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RINGKASAN

DESSYANA INTAN AISYAH. Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Bidara
(Ziziphus mauritiana) Terhadap Bakteri Vibrio harveyi Secara In Vitro (dibawah
bimbingan Prof. Dr. Ir. Arief Prajitno, MS dan Ir. Ellana Sanoesi, MP)
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Budidaya atau akuakultur adalah salah satu subsektor dalam ruang lingkup
bidang perikanan dan kelautan. Prospektifnya pasar untuk ikan dapat dilihat dari
terus meningkatnya jumlah dan makin sadarnya konsumen untuk mengkonsumsi
ikan. Salah satu penyebab utama gagalnya kegiatan budidaya adalah faktor
penyakit. Penyakit adalah segala bentuk penyimpangan yang dapat menyebabkan
ikan merasa terganggu kehidupannya. Penyakit meliputi infeksi dan bukan infeksi.
Penyakit infeksi merupakan masalah utama, yang meliputi penyakit-penyakit yang
disebabkan oleh virus, bakteri, fungi, dan parasit. Penyakit vibriosis disebabkan
oleh bakteri Vibrio spp. bakteri ini termasuk,dalam famili Vibrionacae yang
mempunyai tubuh berbentuk batang dan mempunyai kemampuan untuk bergerak
karena dilengkapi dengan flagel. Bakteri Vibrio harveyi secara umum ada di
lingkungan sebagai bakteri saprofit, terutama dilingkungan perairan laut.
Penanggulangan penyakit yang disebabkan V. harveyi dapat menggunakan bahan
kimia dan antibiotik. Antibiotik dapat menyembuhkan penyakit akibat infeksi
bakteri, dan penggunaan antibiotik yang tidak rasional dapat meningkatkan
resistensi bakteri terhadap antibiotik. Resistensi antibiotik terjadi ketika bakteri
penyebab infeksi tidak mati saat diberikan terapi antibiotik, yang diakibatkan
karena penggunaan antibiotik yang tidak tepat. Solusi dari permasalahan tersebut
yaitu dengan penggunaan bahan-bahan alami sebagai zat imunostimulan dan
antibakterial Tanaman bidara yang dikenal dengan nama latin Ziziphus mauritiana
merupakan salah satu tanaman yang memiliki banyak manfaat. Tanaman bidara
memiliki kandungan senyawa aktif seperti flavonoid, karotenoid, alkaloid, fenol,
kuercetin, metil ester, terpenoid, saponin dan lain sebagainya.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
kasar daun bidara (Z. mauritiana) terhadap bakteri V. harveyi secara in vitro.
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Budidaya lkan Divisi Parasit dan
Kesehatan |kan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan,Universitas Brawijaya,
Malang pada bulan Desember 2019-Februari 2020.

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
eksperimen. Metode eksperimen merupakan metode penelitian yang menguji
hipotesis berbentuk hubungan sebab-akibat melalui pemanipulasian variabel
independen dan menguji perubahan yang diakibatkan oleh pemanipulasian.
Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan menggunakan 5 perlakuan dosis ekstrak kasar daun bidara (Z. mauritiana)
yaitu 10 ppm, 60 ppm, 110 ppm, 160 ppm, dan 210 ppm. Masing-masing perlakuan
diulang sebanyak 3 kali ulangan. Dosis terendah ekstrak kasar mulai menghambat
pertumbuhan bakteri adalah perlakuan dosis 10 ppm dengan zona bening 8,58
mm sedangkan tertinggi pada perlakuan dosis 210 ppm dengan zona bening 9,99
mm. Penelitian ini menunjukkan pola linier dengan persamaan y=8.48x+0.006993
dan koefisien Rz = 0,811337. Ekstrak kasar daun bidara (Z. mauritiana) bersifat
bakteriostatik dimana dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa ekstrak kasar daun bidara (Z. mauritiana) efektif digunakan
sebagai alternatif antibakteri terhadap bakteri V. harveyi.
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1.PENDAHULUAN
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1.1.  Latar Belakang

Negara Indonesia yang terkenal dengan perairan luas, dapat dipergunakan
sebagai lahan perikanan sangat besar baik itu air laut, air payau, dan air tawar.
Hal ini tentu saja merupakan potensi yang besar dalam pengembangan budidaya
perikanan untuk mendukung upaya pemulihan dan pembangunan perekonomian
Indonesia. Pembangunan di bidang perikanan tetap diarahkan pada peningkatan
kontribusi. subsektor perikanan dalam menanggulangi berbagai permasalahan
nasional, seperti menjamin tersedianya bahan pangan hewan, peningkatan devisa
negara, menciptakan lapangan kerja, dan kesempatan mendapatkan pendapatan
petani ikan dan lingkungan hidup lainnya (Jayanti, Antara dan Ginarsa, 2013).

Sektor perikanan - memiliki peranan strategis dalam pembangunan
nasional. Dilihat dari potensi sumberdaya alam yang dimiliki, Indonesia dikenal
sebagai negara maritim terbesar di dunia karena memiliki potensi kekayaan
sumberdaya perikanan yang relatif besar. Sektor perikanan juga menyerap banyak
tenaga kerja, seperti dari kegiatan penangkapan, budidaya, pengolahan, distribusi
dan perdagangan. Oleh karena itu, pembangunan sektor perikanan tidak dapat
diabaikan oleh pemerintah Indonesia (Triarso, 2012).

Menurut Kusdiantoro, Fahrudin, Wisudo dan Juanda (2019), produksi
perikanan tangkap pada tahun 2018 sebesar 7.248.297 ton, sedangkan produksi
perikanan budidaya mencapai 17.248.384 ton. Sejak tahun 2010 hingga tahun
2018 produksi perikanan tangkap meningkat sebesar 3,99% per tahun sedangkan
pada perairan laut sebesar 4,02% per tahun, lebih kecil dibandingkan perikanan
budidaya pada periode yang sama mencapai 14,16%. Namun, berdasarkan nilai

produksi, hasil perikanan tangkap lebih tinggi dibandingkan perikanan budidaya
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dimana mencapai 16 juta rupiah per ton untuk perikanan tangkap dan perikanan

budidaya sekitar 9 juta rupiah per ton.
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Budidaya atau akuakultur adalah salah satu subsektor dalam ruang lingkup
bidang perikanan dan kelautan. Budidaya memegang peranan penting dalam
mata rantai agribisnis sebagai sumber penghasil protein hewani, khususnya
komoditas perikanan. Pengembangan budidaya perikanan yang didukung oleh
berbagai fasilitas merupakan suatu potensi bagi pembangunan sektor perikanan
dan kelautan di Indonesia. Potensi besar dalam bidang perikanan dan kelautan
yang dimiliki-oleh Bangsa Indonesia sudah seharusnya dikelola dengan baik dan
benar guna menopang pembangunan ' ekonomi negara, kesejahteraan
masyarakat, serta juga meningkatkan kualitas sumber daya manusia melalui
ketersediaan protein ikan yang kaya akan kandungan gizi untuk kesehatan dan
kecerdasan (Kurniawan, 2012).

Budidaya udang memberikan kontribusi yang besar bagi produksi sektor
perikanan Indonesia. Pada tahun 2002, ekspor produksi udang Indonesia pernah
mencapai 50% dari seluruh ekspor perikanan dan menempati urutan lima besar 2
dalam komoditas ekspor non migas (Felix, Nugroho, Silalahi, dan Octavia, 2011).
Usaha pengembangan budidaya udang tidak dapat terlepas dari adanya penyakit.
Penyakit merupakan kendala utama dalam usaha pengembangan usaha budidaya
karena dapat menimbulkan kematian relatif tinggi. Akibat serangan. penyakit pada
budidaya udang, produksi budidaya udang nasional mengalami penurunan dari
409.590 ton pada tahun 2008 menjadi 338.060 ton di tahun 2009. Salah satu jenis
penyakit yang dapat menyebabkan kematian masal pada udang budidaya adalah
vibriosis. Penyakit ini disebabkan oleh bakteri genus Vibrio seperti V. harveyi, V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus dan V. penaeicida (Utami, Sarjito dan Desrina

2016).
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Salah satu penyebab utama gagalnya kegiatan budidaya adalah faktor

penyakit. Munculnya gangguan penyakit pada budidaya merupakan risiko yang
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harus selalu ' diantisipasi. ' ‘Sering ' kali penyakit 'yang menginfeksi dapat
menyebabkan - kematian masal budidaya. Penyakit adalah segala bentuk
penyimpangan yang dapat menyebabkan ikan merasa terganggu kehidupannya.
Atau penyakit sebagai suatu keadaan fisik, kimia, biologis, morfologi, dan atau
fungsi yang mengalami perubahan dari kondisi normal karena penyebab dari
dalam (internal) dan luar (ekternal). Adapun pengertian lain yaitu kondisi tidak
normal karena terjadi penurunan kemampuan ikan secara bertahap untuk
mempertahankan fungsi fisiologisnya. Ikan menjadi tidak normal disebabkan oleh
dirinya sendiri. atau pengaruh lingkungan di sekitarnya (Afrianto, Liviawaty,
Jamaris dan Hendy,2015).

Penyakit meliputi infeksi dan bukan infeksi. Penyakit infeksi merupakan
masalah utama, yang meliputi penyakit-penyakit yang disebabkan oleh virus,
bakteri, fungi, dan parasit. Sakit dapat pula sebagai akibat dari keadaan defisiensi
atau malnutrisi, atau sebab-sebab lain (Arwin, ljong dan Tumbol 2016). Penyakit
bakterial pada ikan dapat disebabkan oleh beberapa jenis bakteri, seperti
Streptococcus sp., Vibrio sp., Pseudomonas sp. dan Aeromonas sp. Jenis
penyakit bakteri ini dapat menyebabkan penyakit sistematik yang menimbulkan
kematian ikan yang tinggi. Salah satu spesies dalam kelompok ini yang paling
banyak menyebabkan penyakit dan kematian pada budidaya krustasea adalah V.
harveyi. Bakteri ini merupakan penyebab penyakit kunang-kunang atau penyakit
berpendar, karena krustasea yang terinfeksi akan terlihat terang dalam keadaan
gelap (malam hari). Pada dasarnya bakteri ini bersifat oportunistik dan akan
menjadi patogen jika pada media pemeliharaannya terjadi goncangan secara

drastik, seperti perubahan suhu, pH, salinitas dan faktor lainnya (Hatmanti, 2003).
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Penyakit vibriosis disebabkan oleh bakteri Vibrio spp. bakteri ini termasuk

dalam famili Vibrionacae yang mempunyai tubuh berbentuk batang dan
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mempunyai kemampuan untuk bergerak karena dilengkapi dengan flagel. Ada tiga
jenis bakteri Vibrio yang diidentifikasi menginfeksi ikan-ikan laut, termasuk kerapu
yaitu V. alginolyticus , V. parahaepolyticus, dan V. harveyi. Bakteri Vibrio sp.
tergolong bakteri yang paling ganas menginfeksi ikan-ikan laut budidaya. Diantara
beberapa strain patogen bakteri vibrio tersebut, V. harveyi yang paling sering
menimbulkan kematian masal (Ghufran, Kordi dan Tamsil, 2010).

Bakteri V. harveyi secara umum ada di lingkungan sebagai bakteri saprofit,
terutama dilingkungan perairan laut. Beberapa strain V. harveyi mampu
berkembang dari sifat saprofitik menjadi patogen dan beberapa merupakan
patogen murni dan mampu menjadi penyebab tunggal penyakit. Perbedaan tingkat
virulensi V. harveyi ditentukan oleh faktor genetik setiap strain. Pada beberapa
kasus, aktivitas fage berperan besar meningkatkan patogenitas strain bakteri
vibrio (Kurniawan dan Susianingsih, 2014).

