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Sandhy llyasa Astaghfirnanda. Pengaruh Ekstrak Daun Teh Hijau (Camelia
sinensis) terhadap Daya Hambat Bakteri Pseudomonas aeruginosa secara In
Vitro. Dibawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Sri Andayani, MS dan Rani Yuwanita,
S.Pi, MP.

Intensifikasi budidaya meningkatkan peluang serangan penyakit pada ikan
oleh bakteri hingga 33,9% dari penyebab penyakit lainnya.” Pseudomonas
aeruginosa merupakan “bakteri ‘yang bersifat ‘patogen oportunistik, dan  dapat
menyebabkan:infeksi pada individu dengan ketahanan tubuh yang menurun, serta
cukup sering ditemukan pada perairan tawar. Kerugian kematian sekitar 173 ton
ikan dan . benih. dan—ekonomi yang mencapai. 60%: pembudidaya ikan tawar
menjadikan alasan penelitian ‘mencari alternatif pengobatan.dan pencegahan
sehingga tidak menimbulkan-banyak residu atau limbah perairan. Ekstrak tanaman
secara tradisional, salah satunya daun teh hijau (Camellia sinensis) telah banyak
diteliti - memiliki ‘bahan - aktif : antibakteri ' 'sangat " signifikan,- meliputi alkaloid,
flavonoid, tanin/fenol, dan saponin yang diduga dapat menghambat pertumbuhan
bakteri.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun
teh hijau (C. sinensis) terhadap daya hambat bakteri P. aeruginosa secara in vitro
dan mengetahui-dosis MIC (Minimum Inhibiton Concetration) yang digunakan
untuk uji cakram bakteri. Penelitian dilaksanakan pada Juni 2021 di CV. Sumber
Rejeki ' Bandaran, -Pasuruan -menggunakan-metode eksperimen: dengan  RAL
(Rancangan Acak Lengkap) pemberian dosis ekstrak daun teh hijau yang berbeda,
yaitu A (110 ppm), B (120 ppm), C (130 ppm), D (140 ppm), dan E (150 ppm)
dengan kontrol positif menggunakan antibiotik tetracycline 30 ppm, serta kontrol
negatif tanpa pemberian ekstrak. Setiap perlakuan diulang sebanyak empat kali.
Parameter uji- yang digunakan: berupa hasil pengamatan zona bening yang
terbentuk sekitar kertas cakram yang telah ditumbuhi oleh. bakteri P. aeruginosa
dengan dosis ekstrak yang berbeda. Data yang didapat dianalisis dengan Analysis
of Variance (ANOVA) sesuai rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak
Lengkap (RAL) pada tingkat kepercayaan 95% (a=0,05).

Data hasil yang didapatkan pada penelitian ini adalah sebagai berikut.
Ekstrak daun teh hijau (C. sinensis) terbukti dapat menghambat pertumbuhan
bakteri P. aeruginosa dengan dosis minimum 100 ppm melalui uji MIC terlebih
dahulu. Hasil rata-rata zona bening.yang didapatkan dari uji cakram pada
penelitian adalah 110 ppm (7,63 mm), 120 ppm (7,86 mm), 130 ppm (8,48 mm),
140 ppm (9,38 mm), dan 150 ppm (10,27 mm). Hasil menunjukkan hubungan
antara penambahan dosis perlakuan ekstrak daun teh terhadap diameter zona
hambat berupa pola linier dengan persamaan y = -0,110 + 0,068x dan koefisien
R? = 0,9366. Hubungan antara pemberian dosis ekstrak daun teh hijau dalam
menghambat bakteri P. aeruginosa memiliki respon yang semakin tinggi dosis,
maka akan semakin besar zona bening yang terbentuk. Hasil tertinggi pada
penelitian yaitu pada dosis 150 ppm sebesar 10,27 mm dan hasil terendah pada
dosis 110 ppm sebesar 7,63 mm.
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Sandhy llyasa Astaghfirnanda. Effect of Green Tea’s Leaf (Camelia sinensis)
Extract on Inhibition .of Pseudomonas aeruginosa Bacteria In Vitro. Under the
guidance of Prof. Dr. Ir. Sri Andayani, MS and Rani Yuwanita, S.Pi, MP.

Aquaculture developed rapidly.in the era of industrialization. Intensification
of cultivation is marked by an increase in stocking density, causing obstacles, one
of which'is the increased chance of disease’attack on fish by bacteria up to 33.9%.
Pseudomonas aeruginosa-is an opportunistic pathogen, and can:cause infection
in_individuals with decreased body resistance, and is quite often found in
freshwater. The loss of mortality of around 173 tons of fish and seeds and the
economy that reaches 60% of freshwater fish farmers are the reasons for research
to found: alternative treatment and prevention, so that it does not-cause a lot of
residue or aquatic waste. Extract of Traditional plant, green tea’s leaf (Camellia
sinensis) has been widely studied to have very significant antibacterial active
ingredients, including alkaloids, flavonoids, tannins/phenols, and saponins which
are thought to inhibit bacterial growth.

This study was determine the effect of green tea’s leaf (C. sinensis).extract
on the inhibition of P. aeruginosa bacteria in vitro and to determine the dose of MIC
(Minimum Inhibiton Concetration) used for the bacterial disc test. The research was
conducted in June 2021 at CV. Sumber Rejeki Bandaran, Pasuruan used an
experimental method with RAL (Completely Randomized Design) giving. different
doses of green tea’s leaf extract, A (110 ppm), B (120 ppm), C (130 ppm), D (140
ppm), and E (150 ppm) with four repetition in every treatment, also positive control
using 30 ppm of tetracycline as antibiotic, and negative control without extract. The
test parameters used were observations of the clear zone formed around the paper
discs that had been overgrown with P. aeruginosa bacteria with different extract
doses. The data obtained were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA)
according to the design used, namely Completely Randomized Design (CRD) at a
confidence level 95% (a=0,05).

The data obtained in this study are as follows. Green tea’s leaf (C. sinensis)
extract can inhibit the growth of P. aeruginosa bacteria with a minimum dose of
100 ppm through the MIC test first. The average of the clear zone results obtained
from the disc test in this study were 110 ppm (7,63 mm), 120 ppm (7,86 mm), 130
ppm (8,48 mm), 140 ppm (9,38 mm), and 150 ppm (10,27 mm). The results
showed the relationship between the addition of tea leaf’s extract treatment dose
to the diameter of the inhibition zone in the form of a linear pattern with the equation
y = 0,068x = 0,110 and the coefficient R? = 0,9366. The relationship between the
dose of green-tea leaf extract in inhibiting P. aeruginosa bacteria has a response
that the higher the dose, the greater the clear zone formed. The highest results in
the study were at a dose of 150 ppm of 10,27 mm and the lowest result was at a
dose of 110 ppm of 7,63 mm.
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1. PENDAHULUAN

l

1.1 Latar Belakang

Usaha perikanan budidaya berkembang pesat pada era industrialisasi, hal
ini-berkaitan.dengan pemenuhan kebutuhan pangan dengan-nilai gizi yang tinggi
dan kebutuhan pasar terhadap komoditas perikanan terus mengalami

peningkatan, sedangkan hasil tangkapan nelayan semakin menurun (Winarsih, et
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al.,” 2011). Permintaan hasil perikanan yang semakin tinggi menjadikan
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masyarakat - ' menerapkan . sistem budidaya intensif bahkan ~super:  intensif.

