilmu pengetahuan,
pemanfaatan rumput laut sudah digunakan juga sebagai bahan baku pada
industri obat-obatan, tekstil, minuman, kosmetik, pasta gigi dan sebagainya
(Indriani et al., 2003).

Gracilaria verrucosa merupakan salah satu jenis rumput laut penghasil
agar-agar yang tumbuh di Indonesia. Jenis G. verrucosa ini banyak
dibudidayakan di Indonesia karena proses pemeliharaan yang mudah. G.
verrucosa sebagai penghasil agar, banyak dimanfaatkan untuk pembuatan media
tumbuh bakteri dan produk makanan (Teddy, 2009).

2.1.4 Bahan Aktif

Senyawa-senyawa yang diisolasi dari rumput laut diketahui memiliki
fungsi sebagai antibakterial (bakterisidal). Senyawa-senyawa tersebut antara lain
asam amino, terpenoids, phlorotanin, asam acrilic, senyawa phenol, steroid,
hologenated keton dan alkanes, cyclic polysulphida dan asam lemak (Mtolera
dan Semesi, 1996).

Alga merah juga mengandung senyawa phenol dari golongan florotannin
yang memiliki kemampuan antibakteri dan antifungi (Chkhikvishvili dan
Ramazanov, 2000). Ballantine et al (1987) menyatakan bahwa Gracilaria
verrucosa memiliki kemampuan antibakteri pada jenis Bacillus subtilus dan
Staphylococcus aureus.

Kakita et al (1999) menyatakan bahwa Gracilaria verrucosa memiliki
bahan aktif hemaglutinin. Terdapat 4 jenis hemaglutinin yang terkandung di
dalam G. verrucosa. Yang pertama adalah GVA-1 yang merupakan protein atau

glycoprotein dengan kandungan karbohidrat yang rendah. Yang kedua adalah



proteo-glycan dengan berat 49 kDa. yang ketiga adalah H-GVH, polisakarida
sulfat dengan berat molekul yang besar. Yang keempat adalah adalah L-GVH
dengan berat molekul yang rendah. Jenis yang pertama dan kedua, memiliki
berat molekul rendah, struktur oligomer dan tidak memiliki ikatan disulfida.

Selain sebagai bahan antibakteri, rumput laut juga dapat digunakan
sebagai salah satu bahan imunostimulan. Karagenan, substansi yang banyak
terdapat pada alga merah (Rhodophyta) termasuk di dalamnya Gracilaria
verrucosa, memiliki kandungan bahan aktif B-Glucan yang dapat digunakan
sebagai imunostimulan untuk meningkatkan sistem kekebalan tubuh baik pada
ikan maupun udang.

Rachmaniar (1996) dalam Prajitno (2006) mengatakan bahwa beberapa
jenis rumput laut dari perairan pantai Indonesia mempunyai aktivitas sebagai zat
antibakteri, antara lain E. cottonii, E. spinosum, G. verrucosa, G. conferviodes,
Sargassum sp, H. opuntia yang menunjukkan aktivitas antibakteri patogen pada
Staphylococcus aureus, Bacillubtilis, V. parahaemolyticus dan Vibrio harveyii.

Menurut Prajitno, (2006) menyatakan bahwa pada E. cottonii, Gracilaria
verrucosa maupun H. opuntia pada konsentrasi 3 % mempunyai sifat
bakteriostatik dan bakteriosidal terhadap bakteri Vibrio harveyii, pada ekstrak H.
opuntia mengandung 52,25% fenolik (flavonoid). Hal ini dipertegas oleh Pelczar,
et al (1988) menyatakan bahwa persenyawaan fenolik sebagai antibakteri
menghambat pertumbuhan dan metabolisme bakteri dengan cara merusak
membran sitoplasma dan mendenaturasi protein sel. Golongan senyawa kimia
utama yang mempunyai sifat antibakteri adalah fenol, alkohol, halogen, logam
berat, zat warna, deterjen, senyawa kuarter, asam dan basa. Senyawa fenol
dapat berinteraksi dengan komponen dinding sel bakteri sehingga
mengakibatkan permeabilitas pada sel bakteri dan dapat juga berdifusi kedalam

sel sehingga mengakibatkan pertumbuhan bakteri terhambat atau mati, selain itu
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senyawa ini juga dapat menembus membran dan berinteraksi dengan material
genetik sehingga bakteri mengalami mutasi (Trisnawati dan Susanto, 2003).

2.2 Bakteri Aeromonas hydrophila
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi

Bakteri Aeromonas hydrophila menurut Buchanan dan Gibsons (1974),

diklasifikasikan sebagai berikut :

Filum : Protophyta

Klas : Schizomyecetes

Ordo : Pseudomonodale
Family : Vibrionceae

Genus : Aeromonas

Spesies : Aeromonas hydrophila

Secara morfologis bakteri ini berbentuk batang pendek dengan ukuran
1,0-1,5 um dan lebar 15,7-15,8 um, termasuk bakteri gram negatiif, bersifat motil,
bergerak dengan satu polar flagella, oksidatif fermentatif, termasuk bakteri
fakulatif anaerobik dan merupakan bakteri peyebab penyakit Haemorrhagic
septicaemia yaitu bakteri yang merusak jaringan dan organ pembuat sel darah.
Suhu optimum untuk pertumbuhannya adalah 37° C (Kabata, 1985).

Penyakit yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophila bersifat oportunis
yaitu mampu berkembangbiak menjadi ganas pada keadaan optimum.
Kemampuan bakteri Aeromonas hydrophila menyebabkan penyakit pada ikan
disamping karena dapat membiak dengan cepat dalam tubuh ikan juga bergerak
aktif dengan flagellanya melalui aliran darah ke seluruh tubuh sehingga dapat
merusak organ dalam ikan seperti ginjal, hati dan limpa. Bakteri ini memiliki pili
dan merupakan salah satu indikator virulensi Aeromonas hydrophila karena
dibutuhkan oleh bakteri patogen untuk menempel pada inang sebelum infeksi

(Lallier dan Daignealt, 1984).
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Gejala ikan apabila terserang bakteri Aeromonas hydrophila menurut
Afrianto dan Liviawaty (1992) akan memperlihatkan tanda-tanda: Warha
tubuhnya berubah menjadi agak gelap, kulit menjadi kasat dan timbul
pendarahan, selanjutnya akan menjadi borok (haemorhagic), kemampuan
berenangnya akan menurun dan sering mengambang dipermukaan air
karena insangnya rusak dan sulit bernafas, sering terjadi pendarahan pada
organ dalam seperti hati, ginjal, maupun limpa. Kadang juga terlihat
perutnya agak kembung (dropsy), seluruh siripnya rusak dan insangnya
menjadi berwarna keputih-putihan, mata rusak dan agak menonjol.

2.2.2 Pertumbuhan dan Perkembangbiakan

Bakteri Aeromonas hydrophila bersifat fakulatif anaerob yaitu bakteri yang
dapat hidup dengan atau tanpa adanya oksigen (Kabata, 1985) dan akan tumbuh
tersebar di seluruh medium jika diinokulasikan pada medium cair. Bakteri ini
dapat tumbuh pada kisaran suhu 15-30°C, pH 5,5-9. Pembiakannya secara
aseksual dengan memanjangkan sel diikuti pembelahan satu sel menjadi dua sel
selama lebih kurang 10 menit (Volk dan Wheeler, 1993).

Bakteri Aeromonas hydrophila tidak dapat hidup lama tanpa inangnya,
suhu optimal bagi pertumbuhannya 22 — 28° C, pada suhu 35°C pertumbuhannya
terhambat. Genus Aeromonas mempunyai habitat di lingkungan perairan tawar,
keberadaan Aeromonas erat hubungannya dengan jumlah kandungan bahan
organik di perairan atau sedimen dasar. Bakteri ini diakui sebagai patogen bagi
hewan berdarah dingin (Holmes et al., 1996).

Aeromonas hydrophila sering muncul pada musim kemarau, karena pada
musim ini kandungan bahan organik perairan tinggi. Kandungan O, yang rendah,
suhu tinggi, dan akumulasi bahan organik atau sisa metabolisme ikan serta pola
padat penebaran dengan kepadatan tinggi akan berkorelasi positif terhadap

perkembangbiakannya (Christian et al., 2001).
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2.3 Bakteri Aeromonas salmonicida
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi

Bakteri A. salmonicida menurut Buchanan dan Gibsons (1974),

diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Proteobacteria

Phylum : Gammaproteobacteria
Class : Aeromonadales

Genus : Aeromonas

Species : Aeromonas salmonicida

Aeromonas salmonicida merupakan bakteri gram negatif, Bakteri gram-
negatif adalah bakteri yang tidak mempertahankan zat warna metal ungu pada
metode pewarnaan gram. A. Salmonicida berbentuk batang pendek ( 1,3-2,0 x
0,8-1,3 um ), non motil atau tidak bergerak, tidak membentuk spora, fakultatif
anaerob, resisten terhadap 0/129, pertumbuhan optimum pada suhu 22°C, G+C
ratio 57-63%, memproduksi brown pigmen yang diffusible (untuk strain typical).
Koloni bakteri ini berwarna putih, kecil, bulat, dan cembung. Strain typical dapat
menghasilkan pigmen coklat yang akan lebih kelihatan apabila medium ditambah
dengan tyrosine atau phenylalanine. Pada media dengan kandungan asam
amino tinggi pigmen coklat akan jelas kelihatan pada umur kultur 48 jam. Secara
biokimia bakteri ini mempunyai sifat-sifat : oksidase positif dan memfermentasi
glukosa (Wirsan, 2011).