Penanggulangan - penyakit yang disebabkan V. harveyi dapat
menggunakan bahan kimia dan antibiotik. Antibiotik dapat menyembuhkan
penyakit akibat infeksi bakteri, tetapi penggunaan antibiotik yang tidak rasional
dapat meningkatkan resistensi bakteri terhadap antibiotik. Resistensi antibiotik
terjadi ketika bakteri penyebab infeksi tidak mati saat diberikan terapi antibiotik,
yang diakibatkan karena penggunaan antibiotik yang tidak tepat. Ketika antibiotik
digunakan secara berlebihan bakteri dapat mengembangkan cara-cara baru untuk
melawan antibakteri, sehingga bakteri yang bertahan menjadi lebih kuat dan terus
bertambah banyak dan semakin berbahaya (Kurniawan dan Aryana,2015).

Solusi dari permasalahan tersebut yaitu dengan penggunaan bahan-bahan
alami sebagai zat imunostimulan dan antibakterial. Bahan-bahan alami memiliki

beberapa keunggulan dibanding bahan yang lain yaitu dapat dibuat dengan teknik
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yang sederhana, pembuatan untuk pemakaian dalam jangka waktu lama, lebih

mudah dan praktis penggunaanya, serta tidak menimbulkan kerusakan lingkungan
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(Wahjuningrum, Hasanah dan Rahman 2016)

Tanaman bidara yang dikenal dengan nama latin Ziziphus mauritiana
merupakan tanaman yang memiliki banyak manfaat. Tanaman bidara memiliki
kandungan antara lain protein, kalsium, zat besi, magnesium, vitamin, senyawa
aktif seperti flavonoid, karotenoid, alkaloid, fenol, kuercetin, metil ester, terpenoid,
saponin dan lain sebagainya (Chairunnisa, Wartini dan Suhendra, 2019). Pada
penelitian yang telah dilakukan oleh Taufiq (2018), daun bidara dapat digunakan
sebagai antimikroba terhadap pertumbuhan Candida albicans dan Escherichia
coli. Selain itu daun bidara juga berfungsi sebagai antikanker seperti pada
penelitian yang telah dilakukan oleh Jannah (2018). Berdasarkan hal tersebut,
diperlukan penelitian mengenai pengaruh ekstrak kasar daun bidara terhadap
bakteri V. Harveyi secara In vitro.

1.2 Rumusan Masalah

Salah satu penyebab utama gagalnya kegiatan budidaya adalah faktor
penyakit. Munculnya gangguan penyakit pada budidaya merupakan risiko yang
harus selalu diantisipasi. Sering kali penyakit yang menginfeksi dapat
menyebabkan kematian masal budidaya. Penyakit adalah segala bentuk
penyimpangan yang dapat menyebabkan ikan merasa terganggu kehidupannya.
Penyakit infeksi merupakan masalah utama yang meliputi penyakit-penyakit yang
disebabkan oleh virus, bakteri, fungi, dan parasit. Penyakit vibriosis disebabkan
oleh bakteri Vibrio spp. Bakteri V. harveyi secara umum ada di lingkungan sebagai
bakteri saprofit, terutama dilingkungan perairan laut. Penanggulangan penyakit
yang disebabkan V. harveyi dapat menggunakan bahan kimia dan antibiotik.
Antibiotik dapat menyembuhkan penyakit akibat infeksi bakteri, dan penggunaan

antibiotik yang tidak rasional dapat meningkatkan resistensi bakteri terhadap
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antibiotik. Solusi dari permasalahan tersebut yaitu dengan penggunaan bahan-

I’QPOSItOI’)’

bahan alami sebagai zat imunostimulan dan antibakterial. Tanaman bidara
merupakan salah satu tanaman yang memiliki kandungan senyawa aktif yang

dapat digunakan sebagai alternatif penggunaan antibiotik berbahan alami.

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak kasar daun bidara (Z. mauritiana) terhadap bakteri V. harveyi secara in

vitro.

1.4 Hipotesis

Ho : Diduga pemberian esktrak kasar daun bidara (Z. mauritiana) dengan
dosis berbeda tidak berpengaruh terhadap bakteri V. harveyi.

Ha : Diduga pemberian esktrak kasar daun bidara (Z. mauritiana) dengan

dosis berbeda berpengaruh terhadap bakteri V. harveyi.

1.5 Kegunaan
Penelitian ini berguna untuk mengetahui manfaat ekstrak kasar daun (Z.
mauritiana) dengan dosis yang berbeda sebagai antibakteri terhadap bakteri V.

harveyi secara in vitro.

1.6 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Budidaya lkan Divisi Parasit
dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan, Universitas Brawijaya,

Malang pada bulan 1 Desember 2019 — 29 Februari 2020
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2. TINJAUAN PUSTAKA

I’QPOSItOI’)’

2.1 Biologi Tanaman Bidara (Z. mauritiana)
2.1.1 - Klasifikasi dan Morfologi

Menurut Abalaka, Mann dan Adeyemo (2011), klasifikasi tanaman bidara

adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Ordo : Rosales

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Famili : Rhamnaceae
Genus : Ziziphus
Spesies : Z. mauritiana

Z. mauritiana adalah sejenis semak atau pohon berduri berukuran kecil
hingga sedang, tunggal atau multi-batang, dan hampir seluruh daun dari tanaman
ini berwarna hijau (Gambar 1), tetapi tanaman ini juga dapat mengalami gugur
pada musim kemarau. Ukurannya sangat bervariasi, tingginya bisa mencapai 12
m dan diameter 30 cm. Memiliki batang berwarna abu-abu gelap, hitam pudar atau
kemerahan dengan celah vertikal panjang dan berserat didalamnya. Tanaman ini
memiliki cabang-cabang menyebar di ujungnya, sebagian besar bagian-bagian
dari tanaman ini berduri (Dubey, Dubey, Sridhar dan Jayaveera, 2011).

Z. mauritiana adalah semak berduri dengan daun berwarna hijau atau
pohon kecil setinggi 15 m dengan diameter batang 40 cm atau lebih. Memiliki
batang berwarna abu-abu gelap atau hitam. Memiliki daun berwarna hijau
mengkilat yang berbentuk bulat dengan sedikit berlekuk pada dasarnya dan

berukuran sekitar 2,5-6 x 1,5-5 cm (Goyal, Nagori, Sasmal, 2012).
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Gambar 1. Daun Bidara (Z. mauritiana)
(Abalaka, Mann dan Adeyemo, 2011)

2.1.2 Habitat dan Penyebaran

Bidara (Z. mauritiana) adalah tanaman khas dari Tegal yang termasuk
dalam famili Rhamnaceae. Berdasarkan hasil pengamatan, saat ini tercatat
sebanyak 30 tanaman bidara tersebar di daerah Tegal. Sebagian dari mereka
tumbuh di daerah pesisir, yaitu Desa Panggung, Muarareja dan Pesurungan Kidul.
Desa Panggung adalah bagian dari wilayah Tegal Timur, sedangkan desa-desa
lain adalah bagian dari kecamatan Tegal Barat. Secara umum, bidara tumbuh di
halaman-halaman rumah dan di pinggir-pinggir jalan (Rahayu, Dewi dan
Bodijantoro, 2018).

Menurut Wake, Soeprobowati dan Jumari (2018), Z. mauritiana dapat
hidup hingga ketinggian mencapai 1500 m dengan kisaran suhu ekstrim hingga
50°C sehingga dikategorikan sebagai spesies terkuat yang dapat bertahan dan
bertahan hidup dari salinitas dan kekeringan serta genangan air. Menurut peneliti
dari Australia, Z. Mauritiana mampu tumbuh dalam varietas tanah apa pun.

Genus Ziziphus dari famili Rhamnaceae umumnya dikenal sebagai
golongan tanaman yang memiliki duri. Terdapat sekitar 100 spesies yang
didistribusikan di daerah tropis dan subtropis di dunia. Distribusi geografis dan
iklim yang luas merupakan indikasi bahwa terdapat keragaman genetik yang yang

perlu diidentifikasi. Asia Selatan dan Asia Tenggara adalah pusat distribusi dari
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genus Ziziphus ini (Singh, Devanshi, Sharma, Singh, Singh, Koundal dan Singh,

2007).

I’QPOSItOI’)’

Tanaman bidara adalah sejenis pohon kecil yang selalu hijau, penghasil
buah yang tumbuh didaerah afrika utara dan tropis serta asia barat, tumbuh di
Israel di lembah-lembah sampai ketinggian 500 mdpl. Khususnya di Indonesia
tanaman ini-banyak tumbuh di daerah Sumbawa (Nusa Tenggara Barat) (Bintoro,
Ibrahim dan Situmeang 2017).

2.1.3 Kandungan dan Manfaat

Tanaman bidara secara keseluruhan mengandung beberapa senyawa
seperti- flavonoid, alkaloid, glikosida, saponin, resin, polifenol, mucilago dan
vitamin (Hidajati dan Rokhmania, 2019). Menurut Chairunnisa, Wartini dan
Suhendra (2019), tanaman bidara memiliki banyak kandungan yang bermanfaat
antara lain protein, kalsium, zat besi, magnesium, vitamin, senyawa aktif seperti
flavonoid, karotenoid, alkaloid, fenal, kuercetin, metil ester, terpenoid, saponin dan
lain sebagainya. Saponin tergolong senyawa glikosida kompleks yakni metabolit
sekunder yang terdiri dari senyawa hasil proses kondensasi suatu gula dengan
suatu senyawa hidroksil organik yang apabila dihidrolisis akan menghasilkan gula
(glikon) dan non-gula (aglikon). Saponin juga berfungsi sebagai zat antibakteri,
antijamur, antioksidan, dan antiinflamasi. Senyawa saponin yang terkandung pada
daun bidara dapat diperoleh melalui ekstraksi.

Menurut Lumbanraja, Wartini dan Suhendra (2019), tanaman bidara kaya
akan manfaat karena memiliki kandungan saponin triterpen yang terdapat pada
bagian daunnya tanaman bidara mengandung senyawa saponin triterpen yang
diidentifikasi melalui uji warna. Penambahan pereaksi Lieberman Burchard (LB)
pada simplisia daun bidara menghasilkan cincin berwarna cokelat keunguan yang
menujukkan bahwa terdapat saponin triterpene. Saponin merupakan golongan

senyawa glikosida yang mempunyai rasa sepat dan memiliki aktivitas antibakteri.

UNIVERSITAS

§




.aC.1

10

ub

Berdasarkan aglikonnya saponin terdiri dari dua jenis yaitu saponin steroid dan

saponin triterpen. Senyawa saponin mudah larut dalam air dan memiliki

I’QPOSItOI’)’

karakteristik berupa buih, sehingga ketika digojog dengan air akan terbentuk buih
yang stabil.

Tanaman bidara memiliki kandungan fenolat dan flavonoid yang kaya akan
manfaat. Senyawa fenolat adalah senyawa yang mempunyai sebuah cincin
aromatik dengan satu atau lebih gugus hidroksi, senyawa fenol meliputi aneka
ragam senyawa yang berasal dari tumbuhan yang memiiliki ciri sama, yaitu cincin
aromatik yang mengandung satu atau lebih gugus hidroksil (Kusriani, Nawawi dan
Matcher, 2015). Flavonoid merupakan 'senyawa pereduksi yang dapat
menghambat banyak reaksi oksidasi. Flavonoid memiliki kemampuan sebagai
antioksidan karena mampu mentransfer sebuah elektron kepada senyawa radikal
bebas. Flavonoid terbentuk pada tumbuhan dari asam amino aromatik fenilalanin,
tirosin dan malonat. Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang dapat
menghambat banyak reaksi oksidasi (Haeria, Hermawati, dan Pine, 2016).

