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RINGKASAN

Sylvia Adi Carlina. Uji Sensitivitas Ekstrak Kasar Daun Meniran (Phyllanthus
niruri Linn) Terhadap Bakteri Pseudomonas fluorescens Secara In Vitro. Di bawah
bimbingan Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS. dan Dr. Ir. Mohamad Fadjar, M. Sc

Budidaya merupakan usaha manusia untuk mengelola faktor — faktor
budidaya, hama, dan penyakit organisme budidaya, serta dapat memproduksi
organisme yang dibudidayakan. Salah satu penyakit budidaya yang sering
menyerang adalah bakteri Pseudomonas fluorescens. P. fluorescens menyerang
ikan air tawar seperti ikan mas, silver carp, grass carp. Serangan dapat
menyebabkan kematian massal, pada kulit ikan menunjukkan warna pucat dan
berlendir, tanda ini jelas terlihat pada ikan yang berwarna gelap. lkan yang
menderita penyakit kulit sering menggosok-gosokkan badannya pada benda-
benda di kolam. Tutup insang mengembang dan insang terlihat pucat. Perut ikan
membengkak dengan sisik-sisik yang berdiri atau sebaliknya serta perut menjadi
sangat kurus. Pengobatan dengan menggunaan antibiotik dalam budidaya skala
besar kurang efisien, karena harga antibiotik yang mahal dan dapat membuat
bakteri menjadi resisten, maka diperlukan alternatif pengganti antibiotik sebagai
pengobatan dan pencegahan penyakit yang efektif tetapi murah, tidak
menyebabkan resisten terhadap bakteri dan ramah lingkungan maka
digunakanlah ekstrak kasar daun meniran (Phyllanthus niruri). Komponen dari
meniran yang bersifat imunomodulator adalah senyawa flavonoid yang mampu
meningkatkan sistem imun (kekebalan tubuh) sehingga dapat menangkal
serangan virus, bakteri atau mikroba lainnya.

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan, Fakultas
Perikanan dan Iimu Kelautan Universitas Brawijaya Malang, pada bulan Januari
sampai Maret 2016. Tujuan penelitian untuk menjelaskan pengaruh pemberian
ekstrak kasar daun meniran (P. niruri) terhadap daya hambat dari bakteri P.
fluorescens dan untuk mengetahui dosis efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri P. fluorescens secara In Vitro.

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode eksperimen, yaitu
untuk mengetahui hubungan sebab — akibat satu atau lebih kondisi perlakuan dan
membandingkan hasilnya dengan satu atau lebih kelompok kontrol yang tidak
dikenai kondisi perlakuan. Pengambilan data yang digunakan pada penlitian ini
adalah metode observasi, yaitu pengambilan data secara langsung. Rancangan
yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) yaitu
dengan 5 perlakuan A (10 ppt), B (20 ppt), C (30 ppt), D (40 ppt), E (50 ppt) dan
masing — masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Hasil perlakuan menunjukkan
adanya respon positif terhadap daya hambat bakteri. Perlakuan D menunjukkan
respon daya hambat tertinggi dengan menghasilkan diameter rata — rata sebesar
7,54 mm. Diikuti perlakuan E (7,50 mm), kemudian perlakuan C (7,11 mm),
perlakuan B (6,83 mm) dan perlakuan A (5,44 mm). Perlakuan tersebut
menunjukkan nilai yang sangat berbeda nyata pada rancangan percobaan kecuali
perlakuan A yang memiliki nilai tidak berbeda nyata. Hubungan antara dosis
ekstrak kasar daun meniran (P. niruri) terhadap diameter daya hambat bakteri P.
fluorescens menghasilkan grafik secara linier dan persamaan yang didapatkan
adalah y = 5,439 + 0,048x dengan nilai koefisien determinasi (R?) sebesar 0,812.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ruang lingkup budidaya ikan (akuakultur) ialah pengendalian pertumbuhan
serta perkembangbiakan yang bertujuan untuk meningkatkan produktifitas
perikanan melalui pemeliharaan dan penambahan sumber — sumber perikanan
guna mengembangkan produksi perikanan laut, perikanan darat serta
memperbaiki manajemen perikanan. Kegiatan budidaya merupakan usaha
manusia untuk mengelola faktor - faktor budidaya, hama, dan penyakit organisme
budidaya serta dapat memproduksi organisme yang dibudidayakan (Reksono,
Hamdani dan Yuniarti, 2012).

Untuk mencapai target produksi sesuai dengan yang diharapkan, banyak
permasalahan yang menghambat upaya peningkatan produksi tersebut terutama
wabah penyakit. Kegagalan produksi yang sering ditemukan diakibatkan oleh
serangan wabah penyakit ikan yang bersifat patogenik dari golongan parasit,
jamur, bakteri dan virus (Ghufran dan Kordi, 2004). Di Indonesia sedikitnya telah
tercatat empat kali wabah penyakit ikan, baik yang disebabkan oleh parasit
maupun bakteri. Wabah penyakit menyebabkan terjadinya kematian pada ikan
secara akut maupun kronis sehingga secara ekonomis ikan menjadi tidak laku
dipasarkan karena penampilannya yang buruk, berbahaya bagi kesehatan
manusia serta memperkecil laba usaha karena pertumbuhan ikan menjadi lambat
(Ratnawati, Purwaningsih dan Kurniasih, 2013).

Menurut Prajitno (2005), penyakit ikan ialah segala sesuatu yang dapat
menimbulkan gangguan pada ikan, baik secara langsung maupun tidak langsung.
Dengan demikian timbulnya serangan penyakit ikan di kolam merupakan hasil
interaksi yang tidak serasi antara ikan, kondisi lingkungan dan organisme penyakit.

Interaksi yang tidak sesuai ini dapat menyebabkan ikan stress, sehingga



mekanisme pertahanan diri yang dimilikinya menjadi lemah dan mudah terserang
penyakit. Serangan penyakit yang disebabkan oleh bakteri merupakan kendala
utama dalam kegiatan budidaya.

Bakteri yang gemar menyerang ikan — ikan di kolam biasanya tergolong ke
dalam jenis Aeromonas sp. dan Pseudomonas sp.. Penyakit ini yang pernah
menghebohkan dunia perikanan Indonesia, khususnya di Jawa Barat yang
menyerang 295 ton ikan dan mengancam 51 ton ikan lainnya. Hingga sekarang
penyakit bakteri ini menjadi momok dunia perikanan (Susanto, 1990).

Pseudomonas merupakan bakteri saprofit yang dapat hidup di air tawar,
payau dan asin. Beberapa diantaranya bersifat pathogen pada ikan.
Pseudomonas septicemia merupakan penyakit yang disebabkan oleh serangan
Pseudomonas. Serangan penyakit ini diakibatkan oleh manajemen pemeliharaan
yang kurang baik. Kekurangan oksigen, kekurangan pakan dan perubahan
temperatur air yang drastis dapat menyebabkan ikan mengalami stress sehingga
mudah terserang penyakit P. septicemia. Tiga spesies Pseudomonas yang telah
diketahui sebagai pathogen salah satunya adalah P. fluorescens (Afrianto,
Liviawaty, Jamaris dan Hendi, 2015).