Intensifikasi budidaya ditandai dengan adanya peningkatan padat penebaran,
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sehingga ' ‘menimbulkan " kendala, salah ‘- satunya ' meningkatnya - peluang

terserangnya penyakit. pada ikan. Perkembangan usaha budidaya hingga saat ini

masih sering terkendala oleh berbagai sebab, salah satunya penyakit, sebanyak

33,9% disebabkan oleh bakteri, 20,7% protozoa, dan sisanya disebabkan oleh
virus, jamur, cacing dan krustasea (Kamelia, et al., 2018).

Penyakit: pada ikan dapat disebabkan: oleh parasit, jamur, bakteri, dan
virus. Penyakit bakteri merupakan salah satu kendala pada budidaya ikan yang

sering ‘menyerang -dan-menyebabkan kematian- ikan ‘dengan kerugian- ekonomi
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yang tidak sedikit. Ulcerative disease atau penyakit borok/penyakit merah
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merupakan salah satu penyakit yang mengakibatkan kematian:-hingga kurang lebih

173 ton jenis ikan mas, termasuk di dalamnya 30% ikan-ikan kecil/benih mati

| REPOSITORY.UB,ACID |

khususnya oleh bakteri Pseudomonas sp. dengan kerugian mencapai Rp. 126 juta
(Lukistyowati dan Kurniasih, 2011; Nurjanah, et al., 2014).

Pseudomonas aeruginosa cukup sering ditemukan pada perairan tawar,

serta. merupakan salah satu bangsa. Pseudomonadales yang termasuk  jenis

bakteri gram negatif. P. aeruginosa merupakan bakteri. yang bersifat patogen
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oportunistik, dan dapat -menyebabkan infeksi pada individu dengan ketahanan

tubuh yang menurun:(Lutpiatina, 2017). Gejala Klinis akibat serangan_bakteri. P.

aeruginosa meliputi luka padabagian- tubuh ‘ikan, kembung, mata ‘menonjol

l

(exopthalmia), warna tubuh menjadi gelap, gerak lamban, sirip geripis, warna
tubuh pucat, insang dan permukaan tubuh luka, ‘produksi lendir berlebih,. sisik
lepas dan kasar serta diikuti hemoragik yang membentuk spot putih dikelilingi zona

merah, dan pendarahan pada organ dalam.
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Salah satu contoh kerugian yang disebabkan oleh bakteri-Pseudomonas

adalah kematian ikan dan benih pada intensifikasi budidaya ikan mas (Cyprinus

A
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carpio) di-Waduk Kedung Ombo dan Magelang, Jawa Tengah dengan kerugian

ekonomi yang cukup besar (Kabata, 1985; Nurjanah, et al., 2014). Bakteri P.
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aeruginosa berasosiasi dengan kematian nila dan ikan lain yang hidup di danau

Kabupaten Magelang. Penelitian Sarjito, et al. (2021), menjelaskan bahwa P.

aeruginosa menyebabkan' ikan - uji sakit (100%) dan mati (80%) lebih tinggi
dibandingkan penelitian terdahulu, serta mengakibatkan kematian 30% dari ikan
tawar-dan 75% memiliki gejala mirip dengan ikan nila dari Kabupaten Magelang
pada bulan Juni-September 2019 berdasarkan gejalas klinisnya. Serangan bakteri

patogen juga dijelaskan ‘ dalam penelitian’ ‘Hatmanti, ‘et ~al." (2008), ' dapat

<
<
s
<
o
0

UNIVERSITAS

menurunkan tingkat produksi - dan kualitas-pada pembenihan,: kematian, -hingga
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gagal panen. Akibat serangan penyakit, hanya sekitar 40% dari seluruh areal
pertambakan -di - Indonesia yang masih -beroperasi, sehingga - menimbulkan

kerugian yang cukup besar. Kerugian sekurang-kurangnya 300 milyar rupiah telah
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hilang pertahunnya dari seluruh areal pertambakan di Indonesia.

Pengusaha budidaya umumnya akan memberikan perlakuan khusus untuk

pencegahan hingga pengobatan untuk menjaga kualitas organisme budidayanya,
baik .melalui kontrol . kualitas perairan hingga penggunaan antibiotik. "~ [Imu

pengetahuan ‘dan teknologi yang terus mengalami perkembangan menuntut
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pembudidaya untuk lebih berhati-hati dalam penggunaan bahan pada berbagai

kegiatan dalam budidaya. Penambahan antibakteri: berbahan: kimia. baik pada

pakan-maupun tebar secara langsung pada kolam dapat menyebabkan timbunan

l

residu, fluktuasi-parameter. kualitas perairan, hingga munculnya penyakit pada
organisme budidaya. Solusi yang ditawarkan untuk mengatasi penggunaan bahan
kimia 'berlebihan. pada  kegiatan budidaya -adalah- dengan - kembali - pada

penggunaan bahan alami untuk mencari alternatif pengganti antibakteri kimia
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tanpa mengurangi- efektifitasnya dengan mencari dosis yang -optimal untuk

kegiatan budidaya (Rustanti, et al., 2013).

A
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Ekstrak tanaman secara tradisional dibuktikan oleh Sutrisno, et-al. (2019),

dapat dimanfaatkan sebagai antimikrobia yang merupakan alternatif sebagai
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pengganti antibiotik kimia. Tanaman obat herbal saat ini-banyak diteliti- untuk terapi

pencegahan dan pengobatan berbagai penyakit. Teh hijau (Camellia sinensis)

menurut' Prasetyaningrum, et al. (2018), merupakan salah satu obat tradisional
dari tanaman obat herbal yang banyak digunakan karena memiliki banyak
kandungan bahan aktif' untuk pengobatan-dan umumnya aman, tidak toksik serta
tidak memiliki efek samping untuk digunakan sebagai antibiotik alami. Kebanyakan

aksi biologiknya ‘seperti obat penurun lemak darah, anti radang, antimikrobia,
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anticancer, dan antioksidan: yang terkait. dengan fraksi polifenol seperti catechin
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teh, serta sebagai antiprotozoa. Penggunaan pada konsentrasi rendah,
epigallocatechin' gallate -dan epicatechin -gallate dapat-menekan, faktor-virulensi

bakteri dan dapat membunuh Staphylococcus aureus patogen oportunis yang

| REPOSITORY.UB,ACID |

resistenterhadap: -antibiotik B-lactam.. Kemampuan aktivitas senyawa tersebut

terbukti juga terhadap berbagai mikrobia patogen lain seperti virus hepatitis dan