2.2 Biologi Bakteri V. harveyi
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi
Klasifikasi bakteri V. harveyi menurut Garrity, Julia dan Timothy (2004),

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Prokaryota
Divisi : Bacteria
Ordo : Eubacteriales
Family : Vibrionaceae
Genus : Vibrio
Spesies V. harveyi
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b
Gambar 2. Bakteri V. harveyi (LLJthfy, Kusdiyantini dan Budiharjo 2015)

Menurut Rusdi, Susisusantri dan Yusuf (2015), bakteri V. harveyi (Gambar
2) mempunyai bentuk tubuh batang dan mempunyai kemampuan untuk bergerak
karena dilengkapi dengan flagel. Utami, Sarjito dan Desrina (2016),
menambahkan bahwa bakteri V. harveyi adalah bakteri gram negatif berbentuk
batang dengan ukuran (1,0-1,6 x 0,5-0,7 um). Bakteri V. harveyi mempunyai ciri-
ciri koloni berwarna putih sampai hijau pada media Thiosulphate Citrate Bile Salt
(TCBS), dengan diameter 15-17 mm dan pada pusat koloni berwarna hijau tua.
Karakteristik lain bakteri V. harveyi adalah bersifat patogen oportunistik, yaitu
organisme yang dalam keadaan normal ada di lingkungan pemeliharan yang
berkembang menjadi patogen apabila kondisi lingkungan dan inangnya
memburuk.

Menurut Evan (2009), bakteri V.harveyi bersifat gram negatif, sel tunggal
berbentuk batang pendek yang bengkok (koma) atau lurus, motil, oksidase positif,
tidak membentuk H2S, tidak membentuk gas dari fermentasi terhadap glukosa,
tumbuh pada media TCBS, dan mempunyai flagella pada salah satu kutub selnya.
Hidayat (2014) menambahkan Vibrio adalah genus bakteri gram negatif, sel
tunggal berbentuk batang pendek yang bengkok (koma), berukuran panjang 1,4—
5,0 ym dan lebar 0,3—1,3 um, bersifat motil dan mempunyai flagel polar dan secara

khas ditemukan pada air laut. Vibrio bersifat anaerob fakultatif, yaitu dapat hidup

§

UNIVERSITAS




.aC.1

12

ub

baik dengan atau tanpa oksigen. Semua anggota jenis Vibrio adalah motil

(bergerak) dan mempunyai kutub flagella dengan sarung pelindung.

I’QPOSItOI’)’

2.2.2 - Habitat dan Penyebaran

Bakteri V. harveyi umumnya hidup di air laut dan payau, terutama air
dangkal serta musim dimana temperatur air menjadi tinggi ditemukan juga di
habitat-habitat akuatik, sebagian pada air laut, lingkungan estuari dan berasosiasi
dengan hewan laut (Agustina dan Marlan, 2014). Menurut Chatterjee dan Haldar
(2012), bakteri V. harveyi termasuk ke dalam jenis bakteri gram negatif yang dapat
dijumpai di ekosistem laut, estuari maupun kolam budidaya. Permasalahan bakteri
Vibrio sering dialami oleh para pembudidaya udang sistem intensif di wilayah
Indonesia, Thailand, Filipina dan beberapa Negara Asia Tenggara lainnya.

V. harveyi adalah bakteri gram negatif, bercahaya yang tersebar luas di
lingkungan laut. Organisme ini telah muncul sebagai patogen berbahaya bagi
hewan laut. Misalnya, organisme telah dilaporkan sebagai patogen utama udang
penaeid yang dibudidayakan, terutama di Indonesia, Amerika Selatan dan Asia.
Selain itu, V. harveyi telah dikaitkan dengan penyakit pada ikan bersirip dan tiram

mutiara (Zhang, Meaden, dan Austin, 2001).

2.2.3 Pertumbuhan Bakteri

Bakteri. memiliki permukaan yang luas sesuai dengan perbandingan
volume tubuhnya. Oleh karena itu, bakteri akan cepat memperolah makanan dari
lingkungannya, baik secara difusi maupun mekanisme transport = aktif.
Pertumbuhan bakteri berlangsung sangat cepat. Ada beberapa faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan bakteri yaitu suhu, ketersediaan makananan, pH,
konsentrasi ionik, serta oksigen, khususnya untuk bakteri aerob obligat.
Pertumbuhan bakteri berlangsung sangat cepat dalam kondisi normal, bakteri

membelah diri menjadi dua setiap 20 menit. Kurva pertumbuhan dibagi menjadi
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empat fase, yaitu fase lag (permulaan), fase logaritma (pembiakan cepat), fase

I’QPOSItOI’)’

stasioner (diperlambat dan fase penurunan (kematian) (Sudjadi dan Laila, 2006).

Menurut Harti (2015), Pertumbuhan bakteri terbagi 4 fase yaitu:

1) Fase lag atau fase permulaan

Kecepatan pertumbuhan nol atau > 0 (tidak maksimum) disebut juga fase
adaptasi. Tidak ada penambahan populasi, tetapi pertambahan substansi
intraseluler sehingga ukuran sel bertambah.

2) Fase log (logaritma) atau fase eksponensial

Kecepatan pertumbuhan mencapai maksimum. Massa dan jumlah sel
bertambah secara eksponensial dengan waktu generasi sebagai konstanta,
sehingga pertumbuhan akan seimbang, yaitu sel membelah dengan kecepatan
konstan serta aktivitas metabolisme konstan, biakan dalam keadaan homogen
dengan pertumbuhan sel pada kecepatan dan interval sama.

3) Fase tetap maksimum atau fase statis (stasioner)

Kecepatan pertumbuhan mulai menurun, terjadi akumulasi metabolit.
Jumlah sel hidup tetap, namun terjadi pengurangan nutrien maka jumlah total sel
mati dan hidup tetap serta akumulasi metabolit.

4) Fase kematian atau fase penurunan

Laju kematian secara eksponansial dan terjadi penurunan populasi sel-sel

hidup hingga mencapai 0. Kurva fase pertumbuhan bakteri V. harveyi disajikan

pada Gambar 3.

Fase Pertumbuhan
Bakteri :

. Fase Lag

. Fase Log (logaritma
~eksponensial)

. Fase Stasicner

. Fase Penurunan

[Log jumian bakteri nidup |

Gambar 3. Kurva Fase pertumbuhan bakteri V. harveyi (Harti, 2015).
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2.2.4 Infeksi Bakteri

Menurut Illmiah, Sukenda, Widanarni dan Harris (2012), proses infeksi

I’QPOSItOI’)’

bakteri Vibrio diawali oleh proses interaksi dengan pelekatan atau adesi pada
permukaan sel inang, yang diikuti dengan masuknya bakteri ke dalam sel,
kemudian dilanjutkan dengan tahap invasi dan penyebaran lokal atau sistemik
dalam tubuh inang. Tahap terakhir adalah pengeluaran dari tubuh inang, mulai dari
tahap perlekatan hingga tahap perusakan inang, mikroorganisme menggunakan
faktor virulensi antara lain oleh pili yang mengakibatkan mikroorganisme dapat
bertahan dalam tubuh inang dan menimbulkan kerusakan.

Patogenitas V. harveyi tergantung pada konsentrasinya pada suatu waktu
tertentu. Penyakit yang disebabkan V. harveyi adalah lesi mata, gastro-enteritis,
vaskulitis dan vibriosis berpendar. Vibriosis berpendar ini merupakan penyebab
kematian utama, khususnya pada budidaya udang. Infeksi V. harveyi awalnya
masuk melalui mulut, membentuk plak, menyebar ke alat gerak kemudian
menyebabkan kehilangan fungsi dan degradasi alat gerak. Infeksi Vibrio ini dapat
terjadi pada semua fase (telur sampai indukan) dan banyak menyebabkan kasus
kematian organisme budidaya sampai 100% (Kusumaningrum, Thessiana dan
Financia G, 2015).

Menurut Wijayanti, Dwinitasari, Febryani, Harpeni dan Wardiyanto (2018),
gejala klinis yang timbul baik secara morfologi maupun tingkah laku. Perubahan
morfologi berupa perubahan warna tubuh menjadi memerah, kaki jalan memerah,
serta ekor memerah yang disertai dengan nekrosis. Terjadi perubahan warna pada
insang dan hepatopankreas menjadi kecoklatan, udang menyala dalam gelap,
hingga terjadi kematian. Adapun perubahan tingkah laku yang dialami udang
berupa berkurangnya nafsu makan,pergerakannya menjadi pasif dan cenderung

berenang mendekati sumber oksigen (aerasi) disertai hilang keseimbangan.
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2.3 Aktivitas Antibakteri

Menurut Siregar, Sabdono dan Pringgenies (2012), berdasarkan cara

I’QPOSItOI’)’

kerjanya, antibakteri dibedakan menjadi bakterisidal dan bakteriostatik. Antibakteri
bakteriostatik adalah zat yang bekerja menghambat pertumbuhan bakteri,
sedangkan antibakteri bakterisidal adalah zat yang bekerja mematikan bakteri.
Aktivitas senyawa antibakteri ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar
paper disc. Faktor-faktor yang mempengaruhi ukuran daerah penghambatan yaitu
sensitivitas organisme, medium kultur, kondisi inkubasi, dan kecepatan difusi agar.
Sedangkan faktor-faktor yang mempengaruhi kecepatan difusi agar meliputi
konsentrasi mikroorganisme, komposisi media, suhu inkubasi, dan waktu inkubasi.

Menurut Kusmiyati dan Agustini (2007), mekanisme penghambatan
terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dapat berupa perusakan
dinding sel dengan cara menghambat pembentukannya atau mengubahnya
setelah selesai terbentuk, perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga
menyebabkan keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan molekul
protein dan asam nukleat, penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis
asam nukleat dan protein. Menurut Riwandi, Aspryanto, Budiarti (2014),
mekanisme antibakteri bekerja dengan mengganggu proses respirasi sel,
menghambat aktivitas enzim bakteri, menekan terjemahan dari regulasi produk
gen tertentu, dan menghalangi sintesis normal dinding sel bakteri. Sintesis yang
tidak normal menyebabkan tekanan osmotik dalam sel bakteri lebih tinggi daripada
di luar sel, maka terjadi kerusakan dinding sel bakteri yang akan menyebabkan

kebocoran sel bakteri.

2.4 Uji Bakteri secara In Vitro
Menurut Sulistiyowati dan Siswati (2011), uji potensi antibakteri digunakan

untuk menilai kemampuan suatu bahan dalam menghambat pertumbuhan bakteri
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secara in vitro. Ada 2 metode yang digunakan dalam uji ini yaitu metode dilusi dan

metode difusi.

I’QPOSItOI’)’

1)."  Metode Dilusi
Metode dilusi terdapat dua macam cara yaitu dilusi cair dan dilusi padat.

Prinsip metode dilusi cair adalah pengenceran terhadap bahan uji sehingga di
peroleh beberapa konsentrasi, kemudian masing-masing konsentrasi bahan uji
ditam bah suspensi bakteri dalam media. Metode dilusi padat, tiap konsentrasi
bahan uji dicampur dengan media agar, lalu ditanami bakteri kemudian diinkubasi.
Pada metode ini yang diamati adalah ada tidaknya pertumbuhan bakteri, atau jika
mungkin tingkat kesuburan ‘dari pertumbuhan bakteri yaitu dengan cara
menghitung jumlah koloninya. Cara ini dapat digunakan untuk menentukan kadar
hambat minimal (KHM) ataupun kadar bunuh minimal (KBM). Metode dilusi cair
memiliki kelebihan yaitu terciptanya permukaan yang luas sehingga kontak antara
bahan uji dan bakteri lebih tinggi, selain itu lebih ekonomis dan lebih mudah
pelaksanaannya. Kelemahannya dengan adanya serial pengenceran maka
konsentrasi bahan uji yang diperoleh pada percobaan terbatas hanya pada
konsentrasi tertentu saja, sehingga ada kemungkinan daya hambat bakteri
sebenarnya dapat diperoleh pada konsentrasi yang lebih rendah.
(2 Metode Difusi

Kertas cakram yang telah dibubuhkan sejumlah tertentu antimikroba
ditempatkan pada media yang telah ditanami organisme yang akan diuji secara
merata. Tingginya konsentrasi dari antimikroba ditentukan oleh difusi dari cakram
dan pertumbuhan organisme uji dihambat penyebarannya sepanjang. difusi
antimikroba (terbentuk zona jernih disekitar cakram), sehingga bakteri tersebut
merupakan bakteri yang sensitif terhadap antimikroba (Soleha, 2015).