Penggunaan antibiotik dalam penanggulangan penyakit menunjukkan hasil
yang menggembirakan. Akan tetapi, penggunaan antibiotik yang berkepanjangan
dapat berdampak pada bertambahnya jenis bakteri yang resisten terhadap
antibiotik, residu di dalam tubuh ikan serta dapat mencemari lingkungan. Selain
itu, penggunaan antibiotik dalam budidaya skala besar kurang efisien, karena
harga antibiotik yang mahal sehingga diperlukan alternatif pengganti antibiotik
sebagai pengobatan dan pencegahan penyakit yang efektif dan ekonomis, tidak
menyebabkan resisten terhadap bakteri dan ramah lingkungan (Sumino, Supriyadi

dan Wardiyanto, 2013).



Maka dari itu diperlukan pengembangan alternatif dari tanaman obat. Salah
satunya dengan menggunakan daun meniran (Phyllanthus niruri). Kandungan aktif
dalam meniran adalah flavonoid dan alkaloid. Komponen dari meniran yang
bersifat imunomodulator adalah senyawa flavonoid yang mampu meningkatkan
sIstem imun (kekebalan tubuh) sehingga dapat menangkal serangan virus, bakteri

atau mikroba lainnya (Sudewo, 2012).

1.2 Rumusan Masalah

P. fluorescens merupakan pathogen ikan air tawar. Bakteri tersebut sering
ditemukan pada ikan silver carp, ikan mas, dan black carp. Bagian yang diserang
umumnya sirip dan ekor sehingga terjadi erosi. Serangan dapat menyebabkan
kematian massal, dimana terjadi lesi hemoragik pada kulit dan dasar sirip dan
hemoragik terlihat jelas pada insang, ginjal, dan hati (Afrianto, Liviawaty, Jamaris
dan Hendi, 2015).

Penggunaan antibiotik dalam budidaya skala besar kurang efisien, karena
harga antibiotik yang mahal, sehingga diperlukan alternatif pengganti antibiotik
sebagai pengobatan dan pencegahan penyakit yang efektif dan ekonomis, tidak
menyebabkan resisten terhadap bakteri dan ramah lingkungan (Sumino, Supriyadi
dan Wardiyanto, 2013). Maka digunakan alternatif bahan alami seperti daun
meniran (P. niruri). Menurut Kardinan dan Kusuma (2004), secara Klinis ekstrak
meniran telah terbukti bersifat immunostimulan atau mampu merangsang daya
tahan tubuh.

Berdasarkan uraian tersebut dapat diperoleh rumusan masalah yaitu
bagaimanakah pengaruh pemberian ekstrak kasar daun meniran (P. niruri)

terhadap sensitivitas bakteri P. fluorescens ?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menjelaskan pengaruh pemberian
ekstrak kasar daun meniran (P. niruri) terhadap daya hambat dari bakteri P.
fluorescens dan untuk mengetahui dosis efektif dalam menghambat pertumbuhan

bakteri secara In Vitro.

1.4 Hipotesis

Ho . Diduga pemberian ekstrak kasar daun meniran (P. niruri) dengan dosis
yang berbeda tidak berpengaruh terhadap daya hambat bakteri P.
fluorescens.

H. . Diduga pemberian ekstrak kasar daun meniran (P. ninuri) dengan dosis

yang berbeda berpengaruh terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens.

1.5 Tempat dan Waktu Pelaksanan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Parasit dan Penyakit Ikan,
Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang pada

tanggal 18 Januari — Maret 2016.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biologi Daun Meniran (P. niruri)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Daun Meniran (P. niruri)

Menurut Soenanto (2009), meniran adalah sebutan dalam Bahasa
Indonesia, dalam bahasa sunda disebut memeniran, dalam bahasa jawa disebut
daun gendong anak, di Ternate disebut gosau ma dungi, di Malaysia disebut
dukung anak, di Philipina disebut sampa — sampalukan dan di China disebut zhen

zhu cao. Adapun Klasifikasinya adalah sebagai berikut dan gambar disajikan pada

Gambar 1:

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Magnoliophyta
Kelas : Rosidae

Ordo : Euphorbiales
Famili : Euphorbiaceae
Genus : Phyllanthus
Spesies : P. niruri Linn.

Gambar 1. Daun Meniran (P. niruri) (Utami, 2003)
Tumbuhan ini mempunyai batang pohon berbentuk bulat dan dikategorikan
berbatang basah dengan tinggi kurang dari 50 cm. Meniran mempunyai daun

bersirip genap. Setiap satu tangkai daun terdiri dari daun majemuk yang



mempunyai ukuran kecil serta berbentuk lonjong. Bunganya yang kecil — kecil
mirip menir, dan terdapat pada ketiak daun menghadap ke arah bawah. Meniran
pada umumnya tidak dipelihara, karena dianggap tumbuhan rumput biasa
(Thomas, 1992).

Semua bagian tubuh meniran yang ada di atas tanah, berbau aromatik dan
rasanya pahit adalah bagian yang memiliki khasiat obat. Meniran ini batangnya
ramping dengan garis tengah 1 mm — 3 mm, cabang — cabangnya bagaikan
tangkai daun dengan garis tengah 0,25 mm - 1 mm, daunnya kecil — kecil
berbentuk bulat panjang, ukuran panjang 4 mm — 8 mm dan lebarnya 1,5 mm — 5
mm, bunga dan buahnya menempel pada cabang, warna buahnya hijau sampai
coklat jerami (Kartasapoetra, 1992).

2.1.2 Habitat dan Penyebaran

Menurut Kardinan dan Kusuma (2004), meniran merupakan tanaman liar
yang berasal dari Asia tropik yang tersebar di seluruh daratan Asia termasuk
Indonesia. Kini, tanaman tersebut telah tersebar ke Benua Afrika, Amerika, dan
Amerika. Meniran umumnya tumbuh di ketinggian 1 — 1.000 mdpl. Tanaman ini
tumbuh secara liar di tempat berbatu dan lembap, seperti di tepi sungai, pantai,
semak, lahan bekas sawah, tanah telantar tepi sungai, pantai, hutan atau ladang
atau tumbuh di sekitar perkarangan rumabh.

2.1.3 Bahan Aktif Daun Meniran (P. niruri) Sebagai Antimikroba

Menurut Prajitno (2005), antibakteri adalah sesuatu zat yang mampu
mengganggu metabolisme dan pertumbuhan mikroba. Mekanisme Kkerja
antimikroba antara lain dengan jalan merusak dinding sel, mendenaturasi protein
sel, merusak membran sitoplasma dan menghambat kerja enzim di dalam sel.

Tanaman ini seluruh bagiannya dapat digunakan karena mengandung
banyak senyawa berguna, seperti flavonoid, alkaloid, asam lemak, vitamin C,

damar, tannin (Permadi 2008). Komponen dari meniran yang bersifat



imunomodulator adalah senyawa flavonoid yang mampu meningkatkan sistem
imun (kekebalan tubuh) sehingga dapat menangkal serangan virus, bakteri atau

mikroba lainnya (Sudewo, 2012).