HIV, rotavirus, enterovirus dan influenza, fungi filamentous dan yeast. Berbagai
survei epidemiologis menunjukkan konsumsi teh hijau terkait dengan rendahnya

berbagai kejadian patologis. ‘Pengujian ekstrak daun teh hijau secara  invitro
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menggunakan 'metode  difusi - terbukti ‘menghambat ' pertumbuhan - bakteri

Salmonella . typhi, . Escherichia .. coli,~ dan . Staphylococcus -aureus, . dengan

penambahan dosis kelipatan sepuluh, ekstrak teh hijau pada media difusi memiliki

l

aktivitas. antibakteri sangat signifikan (Kumar, et al., 2012). P. aeruginosa diuiji
karena memiliki beberapa kemiripan dengan bakteri-yang diuji pada penelitian
sebelumnya seperti Salmonella sp. terkait morfologi dan sifatnya yang termasuk

katalase negatif dan berlipopolisakarida tinggi, serta berpeluang menyebabkan
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terjadinya penyakit pada suatu usaha budidaya.

Manfaat yang cukup beragam pada kandungan pada daun teh hijau yang
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telah disebutkan menjadi dasar. peneliti untuk melakukan uji-daya hambat ekstrak

daun teh hijau (C. sinensis) terhadap bakteri P. aeruginosa secara in vitro.
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1.2 Perumusan Masalah

Kandungan antibakteri pada daun teh hijau (C. Sinensis) dalam  latar

belakang mendasari rumusan masalah dalam: penelitian ini.sebagai berikut:
e Apakah penggunaan ekstrak daun teh hijau (C. sinensis) dapat berpengaruh

terhadap daya hambat dari bakteri P. aeruginosa?

1.3 Tujuan
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Tujuan  yang ' ingin penulis capai-dalam - penelitian- ini - adalah - untuk
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mengetahui pengaruh dan daya hambat ekstrak daun teh hijau (C. sinensis)

terhadap bakteri P. aeruginosa.
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14 Hipotesis
Kandungan pada.daun teh hijau (C. sinensis) diduga dapat menghambat

pertumbuhan bakteri-P. aeruginosa sehingga hipotesis penelitian ini ‘yaitu sebagai

berikut;

HO : Diduga pemberian ekstrak daunteh (C. sinensis) tidak mempengaruhi
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daya hambat bakteri P. aeruginosa.

H1 . Diduga pemberian ekstrak daun teh (C. sinensis) mempengaruhi

daya hambat bakteri'P. aeruginosa.

15 Manfaat
Penelitian ini- diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat dan petani budidaya perikanan tentang daun teh hijau (C. sinensis)

yang dimanfaatkan untuk ‘'menghambat pertumbuhan bakteri' P. “aeruginosa
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dengan dosis yang efektif yang dapat digunakan. Manfaat selanjutnya yaitu agar

")
%

dapat-diaplikasikan oleh masyarakat terutama pembudidaya untuk pencegahan

ataupun pengobatan dengan bahan alami.
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2.1 Bakteri Pseudomonas aeruginosa

< 2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Bakteri Pseudomonas aeruginosa
D=
e S’ Menurut Rollando (2019), klasifikasi bakteri P. aeruginosa yaitu:
S re—a
- B Kerajaan : Monera
G <L
> o Divisi : Proteobacteria
2
> Kelas : Gemma Proteobacteria
L
. Bangsa . Pseudomonadales
Suku : Pseudomonadaceae
| Marga ;' Pseudomonas
Jenis . Pseudomonas aeruginosa
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P. aeruginosa menurut Pang, etal. (2019), merupakan bakteri gram negatif

yang termasuk dalam famili Pseudomonadaceae. Bakteri ini: mampu bertahan
hidup-di berbagai lingkungan atau lebih dikenal sebagai patogen oportunistik.
Genom.P. aeruginosa relatif lebih besar. dibandingkan.bakteri lainnya.dan. dapat
menguraikan sebagian besar-enzim penting pengatur metabolisme, transportasi,

serta 'pemanfaatan —senyawa organik. -Kelebihan - bakteri P. —aeruginosa
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memungkinkan penyesuaian metabolisme  fleksibel dan beradaptasi tinggi
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terhadap perubahan lingkungan.
Bakteri P. aeruginosa menurut Kurniawan (2012), memiliki ciri tidak
fermentatif, bentuk batang dan pendek, motil dengan flagella polar; serta. memiliki

flagellum yang terletak pada ujung sel. Ukuran bakteri P. aeruginosa sekitar 0,6 x
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2 pum. Bakteri-ini terlihat sebagai bakteri tunggal, berpasangan, dan terkadang
membentuk rantai yang pendek, serta. memiliki flagel monotorika (flagel tunggal

pada kutub) yang memungkinkan bakteri P. aeruginosa selalu bergerak.
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Bakteri P. aeruginosa menurut Widowati, et al. (2014), bersifat aerob,
katalase positif, oksidase positif, tidak berspora, dan tidak- mempunyai selubung

(sheaf). '‘Bakteri P. aeruginosa tidak dapat memfermentasi namun ' dapat

mengoksidasi. glukosa/karbohidrat lain. Bakteri-ini terkadang dapat mengkoloni
dan menimbulkan infeksi apabila fungsi pertahanan inang abnormal (Saraswati
dan Darmasesetiyawana, 2016). Penampakan bakteri P. aeruginosa tertera pada

Gambar 1.
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Gambar 1. Bakteri Pseudomonas aeruginosa:a) bakteri- pada media PSA b)
pewarnaan - Gram- dengan - perbesaran 1 1000x - (Purwaningsih -dan
Wulandari, 2020).

2.1.2 Infeksi dan Tanda Penyerangan
Bakteri P. aeruginosa merupakan bakteri paling umum yang terkait dengan

infeksi, bakteri-ini menurut Pang;, et al. (2019), jarang mempengaruhi individu yang
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sehat, namun lebih sering menyebabkan morbiditas dan mortalitas yang tinggi

o
7l

pada organisme dengan sistem imun yang rendah. P. aeruginosa cukup resisten
terhadap berbagai antibiotik, umumnya ‘mekanisme serangan bakteri P.
aeruginosa melawan antibiotik dapat diklasifikasikan menjadi resistensi intrinsik,

bawaan dan adaptif. Resistensi intrinsik diakibatkan permeabilitas membran luar
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yang rendah, antibiotik keluar dari sel dan terjadinya produksi enzim yang
menginaktivasi antibiotik. Resistensi bawaan dari P. aeruginosa dapat terjadi

dengan masuknya gen resistensi atau mutasi. Resistensi adaptif melibatkan
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pembentukan biofilm yang berfungsi sebagai penghalang difusi untuk- membatasi