Parameter yang digunakan pada penentuan aktivitas antibakteri yaitu zona

bening yang terbentuk. Zona bening merupakan petunjuk ' kepekaan bakteri
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terhadap bahan antibakteri yang digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan

dengan lebar diameter zona bening. Diamater zona bening diukur dalam satuan

I’QPOSItOI’)’

milimeter (mm) (Rastina, Sudarwanto dan Wientarsih, 2015).

2.5 Ekstraksi

Menurut Hidayah, Hisan, Solikin, Irawati dan Mustikaningtyas (2016),
ekstraksi merupakan suatu proses yang bertujuan untuk memisahkan komponen-
komponen yang diinginkan dari suatu tanaman sehingga didapatkan senyawa aktif
dengan kemurnian tinggi. Proses ekstraksi dipengaruhi oleh beberapa faktor,
diantaranya jenis pelarut, perbandingan pelarut dengan bahan ekstraksi, suhu,
tekanan dan waktu ekstraksi serta komponen bioaktif tumbuhan. Jika kondisi suhu
dan temperatur sama, maka jenis pelarut dan komponen senyawa kimia yang
terdapat pada tanaman adalah dua faktor penting yang menentukan keberhasilan
proses. ekstraksi. Hasil ekstraksi maserasi diperoleh ekstrak pekat berbentuk
pasta.

Menurut Tambun, Limbong, Pinem dan Manurung (2016), ekstraksi
merupakan metode pemisahan suatu zat berdasarkan pelarut yang tepat, baik itu
pelarut organik atau pelarut anorganik. Ekstraksi adalah kegiatan penarikan
kandungan kimia yang dapat larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak
dapat ~ larut dengan menggunakan suatu pelarut cair. Senyawa aktif yang
terdapat dalam berbagai simplisia dapat digolongkan kedalam golongan minyak
atsiri, alkaloida, flavanoida, dan lain-lain. Dengan diketahuinya senyawa  akiif
yang dikandung simplisia - akan mempermudah pemilihan pelarut dengan
cara ekstraksi yang tepat. Ekstraksi merupakan metode pemisahan suatu zat
berdasarkan pelarut yang tepat, baik itu pelarut organik atau pelarut anorganik.

Salah satu contoh teknik ekstraksi adalah maserasi, maserasi merupakan

proses perendaman sampel menggunakan pelarut organik pada temperatur
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ruangan. Pada proses perendaman, sampel tumbuhan akan mengalami

pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam

I’QPOSItOI’)’

dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan
terlarut dalam pelarut organik (Handayani dan Nurcahyanti, 2015). Ekstraksi
pelarut dilakukan dengan cara dingin (maserasi). Proses ekstraksi dengan teknik
maserasi dilakukan dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada
suhu ruang. Keuntungan cara ini mudah dan tidak perlu pemanasan sehingga kecil
kemungkinan bahan alam menjadi rusak atau terurai (Susanty, dan Bachmid,

2016).
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3. MATERI DAN METODE PENELITIAN
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3.1 Materi Penelitian
3.1.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penlitian ini disajikan pada Tabel 1 dan

Lampiran 1(a).

Tabel 1. Alat - alat Penelitian

No. Alat Kegunaan
1. | Autoklaf Sebagai  alat untuk ' mensterilkan
peralatan yang akan digunakan
2. | Pinset Sebagai alat untuk meletakkan kertas
cakram pada media yang ada pada
cawan petri
3. | Blue Tip Sebagai wadah untuk = mengambil
larutan dalam skala kecil
4. | Jangka Sorong Sebagai alat untuk mengukur diameter
zona bening.
5. | Bunsen Sebagai alat untuk mencegah terjadinya
kontaminasi pada saat perlakuan.
6. | Cawan Petri Sebagai tempat uji cakram
7. | Erlenmeyer Sebagai tempat pembuatan media.
8. | Gelas Ukur Sebagai alat untuk mengukur larutan.
9. | Hotplate Sebagai alat pemanas media
10. | Inkubator Sebagai alat inkubasi sampel
11. | Jarum ose Sebagai alat untuk peremajaan bakteri.
12. | Botol Film Sebagai wadah ekstrak dan dosis
ekstrak
13. | Kulkas Sebagai tempat penyimpanan bahan
pada suhu dingin.
14. | LAF (Laminary Air Flow) Sebagai tempat dilakukannya
perlakuan.
15. | Mikropipet 100-1000 pl Sebagai alat untuk mengambil bahan
yang berbentuk cairan.
16. | Mikroskop Sebagai alat untuk identifikasi bakeri.
17. | Nampan Sebagai tempat meletakan alat sebelum
digunakan.
18. | Object glass Sebagai alat untuk meletakkan isolate
bakteri.
< 19. | Destruksor Sebagai alat untuk mendesrtruksi alat-
>-t alat yang sudah digunakan.
m< 20. | Pipet tetes Sebagai alat mengambil larutan.
f_"_\ 21. | Rotary evaporator Sebagai alat untuk memisahka ekstrak
o § dengan methanol 80%.
jé 22. | Spatula Sebagai alat untuk mengambil bahan.
>
=)
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== Tabel 1. (Lanjutan)
g No. Alat Kegunaan
8 24. | Tabung reaksi Sebagai tempat untuk peremajaan
o bakteri.
2 25. | Timbangan analitik Sebagai alat untuk menimbang bahan
dengan ketelitian 103,
26. | Timbangan digital Sebagai alat untuk menimbang bahan
dengan ketelitian 1072.
27. | Toples Sebagai tempat yang digunakan untuk
maserasi.
28. | Triangle Sebagai alat untuk meratakan bakteri
saat penanaman pada cawan.
29. | Vortex mixer Sebagai alat untuk menghomogenkan
larutan.
30. | Yellow Tip Sebagai wadah untuk — mengambil
larutan dalam skala kecil.

3.1.2 Bahan Penelitian

Adapun bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini seperti

Tabel 2. Bahan-Bahan Penelitian

disajikan pada Tabel 2 dan Lampiran 1(b).

No.

Bahan

Kegunaan

1.
2.

& W

No

10.

11.
12.

13.

Alkohol 70%
Alumunium foil

Akuades
Bakteri V. Harveyi

Daun Bidara (Z.mauritiana)

DMSO 10%
Methanol 80%
Kapas

Kertas cakram

Kertas bekas

Kertas Label
Kertas Saring

Larutan iodin

Sebagai bahan sterilisasi.

Sebagai penutup seluruh bagian toples
pada saat proses maserasi.

Sebagai bahan pelarut.

Sebagai bakteri yang akan digunakan
pada perlakuan.

Sebagai bahan yang digunakan untuk
ekstraksi.

Sebagai pelarut ekstrak.

Sebagai bahan pelarut.

Sebagai penutup alat yang akan
disterilisasi.

Sebagai bahan untuk mengetahui zona
bening dari ekstrak yang digunakan.
Sebagai bahan pembungkus peralatan
yang akan disterilisasi.

Sebagai penanda.

Sebagai penyaring bahan setelah
maserasi.

Sebagai larutan yang memperkuat
warna.
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o
— No. Bahan Kegunaan
8 14. | Larutan Crystal violet Sebagai pewarna utama yang berwarna
o ungu.
2 15. | Larutan Safranin Sebagai pewarna sekunder yang
berwarna merah saat pewarnaan gram.
16. | Masker Sebagai penutup bagian mulut dan
hidung agar tidak terjadi kontaminasi
pada saat perlakuan.
16. | Plastik Sebagai bahan untuk menyimpan petri
pada saat diinkubator.
17. | Plastic wrap Sebagai pembungkus botol sampel dan
cawan petri.
18. | Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen.
19. | TSA Sebagai media agar.
20. | TSB Sebagai media cair.
21. | TCBSA Sebagai media uji cakram.
22. | Tisu Sebagai pembersih alat yang telah
digunakan.
23. | Lateks Sebagai pelindung tangan untuk
mencegah kontaminasi.
24. | Karet gelang Sebagai pengikat toples pada saat
maserasi
25. | NaCl Sebagai larutan pengenceran
3.2  Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode

eksperimen. Menurut Yusuf (2017), penelitian eksperimen merupakan. satu-
satunya penelitian yang lebih akurat/teliti dibandingkan dengan tipe penelitian
yang lain, dalam menentukan relasi hubungan sebab akibat. Hal itu dimungkinkan
karena dalam penelitian eksperimen peneliti berdaya dapat melakukan
pengawasan (kontrol) terhadap variabel bebas baik sebelum penelitian maupun
selama penelitian. Disamping itu, dapat pula diminimalkan pengaruh komponen
lain yang diduga akan memengaruhi hasil penelitian, seperti pengaruh lingkungan
di sekitar responden penelitian. Atau, dapat pula dikatakan bahwa melalui
penelitian eksperimen, peneliti mampu dan dapat memanipulasi variable bebas
dan mengatur situasi penelitian dengan benar sehingga dapat mengungkapkan

faktor-faktor sebab dan akibat.
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Metode eksperimen merupakan metode penelitian yang menguiji hipotesis

berbentuk hubungan sebab-akibat melalui pemanipulasian variabel independen

I’QPOSItOI’)’

dan menguiji perubahan yang diakibatkan oleh ‘pemanipulasian. Efek dari
manipulasi disebut variable dependen. Selama pemanipulasian perlakuan, peneliti
melakukan kontrol terhadap variabel luar (extraneous variable) agar perubahan
yang terjadi benar-benar akibat pemanipulasian, bukan disebabkan variabel
lainnya. Jadi, penelitian eksperimen harus mengandung unsur kelompok kontrol,

kelompok perlakuan dan intervensi perlakuan (Wasis, 2006).

3.3 Teknik Pengambilan Data

Teknik pengambilan data yang digunakan dalam penelitian ini yaitu,
dengan cara observasi langsung. Menurut Susanto dan Sukadi (2011), observasi
adalah pengamatan secara langsung berguna untuk memperoleh informasi yang
diperlukan dengan cara melakukan pengamatan dan pencatatan dengan
peninjauan langsung ke lapang. Observasi merupakan salah satu teknik
pengumpulan data yang cukup efektif untuk mempelajari suatu sistem. Observasi

adalah pengamatan langsung terhadap suatu kegiatan yang sedang dilakukan.