2.2 Biologi Bakteri P. fluorescens
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi Bakteri P. fluorescens

Klasifikasi Bakteri P. fluorescens menurut Siegrist (2010), adalah sebagai

berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum : Proteobacteria
Class . Gamma Proteobacteria
Order : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas
Species : P. fluorescens
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Gambar 2. P. fluorescens (Purnama, 2013)

P. fluorescens tergolong jenis bakteri gram negatif, berbentuk batang
dengan ukuran sekitar 2 sampai 3 mikron meter dan mempunyai alat flagella untuk
bergerak (Cahyono, 2001). Menurut Arwiyanto, Maryudani dan Azizah (2007), P.
fluorescens memerlukan oksigen untuk tumbuh (aerob). Semua isolat P.

fluorescens dapat tumbuh pada kisaran suhu 20 — 41 °C dengan pertumbuhan



terbaik pada suhu 30 °C serta pH yang baik untuk pertumbuhannya adalah pada
kisaran 6 — 7.

Menurut Lesmana (2003), bakteri Pseudomonas ini tahan terhadap suhu
ekstrim yaitu pada suhu panas hingga dingin sekalipun serta tahan terhadap
desinfektan. Infeksi bakteri ini sangat berbahaya bagi ikan kecuali pada ikan dalam
keadaan sehat. Bakteri Pseudomonas menyerang ketika sistem imun tubuh ikan
menurun serta kondisi lingkungan yang tidak baik. Dalam jumlah banyak bakteri
P. fluorescens dapat mengeluarkan zat racun yang terakumulasi dalam air
sehingga dapat meracuni ikan.

2.2.2 Infeksi dan Tanda Penyerangan Bakteri P. fluorescens

Menurut Susanto dan Widayati (2002), penyakit yang disebabkan oleh
bakteri P. fluorescens dapat dibedakan berdasarkan lokasi penyerangannya pada
kulit ikan menunjukkan warna pucat dan berlendir. Tanda ini jelas terlihat pada
ikan yang berwarna gelap. Ikan yang menderita penyakit kulit sering menggosok
— gosokkan badannya pada benda — benda di kolam. Pada tutup insang
mengembang dan insang pucat. Perut ikan membengkak dengan sisik — sisik yang
berdiri atau sebaliknya perut menjadi sangat kurus.

Menurut Susanto (1990), pada permukaan badan terutama dada, perut,
pangkal sirip berwarna merah, berdarah. Tubuh nampak kasap, tidak licin
dikarenakan lapisan lendir banyak berkurang. Beberapa bagian tubuh hilang atau
rusak dan keadaan ikan lemah karena nafsu makan berkurang, gerak tidak lincah
dan kehilangan keseimbangan. Penyakit ini termasuk ke dalam penyakit oleh

bakteri yang sangat ganas karena dapat menimbulkan kematian massal pada ikan.

2.3 Uji Sensitivitas secara In Vitro
Menurut Mulyadi, Wuryanti dan Ria (2013), metode difusi cakram kertas

dilakukan dengan meletakkan cakram kertas yang telah direndam larutan uji di



atas media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Pencelupan cakram pada
larutan uji hingga seluruh permukaan cakram basah. Pengamatan dilakukan
setelah bakteri diinokulasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat zona bening
di sekitar cakram. Pemilihan metode ini karena mudah dan sederhana untuk
menetukan aktivitas antibakteri.

Beberapa  prosedur  berbeda dalam  menentukan  sensitivitas
mikroorganisme terhadap bahan yang mengandung antibakteri antara lain dengan
menggunakan metode cakram Kirby — Bauer dan metode Dosis Hambat Minimum
(KHM) atau Minnimum Inhibitory Concentration (MIC). Metode cakram adalah
metode sederhana yang digunakan untuk melihat sensitivitas suatu zat yang
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri, sedangkan Dosis Hambat Minimun
(KHM) adalah dosis antibakteri terendah yang masih dapat menghambat
pertumbuhan organisme tertentu. KHM dapat ditentukan dengan menggunakan

prosedur tabung pengenceran (Harmita dan Radji, 2006).



3. METODE PENELITIAN

3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Alat Penelitian

Alat — Alat yang digunakan pada penelitian tentang uji sensitivitas ekstrak
kasar daun meniran P. niruri pada bakteri P. fluorescens disajikan pada Tabel 1,
sedangkan gambar dapar dilihat pada Lampiran 1.

Tabel 1. Alat — Alat Penelitian

No Alat Kegunaan

1. Autoclave Alat untuk mensterilkan alat dan bahan yang
akan digunakan pada penelitian

2. Beaker glass Sebagai wadah tabung reaksi saat sterilisasi

3. Blender Untuk menghaluskan ekstrak kasar daun
meniran

4. Blue tip Tip merupakan pelengkap (pasangan)
mikropipet yang diletakkan pada ujung pipet

5. Bola hisap Sebagai pasangan dari pipet volume untuk
mengambil atau mengeluarkan larutan

6. Bunsen Untuk pengkondisian steril di dalam LAF

7.  Cawan Petri Sebagai wadah dari media dan bakteri yang
akan diamati

8 Corong Untuk mempermudah penuangan larutan ke
wadah lain

.9.  Erlemeyer Sebagai wadah untuk melarutkan dan
memanaskan media

10. Gelas ukur Sebagai wadah untuk mengukur media

11. Gunting Sebagai alat pemotong benang

12. Hotplate Sebagai alat untuk memanaskan media

13. Inkubator Sebagai tempat untuk menyimpan bakteri

14. Jangka sorong Untuk mengukur zona hambat

15. Jarum osse Untuk mengambil bakteri dari media

16. Laminar Air Flow (LAF) Untuk preparasi bahan — bahan mikrobiologi

dan sebagai tempat penanaman bakteri agar
tidak terkontaminasi dengan udara luar
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No. Alat Kegunaan

17. Lemari pendingin Untuk menyimpan ekstrak dan bahan

18. Mikropipet Untuk mengambil larutan dalam skala kecil

19. Pinset Untuk meletakkan kertas cakram pada
cawan

20. Pipet volume Untuk mengambil larutan dalam skala besar

21. Rak tabung reaksi Sebagai wadah tabung reaksi

22. Rotary vacuum Sebagai alat untuk memisahkan ekstrak
dengan ethanol 96 %

23. Oven Sebagai alat pengering

24. Spatula Untuk menghomogenkan larutan

25. Sprayer Sebagai wadah alkohol

27. Tabung reaksi Sebagai wadah untuk peremajaan bakteri

Sebagai alat untuk menimbang media PSA
dan TSB padat

28. Timbangan analitik

Sebagai wadah untuk ekstraki meniran
(maserasi)

29. Toples kaca

30. Vortex Alat untuk menghomogenkan larutan

3.1.2 Bahan Penelitian

Bahan — bahan yang digunakan pada penelitian tentang uji sensitivitas
ekstrak kasar daun meniran pada bakteri P. fluorescens disajikan pada Tabel 2
dan gambar dapat dilihat pada Lampiran 2.