akses antibiotik ke sel bakteri di .organ yang terinfeksi..Pengembangan antibiotik

baru atau alternatif untuk pengobatan infeksi P. aeruginosa sangat diperlukan

l

untuk yang.infeksinya resisten terhadap antibiotik konvensional. Antibiotik baru
telah diteliti dalam beberapa tahun terakhir terkait resistensi dan modifikasi enzim
bakteri. Beberapa antibiotik baru menunjukkan aktivitas antibakteri in vitro yang

sangat baik terhadap P. aeruginosa serta penghambatan minimum dengan
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konsentrasi daya hambat (MIC) yang lebih rendah-dibandingkan dengan antibiotik

konvensional.
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P. aeruginosa dapat menginfeksi hampir:semua jaringan: dalam tubuh

inang dengan jalan menyebar dari bagian lesi setempat melalui saluran darah
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mengakibatkan lesi pada jaringan lain. Bakteri ini tergolong kelompok bakteri

perusak sirip (bacterial fin rot) dan merupakan patogen opurtunistik yang

menyerang ikan air tawar (Kurniawan, 2012).  Tanda penyerangan P. aeruginosa
dimulai dengan penempelan dan kolonisasi bakteri ini pada jaringan inang dengan
menggunakan fili sehingga dapat menempelkan sel bakteri pada permukaan
inang. P. aeruginosa memproduksi sejumlah endotoksin dan produk ekstraseluler

sehingga dapat menunjang invasi lokal dan penyebaran mikroorganisme. Toksin
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dan. produk - ekstraseluler : ini .-.mencakup- -protease - ekstraseluler,: sitotoksin,
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hemolisin, dan piosianin' (Rahmaningsih, et al., 2012).

Infeksi-oleh- Pseudomonas bersifat invasif-dan toksinogenik dalam 3 fase
berbeda, yaitu (1) pelekatan bakteri dan kolonisasi; (2) invasi lokal (3) penyebaran
penyakit sistemik.: Faktor penentu patogenitas sangat berperan dalam fase-fase

ini (Todar, 2012). Pernyataan terkait infeksi P. aeruginosa diperkuat oleh Brooks,
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et al. (2013), bahwa infeksi ditandakan dengan adanya gangguan atau kelainan

dari sistem pertahanan tubuh normal. Bakteri ini menempel dan membentuk koloni
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pada membran mukosa, menginvasi secara lokal, dan menyebabkan penyakit

sistemik.

2.2 Teh Hijau (Camellia sinensis)
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi

Teh Jawa atau juga disebut sebagai teh hijau (C. sinensis) menurut Kumar,
et.al. (2012), merupakan tanaman daerah tropis.-dan:sub tropis termasuk famili

Theaceae. Ciri-ciri yang dimiliki oleh teh ini adalah pertumbuhannya lambat, jarak
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cabang dengan tanah sangat dekat, daunnya kecil; pendek; ujungnya agak tumpul
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dan berwarna hijau tua (Tuminah, 2004).

Klasifikasi teh hijau (C. sinensis). menurut Tuminah (2004), sebagai

r

]
E: berikut:
IE Kingdom : Plantae
|5
|8
k- Division : Spermatophyta
Subdivison | Angiospermae
=
> Class : Dinocotyledoneae
e
< § Order : Clusiale
)
5 < Family : Tehaceae
=
= : i
S Genus ' Camellia
L Species : Camellia sinensis

Teh hijau menurut Fajar, et al. (2018), merupakan teh yang diproses tanpa

fermentasi, teh oolong diproses setengah fermentasi, sedangkan the hitam adalah
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teh yang difermentasi sempurna. Manfaat teh terhadap kesehatan berhubungan
dengan;sifat antioksidan dan aktivitas penghambatan radikal bebas dari teh yang

kaya akan kandungan fenolik dan flavonoid.

Tanaman: teh-dapat -tumbuh dengan baik dengan -produktifitas ' tinggi

menurut Anggraini (2017), membutuhkan habitat sebagai berikut (1) Tumbuh baik
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pada ketinggian diatas 700 meter dari permukaan laut; (2) Curah hujan 2500-3500

mm? per tahun, dengan curah hujan minimum 1100-1400 mm? per tahun; (3) Suhu

tempat pertumbuhan tanaman teh sebesar 14-25°C; (4) Tanah yang baik dan

sesuai dengan kebutuhan tanaman teh adalah tanah yang. cukup. subur.dengan
kandungan bahan organik tinggi, tidak bercadas serta mempunyai pH antara‘4,5-

6,0. Penampakan daun teh hijau-disajikan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Daun Teh a) Daun Teh Hijau Kering b) Daun Teh Hijau (C. sinensis)
(Syah, 2006).
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2.2.2 Bahan Aktif

Teh hijau (C.. sinensis), merupakan salah. satu obat tradisional dari
tanaman obat ‘herbal yang banyak digunakan karena memiliki banyak kandungan
bahan aktif untuk pengobatan. Teh hijau (C. Sinensis) memiliki kandungan

polyphenolic 'yang disebut katekin atau polifenol jenis epigallocatechin gallate
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(EGCQG), epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate (ECG), dan epicatechin (EC).

=
7l

Kandungan zat katekin pada ekstrak daun teh hijau mencapai 30%-40% dengan
EGCG sebagai jenis katekin terbanyak, yaitu 67% dari total zat katekin dalam
ekstrak daun teh hijau. Daun teh kering memiliki senyawa aktif seperti saponin,

glikosida, - - steroid,- 'terpenoid, - karotenoid, flavonoid, - alkaloid, dan:  tanin
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(Prasetyaningrum, et al., 2018). Kandungan kimia pada pucuk teh segar dan
komposisi substansi polifenol (penentu rasa sepat) dalam-teh-menurut Anggraini

(2017), tersaji pada Tabel 1 dan 2 berikut.
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Tabel 1. Kandungan Kimia Pucuk Teh Segar

=
2
'é' No Senyawa Kimia % Bahan Kering
18 1. Serat kasar, sellulosa, lignin, dll 22
18 2 Protein 16
& 3 Klorofil dan pigmen 1,5
== 4 Pektin 4
5 .  Pati 0,5
s Jumlah senyawa tidak larut dalam air 52
< 1 Catechin teroksidasi 20
) m— 2 Catechin lainnya 10
2L - 3 Kafein 4
% B 4 . Guladan gum 3
w < 5 Asam amino 7
% o 6 Mineral (abu) 4
S Jumlah senyawa larut dalam air 48

4
\'?‘ 4

Tabel 2. Komposisi Substansi Polifenol pada Teh

No Polifenol (mg) Teh Hitam  Teh Hijau ' Suplemen Teh Hijau
1 Asam galat 16 22,9 1,0