3.4 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL). RAL digunakan untuk percobaan yang mempunyai media atau tempat
percobaan yang seragam atau homogen. RAL merupakan rancangan yang paling
sederhana jika dibandingkan dengan rancangan-rancangan lainnya. Dalam
rancangan ini tidak terdapat lokal kontrol, sehingga sumber keragaman yang
diamati hanya perlakuan dan galat saja. Oleh karena itu RAL umumnya cocok
digunakan kondisi lingkungan, alat, bahan dan medianya homogen. Kondisi ini
hanya dicapai di ruang-ruang terkontrol seperti di laboraturium dan di rumah kaca

(green house). Data yang terkumpul dari hasil pengukuran dianalisis dengan
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menggunakan uji analisis varian pada taraf signifikan 5% jika ada pengaruh maka

dianjurkan dengan uji BNT (Natsir, 2015). Penelitian ini menggunakan metode

I’QPOSItOI’)’

RAL yang masing-masing perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Adapun model
percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah (Vratama, Helmizuryani

dan Muslimin, 2013)

Yij=p + Ti+ €jj

Keterangan:
e Yij : respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
e 1 : nilaitengah umum
e Ti :pengaruh perlakuan ke-i
e €ij : pengaruh galat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
Pada penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa pemberian
ekstrak kasar daun bidara (Z.mauritiana) dengan perbedaan dosis yang diberikan.
Dasar penelitian ini adalah penelitian sebelumnya untuk mengetahui pengaruh
dosis yang diberikan terhadap daya hambat yang tepat dalam penggunaan daun
bidara. Perlak uan dalam penelitian ini adalah sebanyak 5 perlakuan dengan 3 kali
ulangan dan 2 kontrol yaitu kontrol positif dan kontrol negatif. Sehingga tiap
perlakuan dapat dilihat pada denah yang disajikan pada Gambar 4. Berikut
merupakan dosis yang digunakan pada masing-masing perlakuan:
o Perlakuan A: Bakteri V. harveyi dengan pemberian ekstrak daun bidara
(Z.mauritiana) dengan dosis 10 ppm.
° Perlakuan B: Bakteri V. harveyi dengan pemberian ekstrak daun bidara
(Z.mauritiana) dengan dosis 60 ppm.
° Perlakuan C: Bakteri V. harveyi dengan pemberian ekstrak daun bidara
(Z.mauritiana) dengan dosis 110 ppm.

o Perlakuan D: Bakteri V. harveyi dengan pemberian ekstrak daun bidara

(Z.mauritiana) dengan dosis 160 ppm.

§
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i‘ ° Perlakuan E: Bakteri V. harveyi dengan pemberian ekstrak daun bidara
o
M= (Z.mauritiana) dengan dosis 210 ppm.
D
o
=1 . Kontrol (+): Pemberian antibiotik oxytetracycline dengan dosis 31,2 ppm
(-5
B
) Kontrol (-): Menggunakan kertas cakram tanpa pemberian apapun
B1 A2 K-3 K-1 D3 D1 E2
e N e N e N e N e N e N )
Cc2 B3 K+2 E3 Al C3 K+1
& J - J/ & J & J/ & J & J ~——
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Gambar 4. Denah Penelitian

Keterangan:

A,B,C,D,E : Perlakuan
K(+) : Kontrol Positif
K(-) : Kontrol Negatif
1,2,3 : Ulangan

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Persiapan Penelitian
a. Sterilisasi Alat dan Bahan

Menurut Hendrawati dan Utomo (2017), sterilisasi dilakukan guna
menghilangkan semua jenis organisme yang hidup pada alat dan bahan yang
digunakan serta agar terbebas dari kontaminasi. Proses ini dilakukan dengan cara

memanaskan sampai temperatur 121°C, selama watu 15 menit dengan tekanan
1 atm. Salah satu contoh alat untuk melakukan sterilisasi adalah Autoclave.
b. Sterilisasi Tempat Perlakuan

Tempat yang digunakan untuk melakukan perlakuan penelitian juga harus
dalam keadaan steril untuk menghindari kontaminasi. Tempat yang digunakan
yaitu LAF ‘(Laminary Air Flow). Sterilisasi LAF dilakukan dengan menyalakan

lampu ultraviolet (UV) selama 15 menit sebelum digunakan kemudian pintu LAF
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ditutup. Selanjutnya, lampu UV dimatikan, pintu LAF dibuka, lalu dihidupkan lampu

LAF dan permukaan LAF disterilkan dengan etanol 70% (Herdwiani, Leviana, Sari,

I’QPOSItOI’)’

Yolanda, Rica, Zahra, Ikawati, Hertiani dan Khoirunisa, 2014).
C. Pembuatan Ekstrak

Proses pembuatan ekstrak dimulai dengan menyiapkan daun bidara dalam
bentuk basah seberat 10 kg. Kemudian daun bidara yang didapatkan dikeringkan
dibawah sinar matahari hingga mongering dengan berat kering 7 kg. Didapatkan
daun bidara dalam bentuk kering, selanjutnya daun bidara tersebut dihaluskan
dengan menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Sebelumnya daun bidara
telah dipotong-potong untuk mempermudah proses penghalusan. Kemudian daun
bidara masuk ke tahap maserasi atau perendaman.

Serbuk daun bidara dicampur dengan pelarut methanol 80% dengan
perbandingan 1:5. Hal tersebut dikarenakan berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan oleh Abdallah (2016), pelarut methanol dapat digunakan untuk
mengetahui kandungan senyawa kimia yang terdapat dalam daun bidara.
Senyawa-senyawa yang terkandung didalam daun bidara dapat dilihat pada hasil
uji- fitokimia daun bidara yang terdapat pada Lampiran 2. Serbuk daun bidara
kering ditimbang seberat 500 gram dimasukkan ke dalam toples dan ditambahkan
pelarut methanol 80% kemudian dihomogenkan dengan diaduk menggunakan
spatula. Toples di tutup dengan alumunium foil dan plastik hitam agar methanol
tidak menguap. Hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring untuk
memisahkan larutan dengan endapannya. Setelah terpisah, hasil larutannya
kemudian diuapkan, proses penguapan ini menggunakan alat yang disebut rotary
evaporator. Setelah diuapkan, maka dihasilkan ekstrak daun bidara dalam bentuk
pasta sebanyak 22,1 gram. Kemudian pasta diencerkan menggunakan DMSO

10% untuk perlakuan dosis yang diinginkan.
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d. Pembuatan Media

I’QPOSItOI’)’

1) Media TSA (Tryptic Soy Agar) Miring

Menurut Muljono, Fatimawati dan Manampiring (2016), media TSA
ditimbang sebanyak ' 0,28 gram, dimasukkan kedalam - erlenmeyer  dan
ditambahkan NaCl. Kemudian dilarutkan dengan aguades, dipanaskan diatas hot
plate yang bertujuan agar media homogen. Selanjutnya media disterilkan dalam
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm, kemudian
dimasukkan kedalam tabung reaksi, dibiarkan pada suhu ruangan selama + 30
menit sampai media memadat pada kemiringan 30°. Media agar miring digunakan
untuk inokulasi bakteri.

2) Media Cair TSB (Tryptic Soy Broth)

Menurut Rubianto, Riauwaty dan Lukistyowati (2016), media Tryptic Soy
Broth digunakan sebagai kultur bateri. Pembuatan media TSB (Triptic Soya Broth)
dicampurkan dengan aquades sesuai dengan perbandingan yang ditentukan oleh
media TSB 30 g/l aquades. Kemudian ditambahkan NaCl dan dipanaskan hingga
mendidih di atas hot plate. Setelah mendidih, disterilisasikan terlebih dahulu dalam
autoclave bersuhu 121° C dengan tekanan 1 atm selama 30 menit.

3) Media TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose)

Media TCBS digunakan untuk media selektif menumbuhkan bakteri V.
harveyi. TCBS mengandung Oxbile dan sodium thiosulphate untuk menghambat
bakteri gram positif dan enterobakteria sedangkan gula sukrosa sebagai penanda
ada tidaknya bakteri yang memiliki kemampuan untuk menfermentasi sukrosa
(Alawiyyah, Budiharjo dan Suprihadi, 2017).

e. Bakteri V. harveyi
Isolat bakteri V.harveyi didapatkan dari Balai Besar Perikanan Budidaya

Air Payau (BBPBAP) Laboratorium Uji Jepara. Isolat bakteri yang telah didapatkan
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diremajakan kembali pada media agar miring TSA dalam tabung reaksi. Hasil uji

biokimia disajikan pada Lampiran 3.

I’QPOSItOI’)’

f. Peremajaan Bakteri V. harveyi

Peremajaan bakteri V. harveyi menggunakan media TSA miring. Bakteri V.
harveyi didapatkan dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP)
Jepara, Jawa Tengah. Stok bakteri diremajakan dengan menginokulasi kembali
isolat bakteri pada media agar miring secara zigzag. Kemudian diinkubasi dalam
inkubator dengan suhu 32°C selama 24 jam (Nurjanna dan Fajrihanif, 2010).
g. Kultur Bakteri V. harveyi

Menurut Puspitarani, Satyantini dan Kusdarwati (2016), isolat bakteri yang
telah berhasil diidentifikasi kemudian dikultur pada media TSB (Tryptic Soy Broth).
Jarum ose dipijarkan diatas bunsen, kemudian diambil bakteri sebanyak 1 gores
pada media agar miring. Selanjutnya jarum ose yang terdapat bakteri dimasukkan

kedalam media TSB, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 32°C.

3.5.2 Pelaksanaan Penelitian
a. Identifikasi Bakteri

Menurut Arbaeyah Yoswaty dan Elizal (2017), pewarnaan Gram dilakukan
bertujuan untuk membedakan bakteri Gram positif atau Gram negatif. Sampel
yang akan diidentifikasi dengan pewarnaan Gram diambil dengan menggunakan
jarum ose steril, lalu dioleskan pada objek glass. Selanjutnya sampel diberi 1 tetes
larutan crystal violet dan diamkan selama 1 menit lalu dibilas dengan akuades dan
dikering anginkan. Setelah itu larutan iodin diteteskan pada sampel dengan
perlakuan yang sama seperti sebelumnya. Kemudian sampel diteteskan larutan
alkohol dan digoyangkan selama 15 detik. Lalu ditetesi lagi dengan larutan
safranin, dan diamkan selama 15 detik lalu dicuci dengan akuades dan ditutup

dengan cover glass. Dilakukan pengamatan di bawah mikroskop perbesaran 10 x
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100. Jika berwarna ungu artinya bakteri gram positif. Namun jika berwarna merah

jambu atau kemerahmerahan maka sampel tersebut tergolong bakteri gram

I’QPOSItOI’)’

negatif.
b. Uji Cakram

Menurut Mulyadi, Wiryanti dan Ria (2013), kertas cakram dicelupkan ke
dalam larutan sampel sampai merata di seluruh permukaan cakram dengan
berbagai macam konsentrasi yang telah disiapkan. Selanjutnya dituang media
yang telah disterilkan ke dalam petridish, media yang telah dingin dan memadat di
tanami_bakteri. Bakteri yang di tanam diratakan hingga seluruh permukan.
Kemudian cakram tersebut diletakkan dalam media yang telah ditanami bakteri
dan dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 32°C. Berdasarkan pernyataan
Prihardini dan Kristianingsih (2016), kertas Cakram yang telah direndam dalam
masing-masing konsentrasi diletakkan pada permukaan media agar yang telah
ditumbuhi bakteri. Aktivitas antibakteri yang dimiliki masing-masing minyak atsiri
diamati berdasarkan diameter zona bening (zona bening) yang terbentuk di
sekeliling kertas cakram. Hasil diukur menggunakan jangka sorong. Mulyadi,
Wuryanti dan Ria (2013) menambahkan, zona bening yang terbentuk pada media
yang telah diinokulasi bakteri disekitar cakram kertas yang di celupkan
sampelmenunjukkan aktivitas penghambatan dari sampel terhadap bakteri uiji.
Pencelupan cakram kertas ke dalam larutan sampel sampai merata di seluruh

permukaan cakram kertas.

3.6 Parameter Uji

Pelaksanaan penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak kasar daun
bidara terhadap aktivitas zona bening bakteri V. harveyi secara in vitro memiliki
parameter uji yang terdiri dari parameter utama dan parameter penunjang.

 Parameter utama
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Parameter utama dalam penelitian pengaruh pemberian ekstrak kasar

daun bidara terhadap bakteri V. harveyi yaitu daerah hambatan berupa zona

I’QPOSItOI’)’

bening yang diukur dengan menggunakan kertas cakram yang dinyatakan dalam
mm (milimeter).
« Parameter penunjang

Parameter penunjang dalam penelitian pengaruh-pemberian ekstrak kasar
daun bidara terhadap bakteri V. harveyi yaitu suhu inkubasi untuk menumbuhan

bakteri V. harveyi.