Tabel 2. Bahan — Bahan Penelitian

No Bahan
1. Daun Meniran (P. niruri)

Kegunaan

Sebagai ekstrak yang diuji daya
hambatnya

Bakteri P. fluororecens bahan yang diuji sensitivitasnya
Kertas label Sebagai penanda untuk berbagai bahan
Alkohol 70 %

PSA (Pseudomonas
Selective Agar)

6. TSB (Tryptitone Soy Broth)

Sebagai bahan aseptis

g By s R

Sebagai media bakteri

Sebagai media cair bakteri




12

No Alat Kegunaan
Tali Untuk mengikat alat-alat saat sterilisasi
Lap kering Untuk memegang Erlemeyer saat
dipanaskan
9. DMSO 10% Sebagai pelarut ekstrak
10. Kertas/ Koran Sebagai pembungkus cawan saat
sterilisasi
11. Kapas Sebagai penutup Erlemeyer dan tabung
reaksi saat sterilisasi
12. Tissue Untuk membersihkan bahan yang basah
13. Ethanol 96 % Sebagai pelarut ekstrak saat maserasi
14. Kertas saring Untuk m(_enyaring ekstrak setelah
maserasi
15. Akuades Sebagai pelarut media
16. Aluminium Foil Sebagai penutup toples saat maserasi
17. Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen
18. Kertas Cakram Sebagai bahan yang digunakan untuk

mengetahui pengaruh ekstrak terhadap
bakteri atau untuk mengetahui zona
hambat yang terbentuk

3.2 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
eksperimen yaitu menurut Atmodjo (2011), adalah untuk mengetahui hubungan
sebab — akibat dengan memanipulasikan satu (lebih) variabel pada satu (lebih)
kelompok eksperimen dan membandingkannya dengan kelompok lain yang tidak
mengalami manipulasi atau untuk mengetahui hubungan sebab — akibat satu atau
lebih kondisi perlakuan dan membandingkan hasilnya dengan satu atau lebih

kelompok kontrol yang tidak dikenai kondisi perlakuan.

3.3 Pengambilan Data
Pengambilan data yang digunakan pada penelitian ini adalah dengan
metode observasi, yaitu pengamatan objek secara langsung, dan melakukan

pencatatan dari hasil pengamatan. Menurut Iskandar (2007), observasi adalah
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pengamatan secara langsung kegiatan yang sedang dilakukan. Saat melakukan
observasi dapat pula melakukan validasi terhadap informasi yang diberikan pada
saat wawancara pengumpulan data dengan mengamati langsung berdasarkan

sumber — sumber yang ada.

3.4 Rancangan Penelitian

Pada penelitian ini rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan
Acak Lengkap (RAL). RAL merupakan rancangan paling sederhana dan
hendaknya merupakan prioritas utama di dalam memilih rancangan lingkungan,
kecuali ada alasan — alasan tertentu yang tidak mungkin menggunakan rancangan
ini. Karena yang diperhatikan hanya penggolongan terhadap macam perlakuan
saja, maka RAL ini hanya bisa digunakan bila kita yakin bahwa kondisi percobaan
benar — benar homogen. Kondisi yang dimaksud tidak hanya menyangkut
lingkungan fisik tetapi juga pelaksaan percobaan itu sendiri (saat pengamatan dan
tindakan pemeliharaan lain) (Sugito, 2009).

Model untuk RAL menurut Sastrosupadi (2002) adalah sebagai berikut :

Yij=pt+ T+ &;
Keterangan :
Yij . Respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
M : Nilai tengah umum
Ti .Pengaruh perlakuan ke-i
Ei .Pengaruh gallat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j

Variable bebas pada penelitian ini yaitu perlakuan pemberian ekstrak kasar
daun meniran (P. niruri) dengan perlakuan menggunakan perbedaan dosis ekstrak
kasar daun meniran (P. niruri). Pengamatan dilakukan berdasarkan pengukuran
besar zona hambat yang muncul pada medium agar padat dengan satuan

millimeter (mm). tingkat dosis yang dipakai dalam pengukuran ini adalah 5
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perlakuan 3 ulangan beserta kontrol positif dan kontrol negatif. Tabel 3 perlakuan

dapat dilihat sebagai berikut:

Tabel 3. Perlakuan dalam penelitian

Ulangan
Perlakuan
1 2 3
A Al A2 A3
B Bl B2 B3
C C1 C2 C3
D D1 D2 D3
E El E2 E3
Keterangan :
A : Perlakuan dosis ekstrak kasar daun meniran 10 ppt
B : Perlakuan dosis ekstrak kasar daun meniran 20 ppt
C : Perlakuan dosis ekstrak kasar daun meniran 30 ppt
D : Perlakuan dosis ekstrak kasar daun meniran 40 ppt
E : Perlakuan dosis ekstrak kasar daun meniran 50 ppt
Denah penelitian disajikan pada Gambar 3 berikut ini :
D2 B3 El C3 E2 K+
Al E3 C2 B2 A2 K-
Bl Ci A3 D1 D3

Gambar 3. Denah Uji Cakram
Keterangan :
K : Kontrol positif (+) dan kontrol negatif (-)
A - E :Perlakuan

1-3 : Ulangan
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Prosedur Penelitian

3.5.1 Persiapan Penelitian

A.

Sterilisasi Alat dan Bahan

Pada penelitian ini dilakukan sterilisasi alat dan bahan guna membunuh

bakteri yang tidak diinginkan dan prosesnya adalah sebagai berikut :

Alat — alat yang akan digunakan dalam penelitian dicuci bersih
menggunakan sabun cuci dan dikeringkan, lalu dibungkus kertas dan siap
disterilisasi.

Dituang air secukupnya ke dalam autoclave sampai elemen terendam,
kemudian alat yang telah dibungkus kertas dimasukkan ke dalam autoclave
dan ditutup rapat.

Tombol ON dinyalakan, setelah mencapai suhu 121°C dan tekananan
menunjukkan 1 atm, keadaan ini dipertahankan sampai 15 menit dengan
cara membuka dan atau menutup klep uap yang berada di bagian atas tutup
autoclave.

Tombol OFF ditekan, dibuka tutup klep uap sampai tekanan menunjukkan
angka nol, lalu dibuka penutup autoclave, kemudian barulah alat dan bahan
yang sudah disterilkan dapat diambil.

Alat — alat yang telah disterilkan disimpan dalam kotak penyimpanan atau
lemari, sedangkan untuk bahan — bahan yang telah disterilkan disimpan
dalam lemari pendingin.

Sterilisasi Tempat Perlakuan

Tempat yang digunakan untuk penelitian juga disterilkan agar tidak

terkontaminasi. Dalam melakukan kegiatan apapun yang berkaitan dengan

penelitian harus selalu dalam keadaan steril. Sterilisasi pada peneliti

menggunakan alkohol 70%, untuk tempat perlakuan dilakukan dengan cara
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penyinaran sinar UV pada lamir air flow, sedangkan untuk alat — alat dan media
disterilisasi dengan menggunakan autoclave selama 15 menit yang sebelumnya
alat — alat tersebut telah dibungkus dengan kertas atau koran, untuk media TSB
dan PSA wadah ditutup menggunakan kapas.

C. Pembuatan Ekstrak Kasar Daun Meniran (P. niruri) dan Penetuan
Dosis

Pada proses pembuatan ekstrak kasar daun meniran (P. niruri) yang harus
dilakukan terlebih dahulu disiapkan daun meniran segar kemudian dikeringkan dan
dihaluskan menggunakan blender. Diambil serbuk daun meniran sebanyak 200
gram dengan cara ditimbang dengan menggunakan timbangan analitik.

Proses persiapan perendaman (maserasi) dilakukan dengan cara diambil
serbuk daun meniran sebanyak 200 gr/L dan dimasukkan ke dalam toples kaca
kemudian dimaserasi dengan ethanol 96% selama 24 jam dalam suhu kamar
dengan kondisi toples kaca yang dibungkus aluminium foil. Larutan yang didapat
kemudian disaring menggunakan kertas saring lalu diuapkan dengan rotary
vacuum evaporator dengan menggunakan suhu 55°C sehingga dihasilkan ekstrak
kasar daun meniran sebanyak 18,96 gram dengan tekstruk yang kental.