2.3.2 Pertumbuhan dan Perkembangbiakan

Aeromonas salmonicida adalah bakteri berbentuk batang pendek dengan
ukuran 1,3-2,0 x 0,8-1,3 um, bersifat gram negatif, non motil, tidak membentuk
spora maupun kapsul dan bersifat aerob. Bakteri ini tidak dapat hidup tanpa
inangnya dan suhu optimal bagi pertumbuhannya antara 22-28°C, sedangkan

pada suhu 35°C pertumbuhannya terhambat. Bakteri ini dapat ditemukan pada
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air laut maupun air tawar dan dikenal sebagai penyebab penyakit furunculosis.
Gejala klinis yang timbul akibat penyakit ini adalah: pembengkakan dibawah kulit
yang biasanya menjadi luka terbuka berisi nhanah dan darah, sirip putus atau
patah, pendarahan pada insang, ptechiae pada otot serta usus dibagian
belakang lengket dan bersatu. Bakteri ini menyerang ikan Mas. Infeksi bakteri ini
menunjukkan gejala klinis luka pada bagian badannya,insang luka, perdarahan
diperut, perdarahan diusus (BKIPM, 2010).

2.4 Bakteri Pseudomonas sp
2.4.1 Klasifikasi dan Morfologi

Bakteri Pseudomonas menurut Buchanan dan Migula (1894),

diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Order : Pseudomonales
Family : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas

Morfologi dari genus Pseudomonas ini adalah sel tunggal, batang lurus
atau melengkung, namun tidak berbentuk heliks, pada umumnya berukuran 0.5 —
1.0 um X 1.5 — 4.0 ym. Biasanya motil dengan flagelum polar : Monotriks atau
multitriks, bereaksi negatif terhadap pewarnaan Gram, kemoorganotrop.
Beberapa spesies merupakan kemolitotrof fakultatif, dapat menggunakan H, atau
CO sebagai sumber energy, O, merupakan penerima electron universal,
beberapa spesies dapat melakukan denitrifikasi dengan menggunakan nitrat
sebagai penerima pilihan, aerobik sejati, kecuali spesies - spesies yang dapat
menggunakan denitrifikasi sebagai cara respirasi anaerobik, katalase positif

(Pelczar dan Chan, 1986).



14

Bakteri Pseudomonas sangat penting dalam keseimbangan lingkungan.
Bakteri ini biasanya aktif dalam dekomposisi aerobik dan biodegradasi, oleh
karena itu memainkan peranan penting dalam siklus karbon. Selain itu, bakteri ini
meliputi spesies yang bersifat pathogen pada manusia, hewan maupun
tumbuhan (Todar, 2004). Menurut Hasanudin (2003), bakteri Pseudomonas sp.
telah diteliti sebagai agen pengendali hayati penyakit tumbuhan. Di seluruh dunia
perhatian kepada golongan bakteri Pseudomonas sp. ini dimulai dari penelitian
yang dilakukan di University of California, Barkeley pada tahun 70-an.

2.4.2 Pertumbuhan dan Perkembangbiakan

Bakteri Pseudomonas termasuk pada grup bakteri gram negatif. Anggota-
anggota genus ini dapat ditemukan secara luas baik di tanah, air tawar maupun
air laut. Bakteri ini sering ditemukan berasosiasi dengan tanaman maupun hewan
sebagai agen penyakit (Todar, 2004). Pseudomonas terbagi atas beberapa grup,
diantaranya adalah sub-grup berpendar (fluoredcent) yang dapat mengeluarkan
pigmen phenazine (Brock & Madigan, 1988).

Banyak spesies dari genus bakteri ini yang mampu menghasilkan pigmen
pada bahan pangan, diantaranya Pseudomonas fluorescen yang menghasilkan
pigmen berwarna hijau, Pseudomonas nigrifican yang menghasilkan pigmen
berwarna hitam pada makanan yang mengandung priotein. Bakteri kelompok ini
mampu tumbuh pada suhu rendah kecuali Pseudomonas aeruginosa dan
Pseudomonas flurescen yang dapat tumbuh pada suhu 37°C (Anonymous?,
2011).

2.5 Ekstrak Fenol
2.5.1 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan salah satu proses pemisahan senyawa dari
campurannya dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Ragam ekstraksi yang

tepat bergantung pada tekstur dan kandungan air bahan tumbuhan yang
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diekstraksi dan pada jenis senyawa yang diisolasi (Khopkar, 1990). Ekstraksi

dibedakan menjadi 2 macam vyaitu ekstraksi secara dingin dan ekstraksi secara

panas (Dinda, 2009 dalam Samad, 2010).

a. Ekstraksi Secara Dingin

Metode Maserasi : Cara pengekstrakan sederhana dengan cara
merendam sampel dalam suatu solven selama beberapa hari pada
suhu kamar adan terlindung dari cahaya. Metode ini digunakan jika
sampel mempunyai sifat mudah larut dalam pelarut.

Metode soxhletasi : Metode ekstraksi sampel secara
berkesinambungan, cairan ekstrak dipanaskan hingga menguap, uap
cairan ekstrak akan terkondensasi menjadi molekul-molekul air oleh
pendingin balik dan turun mengekstrak sampel dalam kondensor dan
selanjutnya masuk lagi ke dalam labu alas bulat setelah melewati
pipa sifon.

Metode perklorasi : Cara ekstraksi dengan mengalirkan sampel

dalam bentuk serbuk yang telah dibasabhi.

b. Ekstarsi Secara Panas

Metode refluks : Metode ini banyak digunakan jika sampel yang
akan diekstrak mempunyai tekstur kasar dan tahan terhadap
pemanasan langsung.

Metode destilasi uap : Metode yang digunakan untuk mengekstrak
sampel yang mengandung minyak yang mudah menguap atau
mengandung senyawa kimia yang mempunyai titik didih tinggi pada

tekanan udara normal.
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2.5.2 Senyawa Fenol

Menurut Magsood (2010) dalam Samad (2010), senyawa fenolik adalah
zat bioaktif secara luas pada tanaman dan merupakan elemen penting yang
biasa digunakan oleh manusia untuk menurunkan berat badan. Senyawa fenolik
terdiri dari berbagai macam senyawa seperti flavonoid (anthocyanin, flavonol,
flavol, dIl) dan beberapa kelas non flavonoid (asam fenola, lignins, stilbenes).
Senyawa fenolik bervariasi dalam struktur dan jumlah gugus hidroksil,
menyebabkan variasi dalam aktivitas antioksidan. Secara umum, senyawa
fenolik bertindak sebagai antioksidan melalui mekanisme dari tindakan yang
berbeda, seperti pembilasan radikal bebas, menghilangkan spesies oksigen
reaktif, penghambatan enzim oksidatif, chelation dari logam transisi melalui
interaksi dengan biomembran. Oleh karena itu, senyawa ini telah dianggap
sebagai calon potensial yang menjanjikan sebagai pelindung terhadap oksidasi
lipid dan biologis penuaan jaringan.

Fenol memiliki rumus kimia CGHSOH dengan struktur molekul sebagai

berikut :

OH

Gambar 2. Struktur Molekul Fenol
Fenol banyak terdapat di alam biasanya berasal dari bahan — bahan
organik yang telah membusuk atau bahan — bahan yang terdapat di alam.
Misalnya saja bahan — bahan yang mengandung lignin karena di dalam ligninlah

terdapat gugus fenol yang nantinya bisa diuraikan melalui beberapa proses
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misalnya dengan hidrolisis, pirolisis, ekstraksi dan lain- lain. Fenol merupakan

turunan dari benzen (C6H6) yang salah satu gugus atomnya kehilangan atom H
yang di sebut fenil, dengan rumus C.H, (Anonymous, 2013).

2.6 Uji Aktivitas Antibakteri

Pengukuran aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi
(Pharmacopeial, 1993). Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering
digunakan, metode difusi dapat dilakukan 3 cara yaitu metode silinder, lubang
dan cakram kertas. Metode silinder yaitu meletakkan beberapa silinder yang
terbuat dari gelas atau besi tahan karat di atas media agar yang telah diinokulasi
dengan bakteri. Tiap silinder ditempatkan sedemikian rupa hingga berdiri di atas
media agar, diisi dengan larutan yang akan diuji dan diinkubasi. Setelah
diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah
hambatan di sekeliling silinder. Metode lubang yaitu membuat lubang pada agar
padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang
disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian lubang diisi dengan larutan yang
akan diuji. Setelah diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada
tidaknya daerah hambatan disekeliling lubang. Metode cakram kertas yaitu
meletakkan cakram kertas yang telah direndam larutan uji di atas media padat
yang telah diinokulasi dengan bakteri. Setelah diinkubasi, pertumbuhan bakteri
diamati untuk melihat ada tidaknya daerah hambatan disekeliling cakram
(Kusmiyati, 2006).