3.7  Analisis Data

Berdasarkan hasil uji daya hambat (zona bening) ekstrak kasar daun
bidara terhadap aktivitas zona bening bakteri V. harveyi maka dilakukan analisa
data secara statistik dengan menggunakan analisa keragaman atau uji F (ANOVA)
sesuai dengan rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Uji ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh perlakuan (variabel bebas) terhadap
respon daya hambat (zona bening) yang diukur atau uji F. apabila nilai uji F
berbeda nyata atau berbeda sangat nyata maka dilanjutkan dengan uji BNT (Beda
Nyata Terkecil) yaitu untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan. Kemudian
untuk mengetahui hubungan antar perlakuan dengan diameter daya hambat (zona
bening) digunakan uji polynomial orthogonal yang memberikan keterangan

mengenai pengaruh yang terbaik.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

I’QPOSItOI’)’

4.1 Identifikasi Bakteri

Identifikasi bakteri V. harveyi dengan cara pewarnaan gram didapatkan
hasil bahwa, bakteri V. harveyi tergolong dalam bakteri gram negatif. Hal tersebut
karena bakteri gram negatif tidak dapat mempertahankan kompleks warna kristal
violet dengan alkohol saat proses pewarnaan. Hasil pewarnaan gram yang
dilakukan secara mikroskopik dengan perbesaran 1000x menunjukkan warna
merah. Berikut dapat disajikan hasil perwarnaan gram bakteri V. harveyi pada

Gambar 5 berikut :
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Gambar 5.Hasil Uji Pewarnaan Gram Bakteri V.harveyi (perbesaran 1000x)

Berdasarkan pernyataan Hidayat (2015), untuk mengetahui jenis bakteri
yang dihasilkan maka dilakukan ‘identifikasi secara mikroskopik yaitu dengan
pewarnaan gram. Uji gram ini dilakukan untuk mengelompokkan bakteri
berdasarkan reaksi kimia yang terbagi menjadi dua yaitu Gram positif dan Gram
negatif yang menggunakan larutan pewarna gram (Gram  stainning). Proses
pewarnaan Gram yang telah dilakukan akan menghasilkan bentuk morfologi dari
bakteri tersebut. Ketika sel bakteri yang terdapat pada kaca objek ditambahkan
dengan pewarna Kristal violet yang bewarna ungu, maka sel bakteri akan
menyerap pewarna tersebut. Interaksi antara sel bakteri dengan kristal violet akan

semakin kuat dengan ditambahkan lugol. Ketika dicuci dengan alkohol, bakteri
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Gram positif akan tetap mengikat kompleks kristal violet-lugol sehingga menjadi

bewarna ungu. Sedangkan bakteri Gram negatif akan kehilangan kompleks kristal

I’QPOSItOI’)’

violet lugol karena lapisan peptidoglikan pada bakteri Gram negatif lebih' tipis
sehingga menjadi tidak bewarna. Ketika ditambahkan dengan safranin yang
bewarna merah maka bakteri Gram negatif akan menyerapnya sedangkan bakteri

Gram positif tidak akan menyerap pewarna lagi.

4.2 Uji Cakram

Uji cakram dilakukan untuk mengetahui antibakteri yang terkandung dalam
ekstrak daun bidara (Z. mauritiana). Kertas cakram dimasukkan ke dalam ekstrak
daun bidara (Z. mauritiana) dengan dosis yang berbeda pada masing-masing
perlakuan dengan waktu perendaman kertas cakram selama kurang lebih 15 menit
kemudian diinkubasi selama 24 jam. Berikut adalah hasil zona bening yang

disajikan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Hasil Uji Cakram
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Uji cakram dilakukan dengan menggunakan 5 dosis ekstrak daun bidara

yaitu 10 ppm, 60 ppm, 110 ppm, 160 ppm dan 210 ppm, kontrol positif dan kontrol

I’QPOSItOI’)’

negatif. Hasil yang didapat selama pengamatan adalah pada perlakuan A dengan
dosis 10 ppm didapatkan ukuran rata-rata zona bening sebesar 8,58 mm.
Perlakuan B dengan dosis 60 ppm didapatkan ukuran rata-rata zona bening
sebesar 8,79 mm. Perlakuan C dengan dosis 110 ppm didapatkan hasil rata-rata
zona bening sebesar 9,39 mm. Perlakuan D dengan dosis 160 ppm mendapat
rata-rata zona bening sebesar 9,48 mm. Perlakuan E dengan dosis 210 ppm
mendapat rata-rata ukuran zona bening sebesar 9,99 mm.

Menurut Syamsul, Supomo, Wijaya dan Nugroho (2015), klasifikasi respon
hambatan pertumbuhan bakteri dapat dilihat sebagai berikut:

Tabel 3. Klasifikasi Respon Hambatan

No. | Diameter Zona Bening (mm) Respon Hambatan Pertumbuhan
1. <5 Lemah

2. 5-10 Sedang

3. 10-19 Kuat

4. >20 Sangat Kuat

Berdasarkan Tabel 4. perbandingan respon zona bening di atas, maka
dapat dianalisa hasil daya hambat daun bidara (Z. mauritiana) terhadap V. harveyi.
Perlakuan A (10 ppm) rata-rata berada pada 5-10 mm. Hasil dari perlakuan A (10
ppm) adalah memiliki respon sedang. Perlakuan B (60 ppm) rata-rata berada
berada pada 5-10 mm. Hasil dari perlakuan B (60 ppm) adalah memiliki respon
sedang. Perlakuan C (110 pmm) rata-rata berada pada 5-10 mm. Hasil dari
perlakuan C (110 ppm) adalah memiliki respon sedang. Perlakuan D (160 ppm)
rata-rata berada pada 5-10 mm. Hasil dari perlakuan D (210 ppm) adalah memiliki
respon sedang. Perlakuan E (210 ppm) berada pada 10-19 mm. Hasil dari

perlakuan E (210 ppm) adalah memiliki respon sedang.
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i‘ Dari hasil yang didapatkan kemudian dilakukan pengukuran rerata zona
o
— bening yang dapat dilihat pada Tabel 5.
D
8_ Tabel 4. Data Rerata Hasil Pengukuran Zona Bening (mm)
DL
= Perlakuan P Total Rerata + SD
1 2 3
A 9,13 8,27 8,35 25,75 8,58 + 0,48
B 8,77 8,85 8,75 26,37 8,79 £ 0,05
C 9,55 9,15 9,46 28,16 9,39+£0,21
D 9,35 9,44 9,65 28,44 9,48 £ 0,15
E 9,61 10,02 10,33 29,96 9,99 + 0,36
138,68

Tabel 5. menunjukan bahwa perlakuan E (210 ppm) memiliki zona rerata
zona bening yang paling tinggi yaitu 9,99 mm. Rerata zona bening terendah
ditunujukan oleh perlakuan A (10 ppm) yaitu 8,58 mm. Berdasarkan pernyataan
Rahmawati, Sudjarwo dan Widodo (2014), diamater zona bening terlihat dari
zona bening di sekitar lubang. Jika semakin luas zona bening maka semakin
besar suatu bahan dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Selanjutnya
dilakukan analisa sidik ragam untuk mengetahui pengaruh perlakuan. Berikut
adalah Tabel analisa sidik ragam yang disajikan pada Tabel 6

Tabel 5. Analisa Sidik Ragam Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Bidara
Terhadap Bakteri V.harveyi

Ksumber Db JK KT F.Hit | F5% | F1%
eragaman

Perlakuan 4 3,81 0,95 |11,163* | 3,48 | 599
Acak 10 0,85 0,09

Total 14

Keterangan:

**: berbeda sangat nyata

Berdasarkan tabel perhitungan analisa sidik ragam diatas menunjukkan
bahwa ekstrak daun bidara (Z. mauritiana) memberikan pengaruh yang berbeda
sangat nyata terhadap daya hambat bakteri V. harveyi. Hal ini dikarenakan nilai F

hitung yaitu 11,163 lebih besar dari pada nilai F tabel 5% (3,48) dan F tabel 1%
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(5,99). Perbedaan masing-masing perlakuan terhadap daya hambat zona bening

bakteri didukung dengan perhitungan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT).

I’QPOSItOI’)’

Hasil 'Uji Beda' Nyata Terkecil (BNT) didapatkan untuk mengetahui
perbedaan pengaruh antar perlakuan dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 6.Uji Beda Nyata Terkecil Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Bidara
Terhadap Bakteri V.harveyi

Perlakuan | Rerata A B G 3 E Notasi
8,58 8,79 9,39 9,48 9,99
A 8,58 - a
B 8,79 | 0,21™ - a
C 9,39 0,80* | 0,60* - b
D 9,48 0,90* | 0,69* | 0,097 - c
E 9,99 1,40* | 1,20* | 0,60* | 0,51" - c
Keterangan :
ns : tidak berbeda nyata
| : berbeda nyata

Hasil uji BNT pada Tabel 7 menunjukkan bahwa perlakuan A tidak
memberikan nilai yang signifikan antar perlakuan sehingga diberi notasi a.
perlakuan B tidak berbeda nyata terhadap perlakuan A sehingga diberi notasi a.
perlakuan C memberikan pegaruh berbeda nyata terhadap perlakuan B sehingga
diberi notasi b. Perlakuan D tidak berbeda nyata terhadap perlakuan C sehingga
diberi notasi ¢ dan perlakuan E tidak berbeda nyata terhadap perlakuan D
sehingga diberi notasi c. Dapat dianalisa bahwa pada perlakuan A dengan dosis
10 ppm sudah mulai menunjukkan adanya pertumbuhan dari bakteri V. harveyi
dimana ditunjukkan dengan adanya zona bening yang terbentuk di sekitar kertas
cakram. Berdasarkan hasil penelitian tersebut didapatkan grafik regresi polynomial
orthogonal zona bening yang dihasilkan dengan perlakuan yang berbeda disajikan

pada Gambar 7.
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Gambar 7. Grafik Regresi Polynomial Zona Bening

Berdasarkan Gambar 7. terlihat bahwa penambahan dosis pada perlakuan
ekstrak daun bidara (Z. mauritiana) terhadap zona bening menunjukkan pola linier
dengan persamaan y=8,48x + 0,006993 dan koefisien Rz = 0,811337. Pada dosis
10 ppm hingga 210 ppm grafik mengalami peningkatan pada hasil zona bening.
Peningkatan zona bening dipengaruhi oleh bertambahnya dosis yang diberikan
pada perlakuan. Semakin tinggi dosis yang diberikan, maka semakin besar zona
bening yang dihasilkan karena kandungan senyawa aktifnya juga lebih banyak.
Hal ini sesuai dengan pernyataan Rastina, Sudarwanto, dan Wientarsih (2015),
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang diberikan, maka semakin besar
pula diameter zona bening yang terbentuk di sekeliling kertas cakram. Selain faktor
konsentrasi, jenis bahan antimikroba yang dihasilkan juga menentukan
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri.