Menurut Asare, Bugyei, Sittie, Gyan, Adjie, Addo, Wiredu and Nyarko
(2012), persiapan proses ekstraksi Phyllanthus niruri yaitu sebanyak 500 gram
bahan tanaman kering yang telah digiling dilarutkan dengan pelarut ethanol 2,5
liter dengan proses maserasi selama 24 jam. Campuran disaring dengan kertas
saring Whatman No. 1 kemudian dosisnya dipadatkan dengan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 55°C. Dosis yang dipadatkan guna untuk
menghilangkan pelarutnya.

D. Peremajaan Bakteri
Pada peremajaan bakteri menggunakan media agar miring PSA dan

prosesnya adalah sebagai berikut :
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Ditimbang 0,8 gram PSA untuk satu media

Dimasukkan ke dalam erlemeyer yang berisi 20 ml akuades, lalu diaduk
hingga tercampur merata

Erlemeyer ditutup dengan kapas dan aluminium foil kemudian disterilkan
dalam autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit

Tuang media PSA steril pada 2 tabung reaksi dengan masing-masing 10 ml,
kemudian miringkan tabung reaksi hingga media PSA kering

Diambil 1 ose biakan bakteri murni dan digoreskan pada masing — masing
media PSA miring secara zig — zag

Tutup tabung reaksi dengan kapas dan alumunium foil, kemudian inkubasi
selama 24 — 48 jam pada suhu 33°C.

Pembuatan Media PSA (Pseudomonas Selective Agar)

Pada penelitian ini menggunakan bakteri P. fluorescens maka media yang

digunakan adalah media PSA dan prosesnya adalah sebagai berikut :

PSA dengan dosis 40 : 1000

Ditimbang 16 gram PSA

Dimasukkan ke dalam Erlemeyer yang berisi 400 ml akuades, lalu diaduk
hingga tercampur merata

Erlemeyer ditutup dengan kapas dan aluminium foil kemudian disterilkan
dalam autoclave dengan suhu 21°C selama 15 menit

Dituang pada cawan petri tunggu hingga dingin dan disimpan pada lemari
pendingin dan diberi label.

Pembuatan Media TSB (Tryptic Soy Broth)

Pada Penelitian ini dilakukan pembutan media TSB cair yang berguna

untuk mengkultur bakteri P. fluorescens dan prosesnya adalah sebagai berikut :

TSB dengan dosis 30 : 1000
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e Larutan TSB disiapkan sebanyak 0,9 gram dalam Erlemeyer sebanyak 30
ml, lalu diaduk hingga merata

e Erlemeyer ditutup dengan kapas dan aluminium foil kemudian disterilkan
dalam autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit

e Larutan yang akan dipakai dibiarkan dingin hingga mencapai suhu 30°C
karena bakteri akan mati jika ditanam pada media yang terlalu panas

o Masukkan larutan TSB ke dalam 3 tabung reaksi masing — masing 10 ml

e Diambil 1 ose inokulan bakteri dari agar miring kemudian di masukkan ke
dalam larutan TSB dalam tabung reaksi.

o Ditutup media TSB tersebut dengan kapas dan alumunium foil dan diinkubasi
selama 12 — 24 jam pada suhu 37°C.

e Pada 24 jam media TSB akan berubah menjadi lebih keruh yang
menandakan bahwa bakteri telah tumbuh, kemudian dilihat kepadatannya
berdasarkan kepadatan bakteri pada Mc. Farland.

e Kepadatan bakteri yang digunakan pada penelitian ini yaitu 107 sel/cfu.
Bakteri dari media TSB diambil 1 ml dan diencerkan dengan Nafis sebanyak
9 ml sehingga didapatkan bakteri dengan kepadatan 107 sel/cfu. Kepadatan
bakteri 107 sel/cfu didapatkan dengan cara mencocokkan kepadatan bakteri
pada media cair TSB dengan Mc. Farland berdasarkan kekeruhannya.

3.5.2 Penentuan Dosis Ekstrak Kasar Daun Meniran (P. niruri) pada Uji
Difusi Kertas Cakram
Penentuan dosis ekstrak kasar daun meniran dalam penelitian ini
menggunakan dosis 10 ppt, 20 ppt, 30 ppt, 40 ppt dan 50 ppt dengan ditambahkan
larutan DMSO 10% sebagai pelarut atau pengencernya dengan pencampuran

sebagai berikut
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Dosis 10 ppt

Ekstrak kasar daun meniran ditimbang sebanyak 0,15 gram dan
ditambahkan DMSO sebesar 2,85 ml sehingga menghasilkan 3 ml ekstrak
kasar daun meniran dengan dosis 10 ppt.

Dosis 20 ppt

Ekstrak kasar daun meniran ditimbang sebanyak 0,3 gram dan ditambahkan
DMSO sebesar 2,7 ml sehingga menghasilkan 3 ml ekstrak kasar daun
meniran dengan dosis 20 ppt.

Dosis 30 ppt

Ekstrak kasar daun meniran ditimbang sebanyak 0,45 gram dan
ditambahkan DMSO sebesar 2,55 ml sehingga menghasilkan 3 ml ekstrak
kasar daun meniran dengan dosis 30 ppt.

Dosis 40 ppt

Ekstrak kasar daun meniran ditimbang sebanyak 0,6 gram dan ditambahkan
DMSO sebesar 2,4 ml sehingga menghasilkan 3 ml ekstrak kasar daun
meniran dengan dosis 40 ppt.

Dosis 50 ppt

Ekstrak kasar daun meniran ditimbang sebanyak 0.75 gram dan
ditambahkan DMSO sebesar 2, 25 ml sehingga menghasilkan 3 ml

ekstrak kasar daun meniran dengan dosis 50 ppt.

3.5.3 Pelaksanaan Penelitian dengan Metode Uji Cakram

Pada tahap ini metode yang digunakan dalam uji cakram adalah

menggunakan metode tebar yaitu sebagai berikut :

Disiapkan cawan petri yang telah terdapat media PSA.

Disiapkan dosis ekstrak kasar daun meniran untuk uji cakram.
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e Penanaman bakteri pada media PSA dilakukan dengan cara mengambil
biakan bakteri dari media TSB dengan menggunakan mikropipet 1000 pL,
kemudian diteteskan dalam media agar sebanyak 1 tetes dan diratakan pada
seluruh permukaan media agar menggunakan triangle.
e Kertas cakram steril direndam ke dalam ekstrak daun meniran selama 15
menit berdasarkan dosis yang telah ditentukan.
o Kertas cakram yang telah direndam dalam ekstrak kasar daun meniran
ditiriskan dan diletakkan ditengah permukaan lempeng agar.
¢ Dibaca hasil setelah diinkubasi pada suhu ruang 33°C selama 24 jam dan
48 jam dengan mengukur diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar
kertas cakram jangka sorong.
3.5.4 Parameter Uji