Menurut Pelczar dan Chan (1988), berdasarkan mekanisme kerjanya,
antibakteri dibagi menjadi 5 kelompok, yaitu:

1. Merusak dinding sel yaitu dengan menghambat pembentukan dan

mengubahnya setelah selesai terbentuk.
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2. Mengganggu permeabilitas sel yaitu dengan merusak membran sel.
Fungsi membran sel adalah mempertahankan bahan-bahan dalam sel
serta mengatur aliran keluar masuknya bahan lain. Adanya kerusakan
pada membran ini mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan sel atau
matinya.

3. Merubah molekul protein dan asam nukleat vyaitu dengan
mendenaturasikan protein dan asam nukleat sehingga kerusakan sel
tidak dapat diperbaiki lagi karena hidup suatu sel tergantung pada
molekul protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiah.

4. Menghambat kerja enzim dengan mengganggu reaksi biokimiawi.
Penghambatan ini dengan mengakibatkan terganggunya metabolisme
sel.

5. Menghambat sintesis asam nukleat dan protein. Gangguan pada
pembentukan atau fungsi-fungsi DNA, RNA dan protein dapat
mengakibatkan kerusakan total pada sel, karena zat-zat tersebut

memegang peranan penting dalam proses kehidupan normal sel.



3. MATERI DAN METODE PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah : gelas ukur, labu
erlenmeyer, cawan petri, autoclave, bunsen, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
jarum ose, spatula, hot plate, lemari pendingin, sprayer dan mistar.

3.1.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah : Ekstrak Fenol
Rumput Laut Gracilaria verrucosa, biakan murni bakteri Aeromonas hydrophila
kepadatan 10’ sel/ml, Aeromonas salmonicida kepadatan 10’ sel/ml,
Pseudomonas sp kepadatan 10’ sel/ml, diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya dengan kepadatan awal 10® sel /ml.
TSA (Trypton Soya Agar), NB (Nutrient Broth) kapas, tissue, kertas saring, kertas
label, aluminium foil, cotton swab, kertas cakram steril, aquabides dan alkohol
70%.

3.2 Metode dan Rancangan Penelitian
3.2.1 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimen yaitu
mengadakan percobaan untuk melihat suatu hasil atau hubungan kausal antara
variabel-variabel yang diselidiki (Nazir, 1988). Tujuan eksperimen adalah untuk
menemukan hubungan sebab dan akibat antara variabel. Hasil yang diperoleh
menegaskan bagaimana hubungan kausal antara variabel-variabel yang diselidiki
dan seberapa besar hubungan sebab dan akibat tersebut, dengan cara
memberikan perlakuan tertentu pada beberapa kelompok eksperimental dan
menyediakan kontrol untuk perbandingan. Teknik pengumpulan data dilakukan
dengan observasi langsung atau dengan pengamatan secara langsung (Nazir,

1988).
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3.2.2 Uji Pendahuluan

Uji pendahuluan dilakukan untuk memperoleh konsentrasi senyawa
fenolik dari ekstrak Gracilaria verrucosa sebagai antibakteri. Konsentrasi yang
digunakan yaitu 1 ppt, 1.5 ppt dan 2 ppt. Kemudian diuji cakram dengan
menggunakan bekteri A. hydrophila, A. salmonicida dan Pseudomonas sp
dengan konsentrasi 10" sel/ml. Parameter yang diamati yaitu besarnya daerah
hambatan pada kertas cakram yang sudah direndam oleh ekstrak fenol Gracilaria
verrucosa.
3.2.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL) untuk percobaan yang mempunyai media atau
tempat percobaan yang seragam atau homogen, sehingga RAL banyak
digunakan untuk percobaan di laboratorium, rumah kaca, dan peternakan.
Karena lingkungan homogen maka lingkungan atau tempat percobaan tidak
memberikan pengaruh pada respon yang diamati dan model untuk RAL adalah
sebagai berikut (Sastrosupadi, 2000) :

Yi=p+Ti+ g
Keterangan:

Y; : Respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
> Nilai tengah umum

T; : Pengaruh perlakuan ke-i

g; : Pengaruh kesalahan (gallat) percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan
ke-j

i 1,2, 3 (perlakuan)

j 1,2, 3 (ulangan)

Dalam penelitian yang dilakukan, perlakuan yang diamati adalah
pengaruh perbedaan dosis ekstrak fenol alga merah G. verrucoa terhadap

perkembangbiakan bakteri A. hydrophila, A. Salmonicida dan Pseudomonas sp
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pada petridisk yang diamati selama 24 jam. Pengamatan didasarkan pada
besarnya daerah hambatan yang diukur dengan satuan milimeter (mm).
Tingkatan dosis yang digunakan adalah 3 perlakuan, yaitu dengan menggunakan
perbandingan antara ekstrak dengan pelarut, dosis yang digunakan adalah 1ppt,
1,5ppt, 2ppt. Untuk mempermudah dalam menganalisis diperlukan kontrol (K)
sebagai pembanding yaitu tanpa pemberian ekstrak fenol Gracilaria verrucosa
dengan menggunakan pelarut aguades. Sehingga Masing-masing perlakuan
diulang sebanyak 3 kali, jumlah sampel yang diamati adalah sebanyak 12
termasuk kontrol. Rancangan perlakuan penelitian dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rancangan perlakuan penelitian.

Ulangan
Perlakuan 1 5 3
Kontrol K1 K, Ks
A Ax A, Az
B B, B, B
C C; C, Cs

Gambar 3. Denah Penelitian

Keterangan:
K = Kontrol (tanpa pemberian ekstrak fenol Gracilaria verrucosa dengan

menggunakan Aquades)

A=1ppt
B = 1.5 ppt
C =2 ppt

1, 2, 3: Ulangan
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3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Persiapan Penelitian
Persiapan penelitian yang akan dilakukan meliputi ekstraksi senyawa
fenolik G.verrucosa, pengukuran kadar ekstrak fenol G.verrucosa, pembiakan
bakteri A. hydrophila, persiapan alat dan persiapan hewan uji.
Menurut Lestario et al. (2008) ekstraksi senyawa fenolik dan pengukuran
kadar ekstrak fenol G. verrucosa adalah sebagai berikut :
a. Ekstraksi senyawa fenolik G. verrucosa
» Pembuatan ekstrak fenol G.verrucosa
¢ Disiapkan bahan G. verrucosa dalam keadaan kering
e Dibersihkan dan dipisahkan dari kotoran-kotoran yang menempel
e Dipotong kecil-kecil dan diblender hingga halus
¢ Ditimbang sebanyak 1000 gram
e Dimasukkan ke dalam plastik dan diberi kertas label
e Disiapkan 5 buah beaker glass
o Dimasukkan bahan ke dalam masing-masing beaker glass sebanyak
200 gram dengan ditambahkan pelarut sebanyak 600 ml (perbandingan
1:3) menggunakan pelarut etanol 96 % (sesuai dengan hasil penelitian
pendahuluan, dapat dilihat pada Lampiran 3)
¢ Didiamkan selama 48 jam (sesuai dengan hasil penelitian pendahuluan,
dapat dilihat pada Lampiran 3) untuk mendapatkan ekstrak polifenol
G.verrucosa.
e Untuk mendapatkan ekstrak fenol murni dapat dilihat di Lampiran 4.
b. Pengukuran kadar ekstrak fenol G.verrucosa
e Disiapkan 3 buah tabung reaksi untuk wadah ekstrak fenol

¢ Diisi tabung reaksi dengan aquades secukupnya

¢ Bahan ditimbang dan diletakkan ke dalam cawan petri
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o Diambil dan dihomogenkan bahan dengan menggunakan spatula dari
cawan petri dimasukkan ke dalam tabung reaksi
o Diberi kertas label sebagai penanda
¢ Dilakukan vortex untuk menghomogenkan larutan
e Larutan disimpan ke dalam tabung reaksi
¢ Disiapkan spektofotometer untuk mengukur kandungan fenol
e Baca absorbansinya dengan panjang gelombang 460 nm menggunakan
spektofotometer
o Diperoleh hasil kadar ekstrak fenol G. verrucosa
c. Pembiakan bakteri A. hydrophila, A. salmonicida dan Pseudomonas
Bakteri A. hydrophila, A. salmonicida dan Pseudomonas diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran dengan kepadatan 10° sel/ml
sebanyak 1000 ml. Bakteri yang digunakan yaitu dengan kepadatan 10’ sel/ml,
sehingga untuk mendapatkan kepadatan bakteri tersebut harus dilakukan
perhitungan pengenceran dengan menggunakan rumus menurut Cappucino

(1988), sebagai berikut :

N1_V1 :Nz.