[a] 2 Catechin 14,7 42,1 14,1

|2 3 Epigalocatechin 269,6 103,4 24,9

12 4 = Epicatechin 76,5 39,8 38,3

|S 5 Epigalocatechin galat 213,6 230,8 193,3

|8 6 Epicatechin galat 119,3 122,5 130

| 7 Galocatechin galat 2,0 2.3 455

e 8 ' Catechin galat 1,4 5,6 15,8
9 Total theaflavin - 36,2 -

Katekin (yaitu flavanol) adalah fungsi utama senyawa dalam teh hijau
dengan presentase sebanyak 10,5%-11,2% (Zhang, et al.; 2019). Katekin dalam

teh hijau terutama terdiri dari epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin gallate
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(ECG), 'epigallocatechin (EGC) dan epicatechin (EC), serta epimernya (non-

P
£

epicatechins), yaitu - gallocatechin gallate (GCG), catechin gallate (CG),
gallocatechin (GC), dan catechin (C) (Xu, ‘et al., 2019). EGCG, ECG dan EGC

adalah katekin kuat yang dominan sebagai senyawa antibiotik, dengan kandungan
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EGCG (32,77%-75,05%), ECG (5,75%-27,03%) dan EGC (2,34%-47,68%) yang

merupakan 85% lebih dari total katekin yang terdapat dalam teh hijau (Xu, et al.,

2019; Xu, et al., 2021).
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Teh pada penelitian Mahmood, et al. (2010), memiliki lebih dari 4000

campuran . bioaktif . yang . sepertiga bagiannya merupakan . senyawa-senyawa

polifenol.’ Polifenol merupakan cincin*benzen yang terikat pada gugus-gugus

l

hidroksil. Polifenol dapat berupa senyawa flavonoid ataupun non-flavonoid, namun
polifenol 'yang ditemukan dalam teh -hampir semuanya merupakan ‘senyawa
flavonoid 'yang merupakan hasil metabolisme - sekunder dari tanaman. Jenis

flavonoid yang terdapat pada teh cukup banyak, namun yang memiliki kandungan
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tertinggi-adalah jenis katekin. Katekin merupakan kelompok besar senyawa kimia

yang bermanfaat untuk kesehatan karena sebagai sumber antioksidan yang cepat
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diserap ke dalam: tubuh. Mekanisme ‘polifenol teh sebagai antioksidan yaitu

menangkap oksigen, nitrogen reaktif dan senyawa khelat.

REPOSITORY,UB.AC.ID |

Teh hijau memiliki ' kandungan polifenol sebagai antioksidan tertinggi

apabila _dibandingkan dengan teh oolong, dan teh hitam. Manfaat teh terhadap

kesehatan berhubungan dengan sifat antioksidan dan aktivitas' penghambatan
radikal bebas dari teh yang kaya akan kandungan fenolik dan flavonoid. Aktivitas
antioksidan dipengaruhi oleh jumlah senyawa flavonoid yang ada pada ekstrak teh
hijau, semakin banyak senyawa flavonoid maka : aktivitas antioksidan akan

semakin meningkat sehingga total flavonoid berbanding lurus dengan aktivitas
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antioksidan (Fajar, etal.,-2018).
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2.2.3  Aktivitas Antimikroba
Antibakteri menurut Arlofa (2015), dapat dibedakan berdasarkan

mekanisme kerjanya, yaitu anti bakteri yang menghambat pertumbuhan dinding
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sel, anti bakteri yang mengakibatkan perubahan permeabilitas membran sel atau

menghambat pengangkutan aktif melalui membran sel, antibakteri yang

menghambat sintesis protein, dan antibakteri yang menghambat sintesis asam

nukleat sel. Antibakteri merupakan senyawa yang dapat mencegah pertumbuhan
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dan reproduksi bakteri, dapat mengendalikan pertumbuhan bakteri yang bersifat

merugikan.

Mekanisme senyawa fenol sebagai zat antibakteri diantaranya adalah
meracuni protoplasma pada konsentrasi rendah, menghambat sintesis enzim yang
essensial. Saponin sebagai antibakteri mengganggu stabilitas membran sel
bakteri sehingga menyebabkan sel bakteri lisis. Mekanisme kerja tanin sebagai

antibakteri adalah menghambat enzim reverse transkriptase sehingga sel bakteri
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tidak dapat terbentuk (Barodah, et al., 2017).

Mekanisme kerja ekstrak daun teh hijau dalam menghambat pertumbuhan

1
2
7

bakteri P. aeruginosa, membran sel merupakan membran terluar dari sitoplasma
yang letaknya terdapat dibawah dinding sel, tersusun oleh protein, lipid, serta

asam nukleat. Membran sel berfungsi untuk mengatur keluar masuknya zat yang

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

dibutuhkan oleh sel. Zat yang mengandung antibakteri menghambat pertumbuhan

bakteri, dengan merusak susunan dan menyebabkan perubahan struktur dan kerja

bakteri (Annita dan Panus, 2018).
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Gambar 3. Mekanisme Penghambatan Bakteri oleh Senyawa Antibakteri
(Madigan, et al., 2003).
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2.3 Uji Efektivitas Antimikroba secara In Vitro

Dasar dalam menentukan dosis antimikroba secara in vitro adalah dengan

Minimum' * Inhibitory -~ Concentration (MIC)- ' dan MBC  (Minimum ~Bacterial

l

Concentration). MIC :merupakan . konsentrasi terendah. antimikroba yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dengan hasil yang dilihat dari pertumbuhan
koloni pada agar atau kekeruhan pada pembiakan cair. MIC sebuah -antibiotika

terhadap mikroba digunakan untuk mengetahui sensitivitas dari mikroba terhadap
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antibiotika. Nilai MIC berlawanan dengan sensitivitas mikroba yang diuji. Semakin

rendah nilai MIC dari sebuah antibiotika, sensitivitas dari bakteri akan semakin

A
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besar (Milah, et al;, 2016). Secara umum penentuan MIC: dengan pengenceran

antimikroba dilakukan penurunan konsentrasi “setengah dari sebelumnya.
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Konsentrasi terendah yang ' menunjukkan hambatan pertumbuhan dengan jelas

baik dilihat secara visual atau alat semiotomatis dan otomatis, disebut dengan

konsentrasi daya hambat minimum. Nilai MIC juga dapat dibandingkan dengan
konsentrasi obat. MBC merupakan konsentrasi terendah antimikroba yang dapat
membunuh-99,9% pada biakan selama waktu yang ditentukan, sederhananya
MBC : adalah ketika tidak  terjadi lagi. pertumbuhan. pada agar. -Penentuan

konsentrasi minimum antibiotik yang dapat - membunuh bakteri dilakukan dengan
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menanam bakteri pada.perbenihan cair yang digunakan untuk MIC ke dalam: agar

&
£

kemudian diinkubasi semalam pada 37°C. Daya serap obat dan "distribusi
antimikroba akan mempengaruhi-dosis, rute, dan frekuensi pemberian antimikroba

untuk mendapatkan dosis efektif pada tempat terjadinya infeksi (Soleha, 2015). Uji

| REPOSITORY.UB,ACID |

MIC dapat dilakukan -dengan' metode ' serial dilusi,  difusi, turbidimetri, -dan

spektrofotometri, serta uji kalibrasi untuk uji sifat bakteriosid.