Parameter uji terdiri dari parameter utama dan penunjang. Parameter utama
yaitu diameter daerah hambatan yang diukur dengan menggunakan kertas cakram
yang dinyatakan dengan mm ditambah daerah bidang yang ada disekeliling kertas
cakram. Parameter penunjangnya adalah suhu inkubasi yaitu pada 33 °C.
3.5.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini dilakukan analisis secara statistik
dengan menggunakan analisis uji keragaman atau uji f (ANOVA) dengan metode
yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL) pada tingkat kepercayaan
95% (o = 0,05) dan 99% (o = 0,01). Hal ini digunakan untuk mengetahui pengaruh
perlakukan (variabel bebas) terhadap respon parameter ukur (uji f atau sidik
ragam). Jika data sidik ragam memperlihatkan pengaruh berbeda nyata maka
untuk membandingkan nilai antar perlakukan dilakukan uji beda nyata terkecil
(BNT). Selanjutnya untuk mengetahui hubungan atau regresi antara perlakuan

dilakuakan uji polynomial orthogonal.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Identifikasi Bakteri P. fluorescens

Identifikasi bakteri dilakukan untuk memastikan bahwa bakteri yang
digunakan adalah bakteri P. fluororecens. Pada penelitian ini metode yang
digunakan untuk identifikasi bakteri adalah dengan pewarnaan gram. Menurut
Kismiyati, Subekti, Wahid dan Kusdarwati (2009), identifikasi bakteri meliputi
pemeriksaan morfologi, pewarnaan gram, dan uji biokimia antara lain adalah uji
O/F, uji oksidase, uji katalase, uji motilitas. Identifikasi bakteri dilakukan dalam
beberapa uji antara lain pengamatan morfologi koloni bakteri. Pengamatan
morfologi koloni bakteri dilakukan setelah mendapatkan biakan murni meliputi
warna, bentuk, tepian koloni, permukaan koloni, dan struktur dalam koloni,
kemudian pewarnaan gram bertujuan untuk menentukan apakah bakteri tersebut
dikelompok bakteri gram positif atau gram negatif dengan cara suspensikan
bakteri dengan ose lalu diletakkan pada objek dan difiksasi, ditetesi dengan larutan
gram A yang mengandung Kristal violet, kemudian tetesi dengan larutan gram B
yang mengandung lugol, tetesi dengan larutan gram C yang mengandung alkohol
dan yang terakhir tetesi dengan larutan gram D yang mengandung safranin.

Menurut Pratita dan Putra (2012), pada pewarnaan gram reagen yang
digunakan ada 4 jenis yaitu Kristal violet, iodin, alkohol dan safranin. Bakteri gram
positif akan mempertahankan warna ungu dan Kristal violet sehingga ketika
diamati dengan mikroskop akan menunjukkan warna ungu, sedangkan bakteri
gram negatif tidak dapat mempertahankan warna ungu dari kristal violet tetepi zat
warna safranin dapat terserap pada dinding sel sehingga pada saat dilihat

menggunakan mikroskop akan memperlihatkan warna merah. Hasil pewarnaan
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gram didapat bahwa bakteri P. fluorescens adalah bakteri gram negatif yang

disajikan pada Gambar 4 dan hasil uji biokimia disajikan pada Lampiran 5.

Gambar 4. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri P. fluorescens dengan perbesaran
10x

4.2 Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Meniran (P. niruri) Terhadap Bakteri
P. fluorescens secara In Vitro

Berdasarkan hasil penelitian mengenai uji sensitivitas ekstrak kasar daun
meniran (P. niruri) terhadap pertumbuhan bakteri P. flourescens secara in vitro di

dapat dokumentasi zona hambat yang disajikan pada Gambar 5.
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Keterangan :

Perlakuan A Dosis 10 ppt
Perlakuan B Dosis 20 ppt
Perlakuan C Dosis 30 ppt
Perlakuan D Dosis 40 ppt
Perlakuan E Dosis 50 ppt

Gambar 5. Hasil Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar Daun Meniran (P. niruri)
terhadap bakteri P. fluorescens.

Pada penelitian diperoleh hasil uji sensitivitas bakteri P. fluorescens yaitu
tidak adanya pertumbuhan bakteri tersebut disekeliling kertas cakram yang

sebelumnya telah direndam dengan ekstrak daun meniran pada dosis yang
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berbeda — beda. Diameter pada zona hambat dipengaruhi oleh dosis yang
diberikan pada tiap perlakuan. Semakin tinggi dosis yang diberikan maka zona
hambat yang dihasilkan semakin besar, semakin rendah dosis yang diberikan
maka diameter zona hambat semakin kecil, namun pada dosis tertinggi pada
perlakuan E sebesar 50 ppt terjadi penurunan besarnya zona hambat. Menurut
Darwis, Romauli dan Kasrina (2013), penurunan daya hambat bakteri
dimungkinkan karena adanya perbedaan kecepatan difusi ekstrak. Dosis tinggi
dapat menyebabkan kemampuan difusi zat antibakteri rendah karena dosis
ekstrak terlalu pekat, hal ini menyebabkan ekstrak sulit berdifusi secara maksimal
ke dalam media yang mengandung bakteri.

Pada Gambar 5 menjelaskan bahwa perlakuan D dengan dosis sebesar 40
ppt merupakan hasil tertinggi sedangkan perlakuan A dengan dosis sebesar 10
ppt merupakan hasil terendah. Hal tersebut dipengaruhi oleh jumlah dari bahan
aktif pada ekstrak yang meresap ke dalam kertas cakram.

Kemudian menurut Davis dan Stout (1971), klasifikasi respon daya hambat

disajikan pada Tabel 4 berikut ini.

Tabel 4. Klasifikasi Respon Daya Hambat

Diameter Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan
<5mm Lemah
5-10 mm Sedang
>10-20 mm Kuat
>20-30 mm Sangat Kuat

Berdasarkan Tabel 4 di atas bahwa respon daya hambat ekstrak kasar daun
meniran terhadap bakteri P. fluorescens dengan dosis yang berbeda — beda
didapat hasil rata — rata pengukuran diameter zona hambat semua perlakuan
termasuk ke dalam kategori sedang karena memiliki diameter terkecil sebesar 5,44

mm pada perlakuan A (10 ppt) dan diameter terbesar pada perlakuan D (20 ppt)
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sebesar 7,54 mm. Hasil perhitungan rata — rata zona bening pada masing — masing
dosis yang berbeda dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil Rata — Rata Zona Hambat Bakteri P. fluorescens

Ulangan (mm)

Perlakuan Total Rerata +SD
1 2 3
A 5,31 5,91 511 16,33 5,44 0,42
B 7,30 6,77 6,42 20,49 6,83 0,44
C 6,93 6,89 7,52 21,34 7,11 0,35
D 7,08 7,68 7,87 22,63 7,54 0,41
E 7,93 7,24 7,32 22,49 7,50 0,38
Jumlah 103,28

Pada Tabel 5 dapat dilihat bahwa perlakuan dengan dosis tertinggi terjadi
penurunan nilai rata — rata zona hambat yaitu pada perlakuan E dengan nilai
sebesar 7,50 mm. Berbeda 0,04 dari diameter terbesar atau pada perlakuan D.
Kemudian untuk mengetahui pengaruh perbedaan perlakuan ekstrak kasar daun
meniran terhadap zona hambat maka dilakukan uji sidik ragam yang disajikan
pada Tabel 6 dan perhitungan lengkapnya pada Lampiran 3.