Dimana :
N, : Kepadatan populasi bakteri dalam media NB (sel/ml)
N, : Kepadatan populasi bakteri yang dikehendaki (sel/ml)
V1 : Volume suspensi bakteri dalam NB yang dibutuhkan
V,: Volume media air dalam wadah pemeliharaan ikan
3.3.2 Pelaksanaan Penelitian
a. Sterilasi Alat dan Bahan
e Alat-alat yang akan digunakan dicuci menggunakan detergen,
dikeringkan kemudian dibungkus dengan menggunakan kertas koran

dan diikat menggunakan benang
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e Air secukupnya dituang ke dalam autoclave (Gambar 4), kemudian alat
yang telah dibungkus kertas koran dimasukkan ke dalam autoclave dan
ditutup rapat dengan mengencangkan baut secara simetris.

e Kompor pemanas dinyalakan, setelah mencapai suhu 121°C dan
tekanan menunjukkan 1 atm, keadaan ini dipertahankan sampai 15-20
menit dengan cara membuka dan atau menutup kran uap yang berada
di bagian atas tutup autoclave

o Kompor dimatikan. Tunggu beberapa saat sampai termometer dan
manometer menunjukkan angka 0 (nol), kemudian buka kran uap lalu
buka penutup autoclave dengan cara simetris.

e Alat dan bahan yang sudah disterilkan diambil.

e Alat yang telah disterilkan disimpan dalam kotak penyimpanan,
sedangkan bahan yang telah disterilkkan disimpan dalam lemari

pendingin.

Gambar 4. Alat Sterilisasi Autoclave (Anonymous, 2012).
b. Sterilisasi tempat perlakuan
Selain alat dan bahan, tempat dan laboran harus steril guna menghindari
kontaminan. Tangan laboran yang bersinggungan, meja dan barang disekitar
tempat perlakuan harus selalu dalam kondisi aseptis. Untuk menghindari
kontaminasi, tangan laboran dilindungi dengan memakai sarung tangan.

Sedangkan untuk penutup mulut, laboran menggunakn masker. Sterilisasi tempat
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dapat dilakukan dengan cara kimia menggunakan alkohol maupun cara fisika
dengan pembakaran langsung menggunakan bunsen maupun dengan

penyinaran dengan sinar UV. Sterilisasi dapat dilihat pada Gambar 5.

Desinfeksi meja kerja

E_'l_.__f} acinprod sckidar mecia kbcoja dengan alkoheodl 70565
heberapa kale, samapas imerabs

letakkan alat dan bahan vang
diperlukan

%mh dilinmdnm «an aknn
lagd dewnzan alkalwod
clam da Aoy ke s

3 penhuk:m':u tamgan

letakkan pombakar aparibus labo biarkan
acks=niar

Inste-habi alkohol ssnzat nusdab kerbakar

Gambar 5. Sterilisasi Tempat dan Tangan Laboran (Anonymous, 2012).

c. Pembuatan Media TSA (Triptic Soya Agar)

TSA merk OXOID dengan dosis 40 gram/L

e Ditimbang 40 gram TSA

¢ Dimasukkan dalam erlenmeyer berisi 540 mL aquadest

e Diaduk pada kondisi hangat diatas hotplate sampai tercampur rata

e Erlenmeyer ditutup dengan kapas dan alumunium foil kemudian
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

o Ditiriskan erlemeyer setelah disterilisasi
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¢ Dituangkan ke dalam cawan petri yang telah disterilisasi sebelumnya
sebanyak 36 cawan

o Disterilisasi dengan menggunakan bunsen saat penuangan (Gambar 6)

¢ Ditunggu sampai mengeras (menjadi agar)

e Dibalik cawan petri

e Diletakkan cawan petri ke dalam plastik dan dimasukkan ke dalam

lemari pendingin

e Panaskan lagi apabila akan digunakan kembali
MEMUANG MEDLA

panazskan mulul
crlenieser

I!||;|.|1_L|.|:L;||aﬁ||1|.'|lu sl masah ratakan dengan nemgeevans cavwan
canr <5 O
Gambar 6 Teknik Penuangan Media (Anonymous, 2012).
d. Uji Cakram
Prosedur pelaksanan Uji cakram adalah sebagai berikut dan dapat dilihat
pada Gambar 7 :
e 3 inokulum biakan murni bakteri ditanam dalam 4 ml media cair
(Nutrient Broth) dan diinkubasi pada suhu 35°C selama 3 jam sehingga

terbentuk kekeruhan yang sama dengan larutan Standart Mc Farland

(107 sel/ml).



27

e Disiapkan petridisk yang telah terdapat media TSA

¢ Disiapkan tabung reaksi steril untuk perlakuan konsentrasi ekstrak fenol

o Disiapkan kertas cakram steril direndam ke dalam ekstrak fenol alga
merah selama 30 menit berdasarkan konsentrasi yang telah ditentukan.

e Diambil 100uL bakteri (10" sel/ml) dan dimasukkan ke dalam cawan
petri yang telah berisi media agar dengan ketebalan £ 6 mm.

o Bakteri diratakan dengan triangle

o Kertas cakram yang telah ditiriskan dan diletakkan pada permukaan
lempeng agar

o Dibaca hasil setelah diinkubasi pada suhu ruang (37°C) selama 24-48
jam dengan mengukur daerah hambat yang terbentuk di sekitar kertas
cakram

¢ Diameter zona hambat diukur dengan menggunakan mistar

e Untuk mengetahui sifat dari setiap konsentrasi yang dilakukan, maka
setelah pengukuran diameter zona hambat dilakukan inkubasi kembali
selama 24 jam pada suhu 35°C. Apabila pada daerah bening terlihat
adanya pertumbuhan bakteri, ini berarti dosis tersebut bersifat

bakteriostatis; tetapi apabila sebaliknya, berarti dosis tersebut bersifat

bakteriosidal.

Gambar 7. Metode Penanaman Bakteri Dengan Spread dan Metode Pengujian
Antibiotik Kirby- Bauer (Anonymous, 2012).
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Cara peletakan kertas cakram dalam petridisk harus memenuhi kaidah —
kaidah sebagai berikut :
o Jarak kertas cakram dengan tepi petridisk tidak boleh kurang dari 15
mm.
o Jika jumlah kertas cakram lebih dari satu, maka jarak antar cakram
tidak boleh kurang dari 24 mm.
e Saat meletakkan kertas cakram tidak boleh sedikitpun bergeser, karena

mengurangi validasi pengukuran.

Pengukuran berdasarkan diameter daerah hambatan dalam milimeter.
Hambatan akan tampak sebagai daerah bening di sekeliling cakram disk
yang menunjukkan bahwa pada daerah tersebut tidak ditumbuhi bakteri. Lebar
daerah hambatan tergantung daya resap obat ke dalam agar dan tingkat
resistensi bakteri terhadap dosis obat.

3.4 Analisis Data

Data yang diperoleh dilakukan analisis secara statistik dengan
menggunakan analisis keragaman atau uji F (ANOVA) sesuai dengan rancangan
yang dipergunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh perlakuan (variabel bebas) terhadap respon parameter
yang diukur atau uji F. Apabila nilai uji F berbeda nyata atau berbeda sangat
nyata maka dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) untuk menentukan
perbedaan antar dua perlakuan. Untuk mengetahui hubungan antara perlakuan
digunakan uji polynomial orthogonal yang memberikan keterangan mengenai

pengaruh perlakuan terbaik.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik Ekstrak Kasar Fenol Gracilaria verrucosa

Sampel kering Gracilaria verrucosa sebanyak 1000 gram yang diekstrak
dengan perendaman selama 2x24 jam menggunakan pelarut etanol 96% dengan
perbandingan 1:3 menghasilkan filtrat yang berupa cairan berwarna coklat.
Setelah pemekatkan dengan rotary evaporator dan ditreatmen sebanyak tiga kali,
diperoleh ekstrak kasar (crude ekstrack) pekat berwarna coklat tua sebanyak
15,31 gram berat kering. Untuk lebih jelasnya karakteristik ekstrak kasar
Gracilaria verrucosa dapat dilihat pada Tabel 2 berikut :

Tabel 2. Karakteristik ekstrak kasar Fenol Gracilaria verrucosa

No | Karakteristik Nilai
1. | Rendemen 1,53 %
2. | Amax 369 nm
3. | FT-IR

- Serapan Asam Karboksilat

(Fenol) — OH 3.433 nm

- Serapan aldehida — C-H 2.921 nm
- Serapan lkatan Aromatik
- C=C 1.635 nm
4. | Total Fenol 12.450 ppm

Hasil spektrofotometri (analisa laboratorium Kimia Analitik) dengan
pereaksi folin denis reagen dan sodium carbonate, didapatkan bahwa total
kandungan fenol rumput laut Gracilaria verrucosa dari berat sampel yang
diperoleh 15,31 gram dengan serapan kuat pada gelombang Infra Red 369 nm
dan total fenol sebesar 80% (12.450 ppm), sedangkan 20% senyawa lainnya
adalah senyawa aldehida dan ikatan aromatik. Amsler dan Fairhead (2006);

Arnold dan Nensi (2000) menjelaskan bahwa besarnya varibilitas kandungan
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fenol pada rumput laut tergantung dari faktor eksternal (lingkungan) seperti
hebivora, cahaya, kedalaman, salinitas, nutrient, musim dan faktor intrinsik
seperti umur, panjang dan ukuran tubuh, tipe jaringan.