Dilusi dilakukan dengan mengencerkan larutan obat ‘sehingga diperoleh
beberapa konsentrasi. Dilusi dibagi dua, yaitu (1) dilusi cair, pada masing-masing

konsentrasi obat ditambah suspensi kuman dalam media dan adanya kekeruhan
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pada larutan uji- menandakan bukti tumbuhnya bakteri; (2) dilusi padat, setiap

konsentrasi obat. dicampur: media agar. dan ditanami kuman, daya. kepekaan

kuman dibandingkan melalui- jumlah koloni bakteri yang tumbuh per -mm “dari

l

larutan obat dengan larutan kontrol. Konsentrasi terkecil larutan obat yang dapat
mencegah pertumbuhan bakteri disebut ‘konsentrasi-penghambat atau Minimal
Inhibition Concentration (Soelama, et al., 2015).

Metode difusi  dilakukan pada permukaan medium padat. Mikroba
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ditumbuhkan pada permukaan medium dan kertas saring yang berbentuk cakram

yang telah mengandung mikroba. Setelah inkubasi diameter zona penghambatan

A
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diukur. Metode difusi merupakan metode sederhana, mudah dilakukan dan murah

sehingga sering digunakan. Kertas samir (disk) yang mengandung obat diletakkan
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pada media yangtelah digores bakteri atau dengan cara sumuran dan kedalamnya

diteteskan obat dengan konsentrasi tertentu, diinkubasi pada suhu 37°C selama

24 jam (Wibawa, et al., 2018). Penghambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh
antibiotik terlihat sebagai wilayah jernih sekitar pertumbuhan. mikroorganisme.
Semakin tinggi ekstrak 'yang diujikan pada media, maka semakin banyak ekstrak
yang berdifusi pada mikroorganisme, sehingga meningkatkan presentase daya

hambat.
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2.4 Ekstraksi dengan Metode Maserasi

&
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Tujuan ekstraksi dengan metode maserasi dijelaskan oleh Rustanti, et al.
(2013), yaitu untuk mendapatkan ekstrak kasar senyawa katekin dari daun teh.
Proses ekstraksi- merupakan penarikan komponen aktif: menggunakan pelarut
tertentu.. Pemilihan ‘metode maserasi dikarenakan senyawa katekin .rentan

terhadap panas ‘sehingga kurang baik -apabila menggunakan metode soxhlet.

| REPOSITORY.UB.ACID |

Penerapan metode soxhlet dirasa kurang baik karena. konsentrasi senyawa

katekin cenderung menurun.
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Kelebihan dari metode ‘maserasi menurut Savitri, et al. (2017), adalah

mudah: untuk dilakukan, unit alat yang digunakan. sederhana, biaya operasional

relatif rendah, tanpa pemanasan sehingga tidak merusak senyawa flavonoid, serta

l

dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa lainnya yang bersifat termolabil.
Senyawa flavonoid bersifat polar sehingga dibutuhkan pelarut yang bersifat polar.
Flavonoid merupakan: senyawa golongan. polifenol yang terdistribusi luas pada

tumbuhan dalam bentuk glikosida yang berikatan dengan suatu gula, karena -itu
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flavonoid merupakan - senyawa yang bersifat polar. Pelarut polar yang biasa

digunakan untuk ekstraksi flavonoid adalah metanol, aseton, etanol, air dan

A
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isopropanol (Suryani, et al., 2015).

Efektivitas ekstraksi suatu senyawa oleh pelarut menurut Kemit, et al.
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(2016), sangat tergantung kepada kelarutan senyawa tersebut: dalam pelarut,

sesuai dengan prinsip like dissolve like yaitu suatu senyawa akan terlarut pada

pelarut dengan sifat yang: sama. Penggunaan' jenis pelarut atau kekuatan ion
pelarut dapat memberikan pengaruh terhadap rendemen. senyawa yang
dihasilkan. Pelarut yang bersifat polar diantaranya adalah etanol, metanol, aseton
dan air.

Etanol merupakan salah satu pelarut yang bersifat polar. Pelarut yang
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bersifat-polar- mampu melarutkan. fenol lebih.baik, dimana turunan-fenol tertinggi

&
£

adalah flavonoid.  Kemungkinan tingkat kepolaran flavonoid dengan kepolaran
etanol sama (Moein and.-Mahmood, 2010). Umumnya  pelarut- yang  banyak

digunakan adalah etanol karena mempunyai polaritas yang tinggi sehingga dapat

| REPOSITORY.UB,ACID |

mengekstrak bahan lebih banyak dibandingkan jenis pelarut lain. Etanol dapat

mengekstrak senyawa aktif yang lebih banyak dibandingkan jenis pelarut organik

lainnya (Nomer, et al., 2019).
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3. MATERI' DAN METODE PENELITIAN

l

3.1 Tempat, Waktu/ Jadwal Pelaksanaan
Penelitian  dilakukan “di “Laboratorium CV. Sumber Rejeki  Bandaran,

Pasuruan,; Jawa Timur pada bulan Juni 2021.

3.2 Materi-Penelitian

3.2.1 Alat dan Bahan
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a Alat-Alat Penelitian
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Alat-alat yang digunakan di dalam penelitian pengaruh ekstrak daun teh

hijau (C. sinensis) terhadap bakteri P. aeruginosa disajikan-pada Tabel 3-dan

Lampiran 1.

Tabel 3. Alat-Alat Penelitian
No Nama Alat

Kegunaan

REPOSITORY,UB.AC.ID |

1 Autoklaf Sebagai sterilisasi alat dan bahan
2 Tabung Reaksi Sebagai wadah peremajaan bakteri
< 3 Rak Tabung Sebagai wadah tabung reaksi
p— Reaksi
I 4 Gelas Ukur Sebagai wadah mengukur cairan
2 ) 5., Jarum Ose Sebagai alat mengambil bakteri
= g 6 Inkubator Sebagai wadah inkubasi bakteri
o 7 Beaker Glass Sebagai wadah tabung reaksi ketika sterilisasi
;—’ < 8 ' Mikropipet Sebagai alat mengambil cairan dalam ukuran mikronliter
= oc 9 Bluetip Sebagai alat menuangkan bakteri atau cairan
>0 10  Lemari Sebagai wadah menyimpan bahan dan: bakteri
- Pendingin
e 11 Timbangan Sebagai alat mengukur bahan yang akan digunakan
Digital dengan ketelitian 103
12. Hot plate Sebagai alat pemanas
13 Laminary Air Sebagai tempat menanam bakteri dalam kondisi steril
[a] Flow (LAF) terbebas dari mikroba
E 14 Corong Sebagai alat bantu'menuangkan bahan ketika maserasi
§ 15 Rotary vacuum  -Sebagai alat pemisah antara cairan dengan padatan
5 evaporator untuk menjadi ekstrak
| @ 16 Spatula Sebagai penghomogen larutan, dan mengambil bahan
| ] untuk ditimbang
S 17  Jangka sorong - -Sebagai alat mengukur zona' hambat
18 Vortex mixer Sebagai alat penghomogen larutan
19 Toples plastik ~ Sebagai wadah ketika proses maserasi
20 Testtube 15ml ' Sebagai wadah pengenceran ekstrak
21 Bunsen Sebagai alat pembakaran dan pengkondisian steril
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No Nama Alat
22  Cawan Petri