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikatakan bahwa ekstrak kasar daun
bidara memiliki senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
V. harveyi dan bersifat bakteriostatik. Antibiotik oxytetracycline juga bersifat
bakteriostatik atau menghambat pertumbuhan bakteri, akan tetapi antibakteri
oxytetracycline dapat mengakibatkan bakteri menjadi resisten dan berkembang

lebih cepat jika digunakan secara terus menerus (Juwana, 1990). Menurut Dewi
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dan Wijayanti (2017), mekanisme bakteriostatik yakni dengan menghambat

sintesis protein atau mengikat ribosom. Hal ini ditunjukkan dengan adanya
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penambahan antimikroba pada fase logaritmik. Setelah 'penambahan zat
antimikroba didapatkan jumlah sel total maupun sel hidup yang sama. Adapun
dikatakan bakteriostatik karena pada saat pengamatan 24 jam dimana sudah
mulai-menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri V.harveyi dan adanya zona
bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram namun setelah 48 jam tidak
menunjukkan adanya peningkatan zona bening di sekitar kertas cakram dan zona
bening semakin mengecil. Sesuai dengan pendapat Anwar dan Arwie (2019)
dalam  penelitiannya: yang menggunakan daun bidara bahwa dari hasil
pengamatan penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun Bidara memiliki
aktivitas senyawa antimikroba karena dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus seperti yang terlihat pada pembentukan zona bening pada
permukaan media yang ditumbuhi biakan Staphylococcus aureus. Pringgenies,
Setyati, Wibowo dan Djunaedi (2020) menambahkan mekanisme bakteriostatik
yakni dengan menghambat sintesis protein dan mengikat ribosom, sedangkan
untuk mekanisme bakterisidal dengan cara mencegah pertumbuhan dan
menyebabkan kematian, akan tetapi tidak menyebabkan sel dari bakteri tersebut
menjadi lisis

4.3 Mekanisme Antibakteri

Uji fitokimia ekstrak daun bidara bertujuan untuk mengetahui kandungan
senyawa aktif flavonoid, alkaloid, tannin, saponin dan fenol. Berdasarkan hasil uji
fitokimia yang telah dilakukan terhadap ekstrak daun bidara menunjukkan hasil
positif mengandung senyawa aktif flavonoid, alkaloid, tannin, saponin, dan fenol.

Bontjura, Waworuntu dan Siagian (2015) berpendapat bahwa sebagai

antibakteri flavonoid dapat bekerja dengan cara menghambat sintesis asam
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nukleat, menghambat fungsi membran sel dan menghambat metabolisme energi.
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Flavonoid juga dapat merusak permeabilitas dari dinding sel bakteri, mikrosom,
dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri. Dalam
menghambat fungsi membrane sel, flavonoid bekerja dengan cara membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat
merusak membran sel serta diikuti-dengan keluarnya senyawa intraseluler.
Flavonoid juga dapat menghambat metabolisme energi dengan cara menghambat
penggunaan oksigen oleh bakteri. Flavonoid menghambat pada sitikrom C

reduktase sehingga pembentukan metabolisme terhambat.

HEC—O—E—R e —
i i
Hc—o—&l'!‘.—ﬂ + —_— He—H 2 R—e—0H + HPOy
o
I (a=am karboksilat) (asam fostat)
HE—H

He—0— ||:|—0'
v} (gliseral)
[ fosfolipicda) [ flawon)

Gambar 8.Reaksi penguraian fosfolipida pada membran sitoplasma bakteri oleh
flavon (Prajitno, 2007)

Gambar 8 menunjukkan reaksi penguraian fosfolipida pada membran
sitoplasma bakteri oleh flavon. Pada perusakan membran sitoplasma, ion H* dari
senyawa fenol dan turunannya (flavonoid) akan menyerang gugus polar (gugus
fosfat) sehingga molekul fosfolipida akan terurai menjadi gliserol, asam karboksilat
dan asam fosfat. Hal ini mengakibatkan fosfolipida tidak mampu mempertahankan
bentuk membran sitoplasma akibatnya membran sitoplasma akan bocor dan
bakteri akan mengalami hambatan pertumbuhan dan bahkan kematian

(Praijitno,2007).
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Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri. Mekanisme antibakteri

alkaloid adalah dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan Hal
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ini ‘menyebabkan lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan terjadi
kematian pada sel tersebut (Kurniawan dan Aryana, 2015). Siregar, Sabdono dan
Pringgenies (2012) menambahkan, keaktifan biologis dari senyawa alkaloid ini
disebabkan karena adanya gugus basa yang mengandung nitrogen. Apabila
mengalami kontak dengan bakteri maka gugus basa akan bereaksi dengan
senyawa-senyawa asam amino yang menyusun dinding sel bakteri dan DNA
bakteri sebagai penyusun inti sel yang merupakan pusat pengaturan segala
kegiatan sel. Reaksi ini terjadi karena secara kimia suatu senyawa yang bersifat
basa akan bereksi dengan senyawa asam dalam hal ini adalah asam amino
karena sebagian besar asam amino telah beraksi dengan gugus basa dari
senyawa alkaloid.

Menurut Carolia dan Noventi (2015), senyawa tanin memiliki mekanisme
kerja yakni dengan adanya daya antibakteri yang dimiliki dengan cara
memprepitasi protein. Sebagai antibakteri, tannin memiliki efek melalui reaksi
dengan membran sel, inaktivasi enzim dan inaktivasi fungsi materi genetik.
Adapun mekanismenya adalah dengan menghambat enzim reverse transkriptase
dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk. Alamsyah,
Widowati dan Sabono (2014) menambahkan, mekanisme kerja tanin yakni
dengan mengkerutkan dinding sel atau membran sel sehingga permeabilitas dari
dinding sel bakteri tersebut akan terganggu. Mekanisme kerja saponin menurut
Dhuha, Bodhi dan Kojung (2016) yakni dengan cara meningkatkan permeabilitas
membran sel sehingga membran sel menjadi tidak stabil dan mengakibatkan
hemolisis sel. Sebagai antibakteri, saponin bekerja dengan cara menurunkan

tegangan permukaan sehingga mengakibatkan senyawa intraseluler akan keluar.
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Saponin merupakan senyawa yang bersifat antibakteri dengan bekerja efektif

pada bakteri gram positif.
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Senyawa fenol ‘memiliki mekanisme yang berbeda pada konsentrasi
rendah dan konsentrasi tinggi. Mekanisme fenol sebagai antibakteri pada
konsentrasi rendah dan konsentrasi tinggi menurut Putri, Hasanah dan
Kusumaningrum (2016) adalah pada konsentrasi rendah senyawa fenol dapat
merusak membran sitoplasma dan dapat menyebabkan kebocoran inti sel. Pada
konsentrasi tinggi, senyawa fenol akan berkoagulasi dengan protein seluler.
Aktivitas tersebut sangat efektif ketika bakteri dalam fase pembelahan dimana
lapisan fosfolipid di sekitar sel sedang dalam kondisi yang sangat tipis. Hal
tersebut mengakibatkan fenol dapat dengan mudah merusak isi sel.

4.4 Parameter Penunjang

Parameter penunjang yang digunakan dalam penelitian ini adalah suhu
inkubasi bakteri V. harveyi selama penelitian berlangsung, suhu sendiri
merupakan faktor utama yang sangat penting dalam penunjang laju pertumbuhan
bakteri. Suhu inkubasi bakteri V. harveyi yang digunakan selama penelitian adalah
32°C yang masih dapat dikatakan suhu optimum dalam kondisi biakan. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Prajitno (2007), suhu optimum untuk pertumbuhan
bakteri Vibrio spp berkisar antara 30-35°C. sedangkan pada suhu 4°C dan 45°C

bakteri tidak dapat tumbuh dan pada suhu 55°C akan mati.
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5.KESIMPULAN DAN SARAN
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5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pengaruh ektrak kasar daun bidara
(Z. mauritiana) terhadap aktivitas zona bening dari bakteri V. harveyi dapat
disimpulkan bahwa ekstrak daun bidara (Z. mauritiana) memberikan pengaruh
terhadap pertumbuhan bakteri V. harveyi dengan cara menghambat
pertumbuhannya dan bersifat bakteriostatik. Zona bening terendah didapatkan
pada perlakuan A dengan dosis 10 ppm dengan hasil rata-rata 8,58 mm.
Sedangkan zona bening tertinggi di dapat pada perlakuan E dengan dosis 210
ppm dengan hasil rata-rata 9,99 mm. Maka, dosis ekstrak yang paling efektif dalam

menghambat pertumbuhan bakteri V. harveyi adalah dosis 210 ppm.

52 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat disarankan bahwa ekstrak kasar daun
bidara dapat diaplikasikan untuk menghambat pertumbuhan bakteri V. harveyi
secara in vitro akan tetapi perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan uji in vivo
untuk mendapatkan dosis yang optimal dan keefektifan bahan tersebut pada

organisme budidaya yang terinfeksi bakteri V. harveyi secara langsung.
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== Lampiran 2. Hasil Uji Fitokimia Daun Bidara (Z. mauritiana)
o
o
=
8 PEMERINTAI PROVINSI JAWA TIMUR
= DINAS KESEHATAN -
L UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDIC/
o Jalan Lahor No 87 Telp/Fax (0341) S93396 Baw L
KOTA BATU .
Nomor (0747 18D /102.7/ 2020
Sifa : Biasa
Perihal

: Surat Keterangan Analisa Kunlitatif

Bersama ini kami sampaikan hasil analisa berikut i -

1. Identitas Pemohon

Nama Septia Dwi Listiya
NIM 165080501111058
Instansi

. ) - jaya
* Fakultas Perikanan dan Hlmu Kelautan, Universitas Brawijay
Alamat Instansi

Malang
2. ldentitas Sampel
Nama dacrah sampel : Bidara
Nama latin : Ziziphus mauritana
Bagian sampel : Daun
Bentuk sampel : Ekstrak
Pelarut : Metanol
Tanggal pencrimaan : 10 Februari 2020
Tanggal pemeriksaan : 13 Februari 2020
3. Hasil - Hasil
No | Identifikasi Senyawa e Tue Posiuf’
1. | Flavonoid Jingga, Merah Bata, Merah Muda, Merah Tua |
2. | Alkaloid E o
= Positif
Meyer Endapan Putih — szﬁ £
Dragendrof Endap 2"&5:” T ] Posiuf
Y ) Endap o - o
3. | Tanin Cokelat Kehi Biru Kehi — :3‘:1?
4. | Saponin Busa P - 3
5. | Fenol Cokelat Kehi Biru Keh Eositic
4. Lampiran Alkaloid
Nama Sampel Flavonoid Meyer Dragendrof | Bouchardat }
= F )
Ekstrak Daun Bidara ‘ | |
(Ziziphus mauritiana) | - |
Tanin Saponin Fenol
una Sampel - -
Nama —
Ekstrak Daun Bidara
(Ziziphus mauritiana) y = = 4
5. Pustaka

e Decpartemen Keschatan Republik Indonesia, 1978. "Materia Medika Indonesia”, Dircktorat
Obat dan Mak Jakarta.