Karakterisasi senyawa menggunakan  spektroskopi  ultraviolet
memberikan hasil berupa spektra dan data absorbansi serta panjang gelombang
maksimum (Amax = 369 nm) dari isolat senyawa. Hasil spektra spektroskopr UV-

Vis dapat dilihat pada gambar 8.

= = = a - i =, ersstim)

]
8

Gambar 8. Spektra UV-Vis Total Fenol
Berdasarkan hal tersebut dapat dilakukan pendugaan terhadap senyawa
yang terkandung dalam sampel. Hasil spekta total fenol dapat dilhat pada

Gambar 9.
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Gambar 9. Spektra FT-Infra Red Total Fenol
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Gambar 9 menunjukkan bahwa panjang gelombang standar untuk
senyawa phenol (C6H50H) berada pada 3200 nm, sedangkan pada Gracilaria
verrucosa panjang gelombangnya bergeser ke nilai yang lebih besar yaitu 3.433
nm. Panjang gelombang 3.433 menunjukkan adanya unsur aromatik atau ikatan
rangkap terkonjugasi (C=C). Menurut SNI 2004 semua fenol dalam air akan
bereaksi dengan 4-aminoantipirin pada pH 7,9+0,1 dalam suasana larutan kalium
ferrisianida akan membentuk warna merah kecoklatan dari antipirin.

4.2 Hasil Daya Hambat Bakteri dengan Uji Cakram

Uji daya hambat dengan metode disc atau cakram dengan menggunakan
lempengan agar yang disemai dengan mikroorganisme penguji. Kertas cakram
yang berisi zat antimikroba diletakkan di atas lempengan agar/petridish yang
telah disemai dengan mikroorganisme penguji. Penghambat pertumbuhan
mikroorganisme oleh zat antimikroba terlihat sebagai wilayah jernih sekitar
pertumbuhan mikroorganisme seperti yang diperkenalkan oleh (William Kirby dan
Elfred Batier, 1966; Lay, 1994). Lebar zona hambatan yang dibentuk ekstrak
Gracilaria verrucosa tergantung pada daya serapnya ke dalam agar dan
kepekaan kuman terhadap antibakteri tersebut. Cara cakram ini menghasilkan
kategori sensitivitas terhadap antimikroba berdasarkan difusi antimikroba dari
kertas cakram ke dalam agar yang dikemukakan oleh Bonang dan Koeswardono,

(1992) dalam Laminem, (2007).
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4.2.1 Hasil rata-rata jumlah daya hambat bakteri A. hydrophila
Hasil data rata-rata jumlah daya hambat bakteri A. hydrophila pada uji
cakram dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Data Jumlah Daya Hambat Pada Uji Cakram Bakteri A. hydrophila

Ulangan
Perlakuan Total Rata-Rata SD
1 2 3

Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 | 5.00 15.00 5.00 0
Perlakuan A (1 ppt) 12.00 | 13.00 | 12.00 | 37.00 12.33 0.58

Perlakuan B (1.5 ppt) 15.50 | 15.00 | 13.50 | 44.00 14.67 1.04

Perlakuan C (2 ppt) 16.50 | 15.00 | 16.50 | 48.00 16.00 0.87

Total 49.00 | 48.00 | 47.00 | 144.00 48.00 2.48

Berdasarkan hasil penelitian, jumlah rata-rata uji daya hambat bakteri A.
hydrophila pengamatan 24 jam dapat dilihat dengan konsentrasi dosis 1 ppt
diperoleh nilai rata-rata 12.33; konsentrasi 1.5 ppt diperoleh nilai rata-rata 14.67;
konsentrasi 2 ppt diperoleh nilai rata-rata 16.00; dan yang terakhir untuk kontrol
diperoleh nilai rata-rata diameter hambat 5,00, pada pengamatan 48 jam daerah
bening di sekeliling kertas cakram ditumbuhi oleh bakteri A. hydrophila sehingga
dapat disimpulkan bahwa dosis ekstrak Gracilaria verrucosa tersebut bersifat
bakteriostatik pada bakteri A. hydrophila. Untuk mengetahui ada tidaknya
pengaruh pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa terhadap daya hambat bakteri
A. hydrophila maka dilakukan analisa sidik ragam, tabel analisa sidik ragam
dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Analisis Keragaman A. hydrophila

Sidik Ragam Db JK KT F Hitung F5% F1%
Perlakuan 3 216.67 72.22 133.333 4.07 7.59
Acak 8 4.33 0.54 xE
Total 11 221.00

Keterangan : ** berbeda sangat nyata
Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Gracilaria
verrucosa memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap jumlah total

daya hambat terhadap bakteri A. hydrophila. Hal ini ditunjukkan dengan nilai F
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hitung yang lebih besar dari F 5% tetapi lebih kecil dari F 1% yang berarti dosis

pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa berpengaruh terhadap jumlah total daya

hambat terhadap bakteri A. hydrophila. Sehingga perlu dilakukan Uji Beda Nyata

Terkecil (BNT) untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan. Hasil uji

BNT dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Uji Beda Nyata Terkecil

BNT) Daya Hambat Bakteri A. hydrophila

ILIATE Y PO P1 P2 P3 "

gatiala FerS O 1233 | 1467 | 16.00 <
K=5.00 3 : : i a
C=12.33 7,33 L - : b
B=14.67 9.67 2.33% ] ; c
A=16.00 11.00 3.67 133" ’ c

Hubungan antara perlakuan pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa

terhadap jumlah total daya hambat terhadap bakteri Aeromonas hydrophila

diperlukan analisa regresi. Table sidik ragam regresi dapat dilihat pada table 6.

Tabel 6. Sidik Ragam Regresi

Sidik Ragam Db JK KT F Hitung
Perlakuan 3 216.67 -
Linear 1 187.2666667 187.2666667 345.7230769
Kuadratik 1 27 27 49.84615385
Kubik 1 2.4 2.4 4.430769231
Acak 8 4.33 0.541666667
Total 11 221.00

Hasil perhitungan regresi

bentuk regresi yang digunakan adalah linier,

didapatkan persamaan y= 5.6571 + 5.6381x dan determinasi (R®) adalah 0.9628

dapat dilihat pada gambar 10.
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Gambar 10. Grafik Daerah Hambat Pertumbuhan A. hydrophila
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4.2.2 Hasil rata-rata jumlah daya hambat bakteri A. salmonicida
Hasil data rata-rata jumlah daya hambat bakteri A. salmonicida pada uji
cakram dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7. Data Jumlah Daya Hambat Pada Uji Cakram Bakteri A. salmonicida

Ulangan
Perlakuan Total | Rata-Rata SD
1 2 3
Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 | 5.00 | 15.00 5.00 0
Perlakuan A (1 ppt) 12.00 | 13.00 | 12.00 | 37.00 12.33 0.58
Perlakuan B (1.5 ppt) 13.50 | 12.50 | 14.00 | 40.00 13.33 0.76
Perlakuan C (2 ppt) 17.50 | 13.50 | 14.00 | 45.00 15.00 2.18
Total 48.00 | 44.00 | 45.00 | 137.00 45.67 3.52

Berdasarkan hasil penelitian, jumlah rata-rata uji daya hambat bakteri A.
salmonicida pengamatan 24 jam dapat dilihat dengan konsentrasi dosis 1 ppt
diperoleh nilai rata-rata 12.33; konsentrasi 1.5 ppt diperoleh nilai rata-rata 13.33;
konsentrasi 2 ppt diperoleh nilai rata-rata 15.00; dan yang terakhir untuk kontrol
diperoleh nilai rata-rata diameter hambat 5,00, pada pengamatan 48 jam daerah
bening di sekeliling kertas cakram ditumbuhi oleh bakteri A. salmonicida
sehingga dapat disimpulkan bahwa dosis ekstrak Gracilaria verrucosa tersebut
bersifat bakteriostatik pada bakteri A. salmonicida. Untuk mengetahui ada
tidaknya pengaruh pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa terhadap daya
hambat bakteri A. salmonicida maka dilakukan analisa sidik ragam, tabel analisa
sidik ragam dapat dilihat pada tabel 8.

Tabel 8, Analisis Keragaman A. salmonicida

Sidik Ragam Db IK KT 7 F5% | F1%
Hitung
Perlakuan 3 175.58 58.53 41.314 4.07 7.59
Acak 8 11.33 1.42 **
Total 11 186.92

Keterangan : ** berbeda sangat nyata
Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Gracilaria
verrucosa memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap jumlah total

daya hambat terhadap bakteri A. salmonicida. Hal ini ditunjukkan dengan nilai F
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hitung yang lebih besar dari F 5% tetapi lebih kecil dari F 1% yang berarti dosis
pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa berpengaruh terhadap jumlah total daya
hambat terhadap bakteri A. salmonicida. Sehingga perlu dilakukan Uji Beda
Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan. Hasil
uji BNT dapat dilihat pada Tabel 9.

Tabel 9. Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri A. salmonicida

PO P1 P2 P3 '

Rata-rata Perlakuan 500 1233 1333 15.00 Notasi
K=5.00 - - - - a
C=12.33 7.33** - - - b
B=13.33 8.33 1.00" - - b
A=15.00 10.00 2.67 1.67™ - b

Hubungan antara perlakuan pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa
terhadap jumlah total daya hambat terhadap bakteri Aeromonas salmonicida
diperlukan analisa regresi. Table sidik ragam regresi dapat dilihat pada table 10.