Tabel 6. Sidik Ragam Zona Hambat Bakteri P. fluorescens

Sumber Keragaman db JK KT F Hitung F 5% F 1%
Perlakuan 4 8,82 2,21 13,67** 3,48 5,99
Acak 10 1,61 0,16
Total 14 10,44

Keterangan : ** Berbeda sangat nyata

Pada Tabel 6 didapatkan hasil bahwa uji sentivitas ekstrak kasar daun
meniran terhadap bakteri P. fluorescens berbeda sangat nyata. Hal ini dikarenakan
nilai F. hitung lebih besar daripada nilai F 5% dan F 1%. Maka Ho ditolak yang
berarti perlakuan tersebut berbeda sangat nyata, bahwa penggunaan ekstrak
kasar daun meniran terhadap dosis yang berbeda — beda memberikan pengaruh
berbeda sangat nyata terhadap pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Komponen

dari meniran yang bersifat imunomodulator adalah senyawa flavonoid yang
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mampu meningkatkan sistem imun (kekebalan tubuh) sehingga dapat menangkal
serangan virus, bakteri atau mikroba lainnya (Sudewo, 2012) dan menurut
Sudarno, Setiorini dan Suprapto, (2011), daun meniran dapat digunakan sebagai
antibakteri karena pada meniran mengandung bahan-bahan antibakteri seperti
flavonoid, fenol, tannin dan alkaloid. Flavonoid bekerja dengan cara menghambat
pertumbuhan bakteri dengan merusak dinding sel dan membran sitoplasma, selain
itu juga dapat mencegah pemebelahan bakteri sehingga bakteri tidak dapat
berkembangbiak. Pada senyawa fenol dapat menyebabkan denaturasi protein
kemudian Tannin dapat membunuh pertumbuhan bakteri karena menyebabkan
membrane sel bakteri mengkerutkan membran sitoplasma yang menyebabkan
perubahan permeabilitas dan Alkanoid bekerja sebagai antibakteri dengan cara
merusak komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh (Heyne, 1987 dalam Sudarno et. al 2011).

Selanjutnya untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan dilakukan uji BNT
(Beda Nyata Terkecil) yang disajikan pada Tabel 7 berikut ini dan perhitungan
lengkapnya pada Lampiran 3.

Tabel 7. Uji BNT Ekstrak Kasar Daun Meniran (P. niruri) terhadap Bakteri P.

fluorescens
Perlakuan Rerata A 3 b E D Notasi
5,44 6,83 7,11 7,50 7,54

A 5,44 - - - - - a
B 6,83 1,3867** - - - - b
C 7,11  1,6700** 0,2833" - - - b
E 7,50 2,0533* 0,6667" 0,3833"™ - - b
D 7,54  2,1000** 0,7133" 0,4300™ 0,0467" - b

Keterangan :

™) : Tidak berbeda nyata

*) : Berbeda nyata

(**)  :Berbeda sangat nyata
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Pada Tabel 7 didapat bahwa perlakuan A (10 ppt) tidak berbeda nyata
terhadap semua perlakuan dan oleh karena itu perlakuan A diberi notasi a.
Sedangkan perlakuan B (20 ppt), C (30 ppt), D (40 ppt) dan E (50 ppt) masing-
masing memberikan pengaruh berbeda sangat nyata terhadap perlakuan A,
namun tidak memiliki pengaruh yang berbeda terhadap masing — masing
perlakuan, maka diberi notasi yang sama yaitu b. Dari data di atas terlihat bahwa
perlakuan D (40 ppt) merupakan dosis terbaik dan efektif untuk mengambat
pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Akan tetapi perlakuan B (20 ppt) telah mampu
menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens sedangkan pada dosis 50 ppt
yaitu pada perlakuan E terjadi penurunan nilai diameter. Untuk mengetahui bentuk
hubungan regresi antar perlakuan dengan zona hambat maka perlu dilakukan uji
polinominal orthogonal. Hasil perhitungan uji polinominal orthogonal berupa grafik
yang disajikan pada Gambar 6 berikut ini dan perhitungan dari uji tersebut disajikan

pada Lampiran 3.

Hubungan Dosis dan Zona Hambat

y =5.439 + 0.048x
R?=0,812

£
£
o
o
<
©
s
@©
c
@]
N

30
Dosis (ppt)

Gambar 6. Grafik Hubungan Zona Hambat antar Perlakuan Ekstrak Kasar Daun
Meniran (P. niruri) Terhadap Bakteri P. fluorescens

Berdasarkan Gambar 6 grafik hubungan zona hambat antar perlakuan
ekstrak kasar daun meniran terhadap bakteri P. fluorescens menunjukkan

perpotongan garis secara linier dengan persamaan y = 5,439 + 0,048x dan nilai
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koefisien determinasi (R?) sebesar 0,812. Hasil penelitian mengenai uji sensitivitas
ekstrak kasar daun meniran terhadap bakteri P. fluorescens menghasilkan sifat
bakterisidal pada bakteri P. fluorescens. Hal ini diketahui setelah proses inkubasi
selama 48 jam telihat bahwa zona hambat sebagian besar mengalami
peningkatan. Menurut Makfoeld, Marseno dan Hastuti (2002), bakterisidal atau
bactericidal adalah suatu zat yang dapat membunuh bakteri. Berikut adalah data
rata-rata diameter dari hasil proses inkubasi pada 24 jam dan 48 jam yang
disajikan pada Tabel 8.

Tabel 8. Data Rata-rata Diameter Inkubasi Pada 24 Jam dan 48 Jam

Rata — Rata (mm)
No.  Perlakuan

24 Jam 48 Jam
1. A (10 ppt) 5,28 5,44
2. B (20 ppt) 6,28 6,83
3. C(30ppt) 6,73 7,11
4. D (40 ppt) 7,36 7,54
5. E (50 ppt) 7,52 7,50

4.3 Suhu Inkubator Selama inkubasi Bakteri P. fluorescens

Pada penelitian ini parameter penunjang yang digunakan adalah suhu
inkubasi. Suhu pada inkubator menjadi faktor utama yang mempengaruhi
pertumbuhan bakteri. Menurut Arwiyanto et. al. (2007), P. fluorescens memerlukan
oksigen untuk tumbuh (aerob). Semua isolat P. fluorescens dapat tumbuh pada

kisaran suhu 20 — 41 °C dengan pertumbuhan terbaik pada suhu 30 °C.



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian uji sensitivitas ekstrak kasar daun meniran
terhadap P. fluorescens secara In Vitro diperoleh kesimpulan bahwa ekstrak kasar
daun meniran memberikan pengaruh terhadap daya hambat bakteri P. fluorescens
didapat hasil terbaik pada dosis 40 ppt yaitu pada perlakuan D. Dari hasil uji BNT
diketahui bahwa dosis optimal ekstrak kasar meniran untuk menghambat
pertumbuhan bakteri P. fluorescens berkisar antara 20 — 40 ppt. Dikarenakan pada
dosis 10 ppt tidak memberikan pengaruh nyata (tidak berbeda nyata) dan pada

dosis 50 ppt terjadi penurunan diameter zona hambat.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian uji sensitivitas ekstrak kasar daun meniran
terhadap P. fluorescens disarankan untuk menggunakan dosis yang berada pada
kisaran 20 — 40 ppt karena pada dosis tersebut ekstrak kasar daun meniran

mampu menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alat — Alat Penelitian

No. Gambar Alat Nama Alat
1.
Rotary Evaporator

2.

Inkubator
3.