Kegunaan
Sebagai meletakkan kertas cakram pada bakteri

23 Pinset Sebagai alat bantu- mengambil dan meletakkan kertas
} cakram
i 24 Sprayer Sebagai‘'wadah alcohol

l

25 Waterbath Sebagai wadah akuades

b. Bahan-Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian pengaruh ekstrak daun teh hijau

(C.'sinensis) terhadap P. aeruginosa disajikan pada Tabel 4 dan Lampiran 2.
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Tabel 4. Bahan-Bahan Penelitan
No. Nama Bahan Kegunaan
1 Daun Teh (Camellia sinensis) = Sebagai bahan daya hambat yang akan
diujikan
2 Bakteri P. aeruginosa Sebagai bahan penelitian
MHA (Media Mueller Hinton Sebagai media hidup bakteri P.
Agar) aeruginosa
4 PSA (Pseudomonas Sebagai media peremajaan bakteri
Selective Agar)
TSB (Tryptitone Soy Broth)

A
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Sebagai media pengenceran bakteri
Sebagai bahan antiseptis
Sebagai pelarut ekstrak

DMSO 10%

5
6 Alkohol 70%
7
8

Etanol 70%

Sebagai pelarut ekstrak saat proses
maserasi

< 9 Akuades Sebagai pelarut media
E 10 = Spirtus Sebagai bahan bakar Bunsen
) — 11 Kertas Saring Sebagai penyaring saat maserasi
-y 12 Benang Kasur Sebagai pengikat alat ketika sterilisasi
é g 13" Alumunium foil Sebagai penutup alat ketika sterilisasi
w < 14 Kertas Bekas Sebagai pembungkus alat saat proses
=0 sterilisasi
% a8 15 Kertas cakram 6 mm Sebagai bahan untuk mengetahui besar
zona bening setelah pemberian ekstrak
R daun teh hijau
16 . Kertas label Sebagai pemberi tanda pada sampel
17 Kapas Sebagai bahan penutup alat
18 Tisu Sebagai pembersih alat dan bahan

| REPOSITORY.UB,ACID |

3.3 Metode Penelitian

Metode penelitian  eksperimen ~-merupakan 'salah - satu  metode - dalam

penelitian kuantitatif yang bertujuan untuk mengetahui hubungan sebab akibat
dengan memanipulasikan satu atau lebih variabel pada satu (atau lebih) kelompok

eksperimental. Data akan dibandingkan hasilnya dengan kelompok kontrol yang
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tidak dimanipulasi. Manipulasi adalah mengubah secara sistematis sifat-sifat (nilai-

nilai) : variabel  bebas. .Setelah . dimanipulasi, -variabel bebas : disebut . sebagai

garapan (treatment). Penelitian “eksperimen-menurut Payadnya dan Jayantika

l

(2018), -merupakan penelitian. yang dilakukan -untuk mengetahui akibat suatu
perlakuan yang diberikan sengaja oleh ‘peneliti'dan  digunakan untuk mencari
pengaruh perlakuan tertentu terhadap yang-lain dalam kondisi terkendalikan.

Metode eksperimen - merupakan = pengadaan  percobaan = untuk
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mendapatkan - suatu hasil yang menegaskan kedudukan -hubungan -variabel-

variabel yang diselidiki. Metode eksperimen digunakan untuk menguji hipotesa

A
‘."‘.-

tertentu  dan dimaksudkan untuk mengetahui hubungan sebab  akibat variabel

penelitian. Pelaksanaan memerlukan konsep dan variabel yang jelas dengan
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pengukuran yang cermat (Yuniarti, et al:; 2013).

34 Rancangan Penelitian

Rancangan pada penelitian ini-menggunakan Rancangan -Acak Lengkap
(RAL) yang merupakan suatu eksperimen dengan faktor yang nilainya berubah-
ubah. Rancangan acak lengkap; adalah desain yang perlakuannya 'dikenakan
sepenuhnya secara acak kepada unit-unit eksperimen, atau sebaliknya tanpa

batasan pengacakan. Desain ini banyak digunakan karena bentuknya sederhana,
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namun hanya dapat digunakan apabila persoalan yang dibahas mempunyai unit-
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unit eksperimen yang bersifat homogen. Faktor dapat memiliki sejumlah taraf
dengan_nilai _yang bisa kuantitatif, -kualitatif, bersifat tetap ataupun acak.
Pengacakan 'mengenai eksperimen tidak ‘terbatas, sehingga diperoleh desain
yang diacak secara lengkap (Siska dan Salam, 2012).

Aplikasi RAL terdiri dari pengacakan dan perhitungan untuk membuat tabel
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anova. Pengacakan ‘dalam penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan hasil

analisis yang tepat dari setiap perlakuan yang diuji cobakan. Hasil pengacakan
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perlakuan yang dilakukan pada tahap sebelumnya akan di hitung untuk membuat

tabel anova.. Nilai-nilai-dari hasil perhitungan akan di lihat apakah gagal tolak atau

tolak Ho. Jika hasil analisis yang didapat adalah tolak Ho maka analisis akan

l

dilanjutkan dengan pengujian beda nilai rata-rata (pengujian lanjut)..Adapun rumus

<L
><' dari RAL yaitu sebagai berikut:
V) —
5=
e Yij = Wi + Ti + Eij
& T
=
'S’ oA Keterangan ;
Yij . Nilai pengamatan pada perlakuan ke-i dan ulangan ke-j
& i . Nilai tengah umum
. Ti : Pengaruh perlakuan ke-i
Eij : Pengaruh galat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j

Desain rancangan pada penelitian ini terdiri dari lima perlakuan dan dua
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kontrol yaitu kontrol positif dan negatif dengan empat kali-ulangan. Perlakuan

dilakukan dengan empat kali ulangan yang meliputi pemberian ekstrak daun teh

hijau (C. sinensis) dengan dosis berbeda sebagai variabel bebas-untuk: menguiji
daya hambat bakteri P. aeruginosa. Dasar penelitian ini adalah penelitian
pendahuluan’ “untuk ~mengetahui dosis daya 'hambat ‘yang optimal dalam
penggunaan ekstrak daun teh hijau. Dasar dari pengambilan dosis perlakuan

didapatkan dari -hasil 'uji MIC ‘dengan’ hasil 100 ppm. yang mendekati -nilai
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absorbansi serta warna yang cocok dengan kontrol positif. Penelitian ini dilakukan
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untuk -mengetahui daya hambat ekstrak kasar daun teh (C. sinensis) terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa dan dosis maksimal ekstrak untuk menghambat

pertumbuhan bakteri. Perlakuan yang digunakan adalah pemberian ekstrak daun
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teh (C. sinensis) dengan dosis yang berbeda sebagai daya hambat terhadap

bakteri P. aeruginosa. Perlakuan yang digunakan adalah sebagai berikut:

Perlakuan A - : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 110 ppm.
Perlakuan B : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 120 ppm.