Tabel 10. Sidik Ragam Regresi

Sidik Ragam Db JK KT F Hitung
Perlakuan 3 175.58 -
Linear 1 144.15 144.15 101.7529412
Kuadratik 1 24.08333333 24.08333333 17
Kubik 1 7.35 7.35 5.188235294
Acak 8 11.33 1.416666667
Total 11 186.92

Hasil perhitungan regresi bentuk regresi yang digunakan adalah linier,
didapatkan persamaan y= 5.781 + 5.0095x dan determinasi (R?) adalah 0.9379

dapat dilihat pada gambar 11.
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Gambar 11. Grafik Daerah Hambat Pertumbuhan A. salmonicida
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4.2.3 Hasil rata-rata jumlah daya hambat bakteri Pseudomonas
Hasil data rata-rata jumlah daya hambat bakteri Pseudomonas pada uji
cakram pengamatan 24 jam dapat dilihat pada Tabel 11.

Tabel 11. Data Jumlah Daya Hambat Pada Uji Cakram Pseudomonas 24 jam

Ulangan
Perlakuan Total | Rata-Rata SD
1 2 3

Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 | 5.00 | 15.00 5.00 0
Perlakuan A (1 ppt) 13.00 | 15.50 | 11.50 | 40.00 13.33 2.02
Perlakuan B (1.5 ppt) 16.00 | 14.00 | 14.50 | 44.50 14.83 1.04
Perlakuan C (2 ppt) 15.00 | 17.00 | 15.00 | 47.00 15.67 1.15
Total 49.00 | 51.50 | 46.00 | 146.50 48.83 4.22

Berdasarkan hasil penelitian, jumlah rata-rata uji daya hambat bakteri
Pseudomonas pengamatan 24 jam dapat dilihat dengan konsentrasi dosis 1 ppt
diperoleh nilai rata-rata 13.33; konsentrasi 1.5 ppt diperoleh nilai rata-rata 14.83;
konsentrasi 2 ppt diperoleh nilai rata-rata 15.67; dan yang terakhir untuk kontrol
diperoleh nilai rata-rata diameter hambat 5,00. Untuk mengetahui ada tidaknya
pengaruh pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa terhadap daya hambat bakteri
Pseudomonas maka dilakukan analisa sidik ragam, tabel analisa sidik ragam
dapat dilihat pada tabel 12.

Tabel 12. Analisis Keragaman Pseudomonas 24 Jam

Sidik Ragam Db JK KT i F5% | F1%
Hitung
Perlakuan B 216.203 | 72.08 | 44355 | 407 | 7.59
Acak 8 13.00 | 163 >
Total 11 | 229.23

Keterangan : ** berbeda sangat nyata

Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Gracilaria
verrucosa memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap jumlah total
daya hambat terhadap bakteri Pseudomonas. Hal ini ditunjukkan dengan nilai F
hitung yang lebih besar dari F 5% tetapi lebih kecil dari F 1% yang berarti dosis
pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa berpengaruh terhadap jumlah total daya

hambat terhadap bakteri Pseudomonas. Sehingga perlu dilakukan Uji Beda
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Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan. Hasil
uji BNT dapat dilihat pada Tabel 13.

Tabel 13. Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri Pseudomonas

24 jam.
PO P1 P2 P3 .
Rata-rata Perlakuan 5 00 1333 1483 1567 Notasi
K=5.00 - - - - a
C=13.33 8.33** - - - b
B=14.83 9.83 1.50™ - - b
A=15.67 10.67 2.33 0.83™ - b

Hubungan antara perlakuan pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa
terhadap jumlah total daya hambat terhadap bakteri Pseudomonas diperlukan
analisa regresi. Tabel sidik ragam regresi dapat dilihat pada table 14.

Tabel 14. Sidik Ragam Regresi

Sidik Ragam db JK KT F Hitung
Perlakuan 3 216.23 -
Linear 1 168.3375 168.3375 103.5923077
Kuadratik 1 42.1875 42.1875 25.96153846
Kubik 1 5.704166667 | 5.704166667 | 3.51025641
Acak 8 13.00 1.625
Total 11 229.23

Bentuk regresi yang digunakan adalah linier, didapatkan persamaan y=
6.0476 + 5.4762x dan determinasi (R?) adalah 0.9101 dapat dilihat pada gambar

12.
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Gambar 12. Grafik Daerah Hambat Pertumbuhan Pseudomonas 24 jam
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Hasil data rata-rata jumlah daya hambat bakteri Pseudomonas pada uiji
cakram pengamatan 48 jam dapat dilihat pada Tabel 15.

Tabel 15. Data Jumlah Daya Hambat Pada Uji Cakram Pseudomonas 48 jam

Ulangan
Perlakuan Total Rata-Rata SD
1 2 3
Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 5.00 5.00 15.00 5.00 0
Perlakuan A (1 ppt) 14.50 | 16.00 | 12.50 | 43.00 14.33 1.76
Perlakuan B (1.5 ppt) 16.50 | 15.50 | 15.50 | 47.50 15.83 0.58
Perlakuan C (2 ppt) 17.00 | 18.50 | 17.00 | 52.50 17.50 0.87
Total 53.00 | 55.00 | 50.00 | 158.00 52.67 3.20

Berdasarkan pengamatan 48 jam dengan konsentrasi dosis 1 ppt
diperoleh nilai rata-rata 14.33; konsentrasi 1.5 ppt diperoleh nilai rata-rata 15.83;
konsentrasi 2 ppt diperoleh nilai rata-rata 17.50; dan yang terakhir untuk kontrol
diperoleh nilai rata-rata diameter hambat 5,00, sehingga dapat disimpulkan
bahwa pada pengamatan 48 jam dosis ekstrak Gracilaria verrucosa pada bakteri
Pseudomonas bersifat bakteriosidal ditunjukkan dengan adanya daerah bening
yang semakin melebar disekeliling cakram yang tidak ditumbuhi oleh bakteri.
Pernyataan ini didukung oleh Anonymous (2012), bahwa bakteriosidal adalah
adanya daerah bening disekeliling cakram disk yang menunjukkan bahwa pada
daerah tersebut tidak ditumbuhi bakteri. Untuk mengetahui adanya pengaruh
pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa terhadap daya hambat bakteri
Pseudomonas maka dilakukan analisa sidik ragam, tabel analisa sidik ragam
dapat dilihat pada tabel 16.

Tabel 16. Analisis Keragaman Pseudomonas 48 Jam

Sidik Ragam | Db IK KT 2 F5% | F1%
Hitung
Perlakuan 3 281.83 | 93.94 | 90.187 | 407 | 7.59
Acak 8 833 | 104 =
Total 11 | 290.17

Keterangan : ** berbeda sangat nyata
Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Gracilaria

verrucosa memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap jumlah total
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daya hambat terhadap bakteri Pseudomonas. Hal ini ditunjukkan dengan nilai F

hitung yang lebih besar dari F 5% tetapi lebih kecil dari F 1% yang berarti dosis

pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa berpengaruh terhadap jumlah total daya

hambat terhadap bakteri Pseudomonas. Sehingga perlu dilakukan Uji Beda

Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan. Hasil

uji BNT dapat dilihat pada Tabel 17.

Tabel 17. Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri Pseudomonas

48 jam.
PO P1 P2 P3 |
Rata-rata Perlakuan 500 1433 15 83 1750 Notasi
K=5.00 - - - - A
C=14.33 9.33** - - - b
B=15.83 10.83 1.50" - - b
A=17.50 12.50 3.17 1.67"™ - b

Hubungan antara perlakuan pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa

terhadap jumlah total daya hambat terhadap bakteri Pseudomonas diperlukan

analisa regresi. Tabel sidik ragam regresi dapat dilihat pada table 18.

Tabel 18. Sidik Ragam Regresi

Sidik Ragam db JK KT F Hitung
Perlakuan 3 281.83 -
Linear 1 228.15 228.15 219.024
Kuadratik 1 44.08333333 | 44.08333333 42.32
Kubik 1 9.6 9.6 9.216
Acak 8 8.33 1.041666667
Total 11 290.17

Bentuk regresi yang digunakan adalah linier, didapatkan persamaan y=

6.0524 + 6.3238x dan determinasi (R?) adalah 0.9312 dapat dilihat pada gambar

13.
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Dilihat dari data hasil penelitian ini, dari hasil data yang didapatkan,
bahwa ekstrak Gracilaria verrucosa pada bakteri A. hydrophila, A. salmonicida
dan Pseudomonas dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan respon
hambatan pertumbuhan lemah dengan ditandai adanya nilai rata-rata diameter
zona hambat 11 - 15 mm. Hal ini dapat dilihat pada table 19.