Oven

4,

Autoclave untuk destruksi




Lampiran 1. (Lanjutan)

5.
Autoclave untuk alat dan
bahan
6.
Rak tabung reaksi
7.
Toples kaca
8.
Erlemeyer

34



Lampiran 1. (Lanjutan)

9.
Gelas ukur
10.
Cawan petri
11.
Corong
12.
Bunsen
13.
Botol film

35



Lampiran 1. (Lanjutan)

14.
Blue tip dan Beaker glass

15.

Jarum osse
16.

Mikro pipet
17.

Hotplate
18.
Jangka sorong

36



Lampiran 1. (Lanjutan)

19.

Timbangan

20.

Lemari pendingin

37



Lampiran 2. Bahan-Bahan Penelitian

No Gambar Bahan Nama Bahan
1.
Ekstrak Daun Meniran
2.
Isolat murni bakteri
P. flurorecens
3.
PSA
(Pseudomonas Selective
Agar)
4,

Aquades

38
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39

5.
Spirtus

6.

Alkohol 70 %
7.

Ethanol 96 %
8.

Tali




Tali dan Plastik

| PHOENIX
SLUPABASSIVE MABRLY

TSB (Tryptitone Soy
Broth)
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Lampiran 3. Analisis Data Pengaruh Daya Antibakteri Ekstrak Kasar Daun
Meniran (P. niruri) terhadap Diameter Hambatan (mm) Bakteri P.
fluorescensSecara In Vitro

= Data Rata — rata Diameter Hambatan (mm) Bakteri P. fluorescens

Perlakuan Diameter (mikron) Total Rerata STD
1 2 3
A 5,31 5,91 511 16,33 5,44 0,42
B 7,30 6,77 6,42 20,49 6,83 0,44
C 6,93 6,89 7,52 21,34 7,11 0,35
D 7,08 7,68 7,87 22,63 7,54 0,41
E 7,93 7,24 7,32 22,49 7,50 0,38
Jumlah 103,28
Perhitungan :
1. JK
FK 711,12
JK Total 10,44
JK Perlakuan 8,82
JK Acak 1,61

a) Faktor Koreksi (FK)
GZ
N

103,282
15

711,12

b) Jumlah Kuadrat (Total)
=3, —FK

= (A1%+ A2°+ A3%*+ ...+ E3?) — FK

=(5,31%+ 5,912+ 5,11+ ... 7,32%) — 711,12
=(28,19 + 34,92 + 26,11 + ... 53,58) — 711,12
=721,554-711,12

= 10,44
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c) Jumlah Kuadrat (Perlakuan)

42

X' 2
b 2 (2Xi) _EK
r
TA%+ TB2+TC2+TD?%+TE?
- ~FK
r
16.33%2+ 20.492%+ 21.34%+ 22.63%+ 22.492
= — 711,12
3
= 8,82
d) JK Galat
= JK Perlakuan — JK Total
=10,44 -8,82 = 1,62
e) db Total
=(nxr)-1
=(5x3)-1 =14
f) db Perlakuan
=n-1
=5-1 =4
g) db Galat
= db Total - db Perlakuan
=14-4=10
2. Tabel Analisa Keragaman
SR db JK KT  FHitung  F5% F 1%
Keragaman
Perlakuan 4 8,82 2,21 13,67** 3,48 5,99
Acak 10 1,61 0,16
Total 14 10,44

Keterangan : ** Berbeda sangat nyata
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Karena F hitung lebih besar dari F tabel maka diperoleh hasil berbeda sangat

nyata. Sehingga dilanjutkan uji BNT

e Uji BNT (Beda Nyata Terkecil)

SED _ |2 x KT Acak
X 1 (Ulangan)

2 x (0,16)
= |75 =038

BNT 5% =T tabel 5% (db acak) x SED = 0,7306
BNT 1% =T tabel 1% (db acak) x SED = 1,0392
e Tabel Uji BNT (Beda Nyata Terkecil)
Perlakuan Rerata \ b S é D Notasi
5,44 6,83 7,11 7,50 7,54
A 5,44 = - - = = a
B 6,83 1,3867** - - - - b
C 7,11 1,6700* 0,2833"™ - - - b
E 7,50 2,0533* 0,6667" 0,3833" - - b
D 7,54 2,1000**  0,7133"™ 0,4300" 0,0467" - b
Keterangan :
ns : Tidak berbeda nyata
*) : Berbeda nyata
** : Berbeda sangat nyata
Urutan perlakuan terbaik dari uji BNT adalah D, E, C, B — A.
e Tabel Uji Polinomial Orthogonal
Perlakuan Total Pembanding (Cj)
(Th) Linier Kuadratik Kubik Kuartik
A 16.33 -2 2 -1 1
B 20.49 -1 -1 2 -4
C 21.34 0 -2 0 6
D 22.63 1 -1 -2 -4
E 22.49 2 2 1 1
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Q=3Cix Ti 14.46 -8.16 1.88 -5.62
Kr=(3CP) xr - 30 42 30 210
JK Regresi - 6.9697 1.5854 0.1178 0.1504
= Q3/Kr
e Tabel Sidik Ragam Regresi

S Db JK KT  FHitung F5% F 1%

Keragaman

1. Perlakuan 4 8,8233 2,2058

- Linier 1 6,9697 6,9697  43,21**

- Kuadratik 1 1,5854 1,5854 9,83*

- Kubik 1 0,1178 0,1178 0,73" 4,96 10,04

- Kuartik 1 0,1504 0,1504 0,93"

2. Acak 10 1,6131 0,1613

Total 14

ns : Tidak berbeda sangat nyata

** : Berbeda sangat nyata

* . Berbeda nyata

Karena regresi linier memiliki perbedaan sangat nyata, maka kurva pada penelitian

ini berupa kurva linier. Maka disusunlah kurva linier dengan persamaan y = bo +

bi. X
X Y X.Y X?
10 5,31 53,10 100
10 5,91 59,10 100
10 511 51,10 100
20 7,30 146,00 400
20 6,77 135,40 400
20 6,42 128,40 400
30 6,93 207,90 900
30 6,89 206,70 900
30 7,52 225,60 900
40 7,08 283,20 1600
40 7,68 307,20 1600
40 7,87 314,80 1600
50 7,93 396,50 2500
50 7,24 362,00 2500
50 7,32 366,00 2500
¥X 2y Xy ¥x2?
450 103,28 3243 16500
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Lampiran 3. (Lanjutan)

rerataxX rerata Y
30 6,89

bi = Sxy -((Sx.Sy)/n)
Sx2 - ((Sx)3/n)
=72,3
750
= 0,048

bo=Rerata Y - (bi . Rerata X)
= 6,89 — (0,096 .15)
=5,439
Persamaan linier y = bo + bi.x —» 5,439 + 0,048x

o JK Linier
- JK Linier + JK acak

B 6,9697
"~ 6,9697 + 1,6131

=0,8120

e Grafik Uji Sensitivitas Ekstrak Kasar Daun Meniran (P. niruri) Terhadap

Bakteri P. fluorescens Secara In Vitro

Hubungan Dosis dan Zona Hambat

€ 7,00
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Lampiran 4. Hasil Uji Cakram Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun
Meniran (P. niruri) Terhadap Bakteri P. fluorescens

Perlakuan A (10 ppt)

Perlakuan B (20 ppt)

Bl B2 B3

Perlakuan C (30 ppt)




Lampiran 4. (Lanjutan)

Perlakuan D (40 ppt)

E1l
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Lampiran 5. Hasil Uji Biokimia Bakteri P. fluorescens
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