Tenderal P,
2 SR

Demikian disampaikan untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.
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i‘ Lampiran 3. Hasil Uji Biokimia Bakteri V. harveyi

(=

-
o m— T KEMENTRIAN KELAUTAN DAN PERIKANAN

= o DIREKTORAT JENDERAL PERIKANAN BUDIDAYA VKA.

o A BALAI BESAR PERIKANAN BUDIDAYA AIR PAYAU —

= b\ /3 LABORATORIUM UJI BBPBAP JEPARA

(< D) el PR Alamat surat: PO Box 1 Jepara , Kantor: JI. Cik Lanang — Bulu Jepara 59418

(S Telp. : (0291) 591125, Faximili : (0291) 591724

www . bbpbapijepara dipb kkp.go.id ; Email : bbpbapjpr@gmail.com

HASIL UJI BIOKIMIA

Hal : Uji biokimia Identifikasi Bakteri
Asal :  Lab. Mikrobiologi
Alamat : BBAPAP Jepara
Jenis contoh : Isolat bakteri
Metode : Cowan and stell’s, Manual for Identification of medical bacteria
Hasil
| Isolat
! Uji Bio Kimia Vibrio harveyi
: Swaming =

Growth with 0% NaCl -
Arginine decarboxilase —

Lysine decarboxilase

4+
+
Nitrat reduced +
+

Oxidase
Gas from Glucose

Indol =i +
ONPG +
VP

Resisten to :
0/129 10 pg
0/129 150 pug
ampicillin 10 pg
Starch Hydrolysis
Urea Hydrolysis
Acid from :
L-arabinose
Arbutin

Salicin

Sucrose

Xylose

Growth on :
Ethanol

Propanol : A g =

++|+ |+

| +++ |

O;.:*Lah. Mikrobiologi BBPBAP Jepara
&/

[+< f— ~\7Penyelia
" A w2

-

<
=
=
2
o0
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Lampiran 4. Kegiatan Penelitian

A. Pembuatan Ekstrak Kasar Daun Bidara (Z. mauritiana)

repository

Dikeringkan dan

Daun B_lc_iara (Z. diblender Ditimbang
mauritiana) serbuk daun
bidara

Proses meserasi Dimasukkan
ke dalam
toples
Proses :
penyaringan Proses evaporasi Didapatkan
hasil ekstrak
daun bidara
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Lampiran 4. (Lanjutan)

B. Peremajaan Bakteri V. harveyi

repository

Ditambahkan
Aguadest

Ditimbang media Ditimbang Nacl
TSA

2eh

Dimiringkan
media dengan
kemiringan 30°

Dimasukkan ke
dalam autoklaf
untuk

Be. &

Di gorekan
kedalam media

Diambil bakteri
dari isolat murni

Diinkubasi selama
24 jam
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Lampiran 4. Lanjutan

C. Pelaksanaan Uji Cakram

repository

Dimasukkan media Dilakukan Dimasukkan
TCBS pada cawan pengenceran bakteri dan
pada media TSB diratakan
dan di vortex dengan triangle

Proses
Masukkan Dimasukkan kertas pembuatan
kertas cakram cakram da_lam dosi)side;jrak
ke cawan petri ekstrak dan diamkan

selama 15 menit

Hasil, dan diiukur zona
bening menggunakan
jangka sorong

Diinkubasi selama
24 jam
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Lampiran 5. Hasil Uji Cakram Daun Bidara (Z. mauritiana) Terhadap Bakteri V.
harveyi

repository

Perlakuan Dosis 10 ppm

. Perlakuan Dosis 110 ppm

L

Ulangan 2

Ulangan 1 ' 7 2 Ulangan 3
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Lampiran 6. Perhitungan Ekstrak Dosis Uji

Pelarut yang digunakan dalam pembuatan ekstrak dosis uji yaitu DMSO
10%, adapun perhitungan dosis yang digunakan sebagai berikut:

I’QPOSItOI’)’

a. Dosis 5000 ppm
Pembuatan dosis 5000 ppm merupakan dosis stok ekstrak kasar daun
bidara tertinggi yang  digunakan dalam pembuatan dosis 10 — 210 ppm.

Pembuatan stok ekstrak sebesar 5000 ppm dengan rumus berikut:

25 mg ekstrak kasar
5 ml (0,5 DMSO 100% + 4, 5 aquadest steril)

5000 ppm =

b. Dosis 0 ppm
Pembuatan dosis 0 ppm adalah perlakuan tanpa adanya campuran dari

ekstrak kasar daun bidara.

UNIVERSITAS
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C. Dosis 10 ppm
V1x N1 =V2 x N2
1,5mlx 10 =V2 x 5000
V2 = 0,003 ml

DMSO 10 % = 1,5 ml -

0,003 ml = 1,497 ml

d. Dosis 60 ppm
V1x N1 =V2 x N2
1,5 ml x 60 =V2 x 5000
V2 =0,018 ml
DMSO 10% =1,5ml - 0,018 ml = 1,482 ml
e. Dosis 110 ppm
V1 x N1 = V2 x N2
1,5mlx 110 = V2 x.5000
V2 =0,033 ml

DMSO 10 % =1,5 ml -

Dosis 160 ppm

0,033 ml =1,467 ml

V1 x N1 =V2 x N2
1,5 mlx 160 =V2 x 5000
V2 =0,048 ml

DMSO 10 % = 1,5 ml -

0,048 ml = 1,452 mi
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== Lampiran 6. (Lanjutan)

o ;
et g. Dosis 210 ppm

D

— V1xN1  =V2xN2

= 1,5ml x 210 =V2 x 5000

— V2 = 0,063 ml

DMSO 10 % = 1,5 ml— 0,063 ml = 1,437 ml
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i‘ Lampiran 7. Analisa Data Pengaruh Pemberian Ekstrak Kasar Daun Bidara (Z.
o mauritiana) terhadap Aktivitas Zona Hambat Bakteri V. harveyi
— Secara In Vitro
D
g_ . Data Rerata Zona Bening
2 Perlakuan P Total Rerata + SD
L 2 S
A 9,13 8,27 8,35 25,75 8,58 + 0,48
B 8,77 8,85 8,75 26,37 8,79 £ 0,05
C 9,55 9;15 9,46 28,16 9,39+0,21
D 9,35 9,44 9,65 28,44 9,48 + 0,15
E 9,61 10,02 10,33 29,96 9,99 + 0,36
138,68

Perhitungan :

2
a. Faktor Koreksi (FK) = %
138,682
-k T
=1282,14
b. Jumlah Kuadrat (JK total) =y xj? — FK

=(Al12+A22+ A3%+ ... +E3?)-FK

= (9,132+8,272+ 8,352 +...+99,992)-1282,14
=1286,8068 -1282,14

= 4,66

2
c. JKPerlakuan = w -FK

(TA%+ TB%+ TC?+ TD?+TE?)
r

- FK

2
_ 25,75+ 26,372+28,16%+ 28,44°29,96
- 3

—-1282,14
=381

d. JK Acak = JK Total-JK Perlakuan
=4,66 — 3,81
=0,85

UNIVERSITAS

<
<
=
=
=




.aC.1

67
-
]
== Lampiran 7. (Lanjutan)
o
[ e. db Total =(nxr-1
D
o = -
= = (5x3)-1
DL
— = 14
f. db Perlakuan =n-1
=5-1
=4
g.  db Galat = db Total - db Perlakuan
=14-4
=10
. Tabel Analisa Sidik Ragam
Sum e Db JK KT F.Hit | F5% | F1%
Keragaman
Perlakuan 4 3,81 0,95 |11,163**| 3,48 5,99
Acak 10 0,85 0,09
Total 14
Keterangan:

** . berbeda sangat nyata
Berdasarkan hasil analisa sidik ragam di atas menunjukkan bahwa nilai F
hitung (11,163) lebih besar dari F tabel 5%, maka dilakukan uji nilai tengah (rata-

rata) antar perlakuan atau disebut dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT).

4 SED :\/ZXKTacak_JZX0,0Q = 0,24

ulangan (r) - 3

b. BNT 5% t tabel 5% (db acak) x SED

2,228 x0,24

=0,53

C. BNT 1% t tabel 1% (db acak) x SED
= 3,106 x 0,24

=0,74
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== Lampiran 7. (Lanjutan)
o
—
8 ° Tabel Anova Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)
— A B C D E .
2 Perlakuan | Rerata 858 8.79 9.39 9.48 9.99 Notasi
A 8,58 - a
B 8,79 | 0,21 - a
C 9,39 0,80* | 0,60* - b
D 9,48 0,90* | 0,69* | 0,09™ - c
E 9,99 1,40* | 1,20* | 0,60* | 0,51™ - c
Keterangan :
ns - :Tidak berbeda nyata
9 : Berbeda nyata
. Tabel Uji Polynomial Orthogonal
Perlakuan Total Perbandingan (Ci)
(Ti) Linier | Kuadratik | Kubik Kuartik
A 25,75 -2 2 -1 1
B 26,37 -1 -1 2 -4
C 28,16 0 -2 0 6
D 28,344 ik -1 -2 -4
E 29,96 2 2 1 1
Q= Z(ci*Ti) 10,49 0,29 0,07 5,43
Hasil Kuadrat 10 14 10 70
Kr= (Zci*2)*r 30 42 30 210
JK=Q"2/Kr 3,67 0,0 0,00 0,14
JK REGRESI 3,67
° Tabel Sidik Ragam Regresi
SUITREN Db IK KT | .F L Fs%w | F1%
Keragaman Hitung
Perlakuan 4 3,67 3,48 5,99
Linier i 3,67 OV I gen
Kuadratik 1 0,00 0,00 0,02 | ns
Kubik P 0,00 0,00 0,00 | ns
Kuartik 1 0.14 0,14 1,65 | ns
Acak 10 0,85 0,09 1|ns
Total 14 8,33
Keterangan :
* = Berbeda nyata

** = Berbeda sangat nyata
ns = Tidak berbeda nyata
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== Lampiran 7. (Lanjutan)
o -
e KT Linier = w
= db Linier
= _ 367
=T) 1
B
=3,67

_ JK Kuadratik

KT Kuadratik = m

KT Kubik

=0

_ JK Kuartik
" db Kuartik

KT Kuartik

o

14

.
=0,14

_ JK Acak

KT Acak = i

_ 085
T 10

= 0,085

3 b \ _ KT Linier
F hitung linier = T Acax

367
0,09
=40,77

_ KT Kuadratik

F hitung kuadratik T aoak

0,00
0,09

=0
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Lampiran 7. (Lanjutan)

_KT Kubik

F hltung kubik —m

=0

_ KT Kuartik

F hitung kuarik Brixerss

©

1
0

~

o
©

I
LN
ul

JK Linier

RN —___-nLinier
R< Linier JK Linier+JK Acak

. 367
= 3,67+0,85

=0,81

JK Kuadratik

2 ; —
R* Kuadratik JK Kuadratik+JK Acak

0,00
~ 0,00 +0,85

=0

JK Kubik

2 i _ __ JKKubk -
RQRK JK Kubik+JK Acak

0,00
~ 0,00 +0,95

=0

70

Berdasarkan perhitungan diatas nilai F hitung linier sangat berbeda nyata,

hal ini: menunjukkan bahwa nilai F _hitung regresi linier lebih besar dibandingkan

dengan nilai regresi kuadratik dan nilai regresi kubik. Berdasarkan hasil tersebut,

maka laju kurva yang digunakan adalah kurva linier. Langkah selanjutnya yaitu

menghitung persamaan linier.
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== Lampiran 7. (Lanjutan)
g o Tabel Persamaa Linier

(%o ]

= X Y XY X2

D 1B 9.13 91.3 100

==
X 8.27 82.7 100
10 8.35 83.5 100
B 8.77 526.2 3600
50 8.85 531 3600
B 8.75 525 3600
110 9.55 1050.5 12100
110 9.15 1006.5 12100
110 9.46 1040.6 12100
160 9.35 1496 25600
160 9.44 1510.4 25600
e 9.65 1544 25600
210 9.61 2018.1 44100
210 10.02 2104.2 44100
210 10.33 2169.3 44100

>X 1650 >Y 138.68 >XY15779.3 Y X? 256500
Rerata 110 9.25

Perhitungan :
B _ IXY-(3X. SY)n
A - zx2&

n

_ 15779,3-(1650 . 138,68)/15

(16507
256500 - =

_ 15779,3 - 15.254,8
7 256500 - 181500

524,5

75000

= 0,006993
Bo = y . b1 X

= 9,25 — (0,006993 . 110)
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=9,25-0,76923

= 8,48

I’QPOSItOI’)’

Persamaan linier :y =bo+ b1 X
=bo+ by x
= 8,48 + 0,006993x

Lampiran 7. (Lanjutan)

R2 JK Regresi

"~ JK Total Terkolerasi
JK Regresi

T K Regresi+JK Acak

_ 367
~ 3,67+0,85

=0,81194

° Grafik Hubungan Zona Hambat Antar Perlakuan Estrak Daun Bidara (Z.
mauritiana) Terhadap Bakteri V. harveyi
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S /’/
E 800 ¢
g
£ 6.00 -
Jc__u y = 8.48 + 0.006993x
s 4.00 - R2=0.811337
>
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