Tabel 19. Klasifikasi Respon Hambatan (Greenwood, (1995) dalam Riniwati

Di(sralezt)er Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan
<10 mm Tidak ada
11 -15mm Lemah
16 — 20 mm Sedang
> 20 mm Kuat

Untuk mengetahui cara perhitungan analisa sidik ragam disajikan pada
lampiran 1 dan perhitungan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) disajikan pada
lampiran 2, dimana hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
Gracilaria verrucosa memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap
jumlah total daya hambat terhadap bakteri A. hydrophila, A. salmonicida dan
Pseudomonas. Hal ini ditunjukkan dengan nilai F hitung yang lebih besar dari F
5% tetapi lebih kecil dari F 1% yang berarti dosis pemberian ekstrak Gracilaria
verrucosa berpengaruh terhadap jumlah total daya hambat terhadap A.
hydrophila, A. salmonicida dan Pseudomonas. Sehingga perlu dilakukan Uji
Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan.
4.3 Perbandingan diameter zona penghambatan bakteri A. hydrophila, A.

salmonicida dan Pseudomonas terhadap pemberian ekstrak Kasar
Fenol Gracilaria verrucosa

Hasil dari perbandingan diameter zona hambat setelah pemberian ekstrak

kasar Gracilaria verrucosa sebagai daya anti bakteri terhadap bakteri patogenik

air tawar dari masing-masing bakteri A. hydrophila, A. salmonicida dan
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Pseudomonas memberikan hasil yang berbeda dari masing-masing perlakuan,

dapat dilihat pada gambar 14.
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Gambar 14. Gambar Grafik Perbandingan diameter zona hambat pada bakteri A.
hydrophila, A. salmonicida dan Pseudomonas.

Hasil perbandingan dari masing-masing bakteri pada pemberian ekstrak
Gracilaria verrucosa menunjukkan bahwa pada perlakuan kontrol memiliki hasil
daya hambat yang sama yaitu 5 mm, sedangkan untuk perlakuan 1 ppt, 1.5 ppt
dan 2 ppt menunjukkan bahwa daya hambat ektrak Gracilaria verrucosa pada
bakteri Pseudomonas memiliki daya hambat lebih tinggi di bandingkan dengan
bakteri Aeromonas hydrophila maupun Aeromonas salmonicida, selain itu dosis
ekstrak Gracilaria verrucosa bersifat bakteriosidal pada bakteri Pseudomonas
setelah pengamatan 48 jam.

4.4 Lingkungan Hidup Bakteri A. hydrophila, A. salmonicida dan
Pseudomonas.
4.4.1 pH

Berdasarkan pengukuran pH, didapatkan nilai pH media sebesar 7.
Kondisi ini baik untuk pertumbuhan bakteri. Disamping nutrisi yang memadai,
sejumlah kondisi lain harus dipenuhi untuk menumbuhkan bakteri. Media harus

mempunyai pH yang tepat yaitu tidak terlalu asam dan tidak terlalu basa, pada

dasarnya tidak satupun bakteri dapat tumbuh baik pada pH lebih dari 8.
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Sebagian besar bakteri patogen tumbuh baik pada pH netral (pH = 7) atau pada
pH yang sedikit basa (Volk dan Wheeler, 1993).
4.42 Suhu

Suhu yang diterapkan selama masa inkubasi dapat mempengaruhi laju
pertumbuhan bakteri, karena mempengaruhi laju semua reaksi seluler. Suhu
yang diukur pada penelitian adalah suhu inkubator. Pada saat penelitian, suhu
inkubator yang digunakan sebesar 32°C untuk A. hydrophila, A. salmonicida dan
Pseudomonas. Mangunwardoyo et al. (2010) menyatakan bahwa suhu optimum

untuk pertumbuhan Aeromonas berkisar antara 20 — 40°C.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian Uji Daya Hambat Bakteri Patogenik Air

Tawar Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas sp

Setelah Pemberian Ekstrak Kasar Gracilaria verrucosa, maka dapat disimpulkan

sebagai berikut:

Pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa memberikan pengaruh yang
berbeda sangat nyata terhadap daya hambat bakteri Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida dan Pseudomonas.

Hasil perbandingan dari masing-masing bakteri pada pemberian ekstrak
Gracilaria verrucosa menunjukkan bahwa pada perlakuan kontrol memiliki
hasil daya hambat yang sama yaitu 5 mm, sedangkan untuk perlakuan 1
ppt, 1.5 ppt dan 2 ppt menunjukkan bahwa daya hambat ektrak Gracilaria
verrucosa pada bakteri Pseudomonas memiliki daya hambat lebih tinggi
di bandingkan dengan bakteri Aeromonas hydrophila maupun Aeromonas
salmonicida, selain itu dosis ekstrak Gracilaria verrucosa bersifat

bakteriosidal pada bakteri Pseudomonas setelah pengamatan 48 jam.

5.2 Saran

Perlu adanya penelitian lebih lanjut untuk mendapatkan dosis yang

optimal serta mengetahui kemampuan antimikroba dari ekstrak Gracilaria

verrucosa terhadap bakteri patogen lainnya.
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Lampiran 1. Analisis Keragaman Bakteri A. hydrophila, A. salmonicida dan
Pseudomonas

Tabel Data Hasil Pengamatan Daya Hambat Bakteri A. hydrophila

Ulangan
Perlakuan Total Rata-Rata
1 2 3
Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 | 5.00 15.00 5.00
Perlakuan A (1 ppt) 12.00 | 13.00 | 12.00 37.00 12.33
Perlakuan B (1.5 ppt) 15.50 | 15.00 | 13.50 |  44.00 14.67
Perlakuan C (2 ppt) 16.50 | 15.00 | 16.50 48.00 16.00
Total 49.00 | 48.00 | 47.00 144.00 48.00

Perhitungan :

 (144)2
T 2P

FK = 1726

JKtotal = [{5)2+(5)%+(5)%+ .-+ (16.5)°] — 1728
= 1949 — 1728
=221

15)2 4+ (37)% + (44)% + (48)°
]KP‘erlakuan=[( )7+ ( }3( ) ¢ }]—1?28

= 194467 — 1728
= 216.67

JKAcak = 221 — 216.67
= 4,33

Tabel Analisis Keragaman A. hydrophila

Sidik Ragam db JK KT iy F5% | F1%
Hitung
Perlakuan 3 216.67 | 72.22 | 133.333| 407 | 7.59
Acak 8 433 0.54 =
Total 11 221.00

Keterangan : ns = (tidak berbeda nyata)
* = (berbeda nyata)

** = (berbeda sangat nyata)
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Tabel Data Hasil Pengamatan Daya Hambat Bakteri A. salmonicida

Perlakuan 4ehday Total Rata-Rata
1 2 3
Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 5.00 15.00 5.00
Perlakuan A (1 ppt) 12.00 | 13.00 | 12.00 37.00 12.33
Perlakuan B (1.5 ppt) 13.50 | 12.50 | 14.00 40.00 13.33
Perlakuan C (2 ppt) 17.50 | 13.50 | 14.00 45.00 15.00
Total 48.00 | 44.00 | 45.00 137.00 45.67
Perhitungan :
FK = 5gY = 1564.08
=12 4 '
JKtotal = [{(5)% + (5)% + (5)% + .-+ (14)2%] — 1564.08
= 1751 — 1564.08
= 186.92
15)% + (37)% + (40)% + (45)°
JE Perlakuan = [(15)" + (37) 3 (40) (45) ]— 1564.08
= 1739.67 — 1564.08
= 17558
JKAcak = 186,92 — 175.58
=11.33
Tabel Analisis Keragaman A. salmonicida
Sidik Ragam db K KT ) F5% | F1%
Hitung
Perlakuan 3 175.58 58.53 41.314 4.07 7.59
Acak 8 11.33 1.42 **
Total 11 186.92

Keterangan : ns = (tidak berbeda nyata)
* = (berbeda nyata)

** = (berbeda sangat nyata)
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Tabel Data Hasil Pengamatan Daya Hambat Bakteri Pseudomonas 24 jam

Perlakuan LLalfgn Total Rata-Rata
1 2 3
Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 | 5.00 15.00 5.00
Perlakuan A (1 ppt) 13.00 | 15.50 | 11.50 | 40.00 13.33
Perlakuan B (1.5 ppt) 16.00 | 14.00 | 14.50 | 44.50 14.83
Perlakuan C (2 ppt) 15.00 | 17.00 | 15.00 | 47.00 15.67
Total 49.00 | 51.50 | 46.00 | 146.50 48.83
Perhitungan :
FK = Suidiys 1788.52
=R EY ¢ '
JKtotal = [{5)% + (5)° +(5)?+ -+ (15)°] — 1788.52
= 2017.75—1788.52
= 229.23
15)% + (40)2 + (44.5)% + (47)°
JE Perlakuan = [(15)"+ (40) 3( ) (47) ]— 1788.52
= 2004.75 — 1788.52
= 216.23
JEK Acak = 22923 — 216.23
=13
Tabel Analisis Keragaman Pseudomonas 24 Jam
A . F 5 0
Sidik Ragam db JK KT Hitung F5% F1%
Perlakuan 3 216.23 72.08 44.355 4.07 7.59
Acak 8 13.00 1.63 **
Total 11 229.23

Keterangan : ns = (tidak berbeda nyata)
* = (berbeda nyata)

** = (berbeda sangat nyata)
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Tabel Data Hasil Pengamatan Daya Hambat Bakteri Pseudomonas 48 jam

Perlakuan Ldendan Total Rata-Rata
1 2 3
Kontrol (tanpa perlakuan) | 5.00 | 5.00 | 5.00 | 15.00 5.00
Perlakuan A (1 ppt) 14.50 | 16.00 | 12.50 | 43.00 14.33
Perlakuan B (1.5 ppt) 16.50 | 15.50 | 15.50 | 47.50 15.83
Perlakuan C (2 ppt) 17.00 | 18.50 | 17.00 | 52.50 17.50
Total 53.00 | 55.00 | 50.00 | 158.00 52.67

Perhitungan :

_ (158)2

FK
12

= 2080.33

JKtotal = [{5)% + (5)° +(5)%+ -+ (17)°] — 2080.33
= 2370.50 — 2080.33
= 290.17

15)% + (43)% + (47.5)* + (52.5)°
JE Perlakuan = [(15)7+ (43) 3( ) ( ) ]— 2080.33

= 2362.17 —2080.33
= 281.83

JK Acak = 290.17 — 281.83
=833

Tabel Analisis Keragaman Pseudomonas 48 Jam

Sidik Ragam | db IK KT Hit';ng F5% | F1%
Perlakuan 3 281.83 | 93.94 | 90.187 | 407 | 7.59
Acak 8 833 | 1.04 =

Total 11 | 29017

Keterangan : ns = (tidak berbeda nyata)
* = (berbeda nyata)
** = (berbeda sangat nyata)
Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Gracilaria
verrucosa memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap jumlah total

daya hambat terhadap A. hydrophila, A. salmonicida dan Pseudomonas. Hal ini
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ditunjukkan dengan nilai F hitung yang lebih besar dari F 5% tetapi lebih kecil
dari F 1% vyang berarti dosis pemberian ekstrak Gracilaria verrucosa
berpengaruh terhadap jumlah total daya hambat terhadap A. hydrophila, A.
salmonicida dan Pseudomonas. Sehingga perlu dilakukan Uji Beda Nyata

Terkecil (BNT) untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan.



Lampiran 2. Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Bakteri A. hydrophila

SED = ./(2x0.54)/3 = 0.600925213

BNT 5% = 2.306 x 0.600925213 = 1.39

BNT 1% = 3.355 x 0.600925213 = 2.02

Tabel Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri A. hydrophila

PO P1 P2 P3 .

Rata-rata Perlakuan 5 00 1233 1467 16.00 Notasi
K=5.00 - - - - A
C=12.33 7.33*%* - - - B
B=14.67 9.67 2.33** - - C
A=16.00 11.00 3.67 1.33" - C

Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Bakteri A. salmonicida

SED = /(2x1.42)/3 = 0971825316

BNT 5%; = 2,306 % 0971825316 = 2.24

BNT 1% = 3.355 % 0971825316 = 3.26

Tabel Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri A. salmonicida

PO P1 P2 P3 .

Rata-rata Perlakuan 500 1233 1333 15.00 Notasi
K=5.00 - - - - A
C=12.33 7.33%* - - - B
B=13.33 8.33 1.00™ - - B
A=15.00 10.00 2.67 1.67™ - B

Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Bakteri Pseudomonas 24 jam

SED = /(2x1.63)/3 = 1.040833

BNT 5% = 2.306 x 1.0408333 = 2.40
BNT 1% = 3.355 x 1.040333 = 349

Tabel Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri Pseudomonas

MV oW PO P1 P2 P3 e

RIS sat B 1333 | 14.83 1567 S 1y
K=5.00 . i ¥ Y A
C=13.33 8.33" L - : B
B=14.83 9.83 1.50° 5 i B
A=15.67 10.67 233 0.83" : B
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Perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Bakteri Pseudomonas 48 jam

SED = ./(2x1.04)/3 = 0.833333

BNT 5% = 2.306 x 0.833333 = 1.92

BNT 1% = 3.355 % 0.833333 = 2.580

Tabel Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Daya Hambat Bakteri Pseudomonas

PO P1 P2 P3 .

Rata-rata Perlakuan 5 00 1433 1583 1750 Notasi
K=5.00 - - - - A
C=14.33 9.33** - - - B
B=15.83 10.83 1.50™ - - B
A=17.50 12.50 3.17 1.67™ - B




Lampiran 3. Bagan Uji Pendahuluan

1) Penentuan Pelarut yang Terbaik

G. verrucosa

ASETON ETANOL ETANOL
98% 96 % 80%

Pelarut Terbaik Fenol

Pada penelitian pendahuluan yang dilakukan untuk mengetahui pelarut
terbaik untuk maserasi, diujicobakan macam-macam pelarut berdasarkan tingkat
kepolarannya yaitu aseton 98%, etanol 80%, etanol 96% dan akuades. Setelah
diujicobakan ternyata pelarut aseton 98% telah menguap pada saat dilakukan
proses maserasi, pada maserasi dengan menggunakan etanol 80%, setelah
dilakukan pengukuran panjang gelombang ternyata hasilnya lebih rendah
daripada etanol 96% begitu juga pada akuades. Setelah pengukuran panjang
gelombang dengan menggunakan spektofotometer panjang gelombangnya juga
lebih rendah dibandingkan dengan etanol 96% (etanol 80% : 0,007 mg/l, etanol
96% : 0,015 mg/l, akuades : 0,000 mg/l). Sehingga dari penelitian pendahuluan
tersebut, dapat disimpulkan bahwa pelarut terbaik yang digunakan untuk

maserasi rumput laut Gracilaria verrucosa adalah etanol 96%.
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2) Penentuan Lama Perendaman (Maserasi) Terbaik Mnggunakan Pelarut
Etanol 96%

EKSTRAK FENOL G. verrucosa

48 JAM

Waktu Perendaman
(Maserasi) Terbaik

Setelah mengetahui hasil pelarut terbaik untuk maserasi, penelitian
pendahuluan dilanjutkan dengan mencari waktu maserasi terbaik, range waktu
yang disarankan adalah selama 24 jam, 48 jam dan 72 jam. Pelarut yang
digunakan dalam maserasi adalah etanol 96%, dengan waktu maserasi selama
24 jam didapatkan hasil panjang gelombang yang rendah, sedangkan pada
waktu maserasi 72 jam, pelarut menguap pada 24 jam pertama maserasi
sebelum penyaringan dilakukan. Sehingga dari hasil tersebut, dapat disimpulkan
bahwa waktu maserasi yang optimal adalah 48 jam, setelah pengukuran panjang
gelombang didapatkan hasil panjang gelombang lebih tinggi dibandingkan

dengan maserasi 24 jam (etanol 96% 48 jam : 0,015 mg/l).
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3) Penentuan Dosis Antibakteri Menggunakan Ekstrak Fenol G. Verrucosa

EKSTRAK FENOL G. verrucosa

&
<«

l
-

Pada penelitian sebelumnya diketahui bahwa range dosis kurang dari 1
ppt tidak optimum apabila digunakan untuk antibakteri, sedangkan apabila lebih 2
ppt fenol akan bersifat bactericidal (membunuh bakteri). Sehingga dari hasil
penelitian tersebut, disarankan penelitian lanjutan menggunakan range dosis 1
ppt, 1,5 ppt dan 2 ppt. Pada penelitian lanjutan yang menggunakan uji cakram,
didapatkan hasil dosis fenol yang menghasilkan daya hambat lebih tinggi adalah

dosis 1,5 ppt.



Lampiran 4. Isolasi Senyaw

a Fenolik G. verrucosa

Glacilaria verrucosa

(kering)

v

Dibersihkan dan dipisahkan dari kotoran-kotoran
yang menempel

Dipotong kecil-kecil hingga halus

Ditimbang sebanyak 1000 gram bahan
Dimasukkan ke dalam plastik dan diberi kertas
label

Beaker glass

Disiapkan 5 buah beaker glass

Dimasukkan bahan ke dalam masing-masing
beaker glass sebanyak 200 gram

Di maserasi menggunakan pelarut etanol 96 %
sebanyak 600 ml (perbandingan 1:3)

Didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang (di
tempat yang gelap)

Diulang 2 kali

Ekstrak Polifenol G.verrucosa

A 4

Dipekatkan dengan rotary evaporator vacuum,
dengan suhu 40° C hingga tidak ada pelarut tidak
berbau

Dianalisa jumlah fenol dengan menggunakan
spektofotometer

Senyawa Fenolik G. verrucosa [—| Analisa di Lab. Kimia Organik




Lampiran 5. Gambar Alat Penelitian

Inkubator

Autoclav Pinset

Jangka Sorong Hot Plate

Timbangan Digital Mikro Pipet



Lampiran 6. Gambar Bahan Penelitian

Alkohol 70%

Aquades Steril Media TSA




Lampiran 7. Gambar Daya Hambat Bakteri

Gambar Daya Hambat Bakteri A. hydrophila

A Bedrambiia B

Kontrol

1.5 ppt 2 ppt

Gambar Daya Hambat Bakteri A. salmonicida

Kontrol 1 ppt

1.5 ppt 2 ppt
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Gambar Daya Hambat Bakteri Pseudomonas

Kontrol 1 ppt

1.5 ppt 2 ppt

62