Perlakuan C: : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 130 ppm.
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Perlakuan D ' : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar 140 ppm.

Perlakuan E . : Perlakuan ekstrak kasar daun teh sebesar. 150 ppm.

Kontrol (+) . Perlakuan menggunakan antibiotik tetracycline 30 ppm.
Kontrol (-) : Perlakuan tanpa pemberian ekstrak kasar daun teh hijau.
Denah pengujian yang akan dilakukan selama penelitian disajikan pada

Gambar 4.
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t._; B Gambar 4. Denah Penelitian
o
< < Keterangan:
> oc A, B, C,D,E : Perlakuan
S0 K+ : Kontrol positif
- K- : Kontrol negatif
e 1,2,3,4 : Ulangan

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

Proses sterilisasi alat dan bahan yang akan digunakan pada penelitian

| REPOSITORY.UB.ACID |

menggunakan autoklaf dengan prosedur sebagai berikut:
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1) Peralatan dicuci- dengan sabun, kemudian dikeringkan dan dibungkus

menggunakan - kertas. bekas -dan. diikat menggunakan benang. kasur.

Tabung reaksi- dan erlenmeyer ditutup dengan kapas sebelum dibungkus.

l

2) Akuades: ditambahkan hingga menutupi- batas pemanas dalam autoklaf,
kemudian-alat yang telah dibungkus dimasukkan ke dalam keranjang
autoklaf ‘dan ditutup rapat dengan. mengencangkan- sekrup. Klep -uap

dipastikan pada posisi tegak.
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3) Saklar- dinyalakan, pemanas - diatur: sampai -batas- maksimal (lampu

indikator bewarna hijau) kemudian klep ditutup ketika sudah mulai keluar

A
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uap air.

4) Suhu diturunkan hingga lampu indikator kuning sterilization menyala, diatur
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waktu dan ditunggu selama 15 menit setelah suhu mencapai 121°C alarm

akan berbunyi kemudian dimatikan.

5) Ditunggu beberapa saat hingga thermometer dan nanometer menunjukkan
angka 0 (nol) kemudian dibuka tutup autoklaf.

6) Diambil alat' yang sudah disterilisasikan lalu disimpan, bahan yang telah
disterilisasi disimpan dalam lemari pendingin.

Sterilisasi- menurut Raule (2018), merupakan rangkaian proses dengan
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tujuan menghilangkan: seluruh. bentuk kehidupan. mikroorganisme, (bakteri; jamur,
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parasit, dan virus termasuk spora). Alat dan bahan disterilkan dengan menutup
alat-alat- menggunakan- kertas- dan. bahan -yang ' disiapkan . -menggunakan
alumunium foil serta kapas. Alat dan bahan yang sudah dibungkus dimasukkan
dalam autoklaf dengan suhu 121°C tekanan 15 psi (per square inchi) dengan

waktu 15 menit (Rustanti, et al., 2013). Sterilisasi juga dijelaskan secara singkat
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oleh Handayani, et al. (2021), bahwa sterilisasi: merupakan tahap awal yang
menjadi kunci keberhasilan penelitian dengan metode kultur secara in.vitro.

b. Sterilisasi Tempat Perlakuan
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Sterilisasi tempat ‘perlakuan dilakukan dengan menyemprotkan alkohol

70% - disekitar - tempat . perlakuan kemudian . dilakukan_. penyinaran. dengan

Ultraviolet (UV) selama 15 menit'sebelum menggunakan Laminary Air Flow (LAF)

l

untuk mematikan semua bakteri - dan meghindari adanya kontaminasi. Perlakuan
ini sesuai dengan Sari, et al. (2013), bahwa tempat perlakuan seperti LAF perlu
disterilisasi dengan penyemprotan alkohol 96% dan dilap. Penyinaran dengan

menggunakan lampu UV dilakukan setiap LAF akan digunakan, untuk menghindari
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adanya kontaminasi dari apapun yang dapat mempengaruhi-hasil dari kegiatan

didalam LAF.

A
‘."‘.-

(o Persiapan Bakteri Pseudomonas aeruginosa

Bakteri P. aeruginosa diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Balai Besar
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Perikanan Budidaya Air Payau (BBPBAP) Jepara, Jawa Tengah yang sudah

melalui tahap uji biokimia Lampiran 3. Bakteri diperoleh dengan kepadatan 9 x 108

CFU/ml 'hasil pengukuran: pada media' TSB' (Tryptic Soy Broth) yang sudah

< dicocokkan dengan metode Mc. Farland.
P
< Perhitungan’ jumlah bakteri yang ada pada media TSB ‘dapat dilakukan
v)
2
'f-; g menggunakan metode Mc. Farland dengan cara:
oc
Lé" é 1) 11 tabung reaksi'yang bersih disediakan.
=
=f-e 2) Dibuat larutan H.SO4 murni dalam-1%. dan larutan BaCl; dalam 1%.
o 3) Kedua jenis larutan tersebut dicampurkan ke dalam tabung berdasarkan

perbandingan pada ketentuan metode Mc. Farland. Sehingga isi dari satu
tabung tersebut menjadi 10 ml larutan. Kemudian tabung-tabung tersebut
ditutup.

4) Cocokkan warna suspensi bakteri pada media cair dengan tabung larutan

| REPOSITORY.UB.ACID |

standar Mc. Farland (tabel 5).
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Tabel 5. Larutan Standar Mc. Farland
Nomor Larutan

| Ve, Farland CFU (x10%/ml) 1% BaCl (ml) 1% H,S0, (m!)
0,5 <3 0,05 9,95
1= 1 3 0,1 9,9
2 6 0,2 9.8
3 9 0,3 9,7
;t. 4 12 0,4 9,6
<L 5 15 0,5 9,5
g o 6 18 0,6 9,4
Z = 7 21 0,7 9,3
1 8 24 0,8 9,2
= o 9 27 0.9 9.1
=m 10 30 1,0 9,0

A
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Mc. Farland sering digunakan untuk standarisasi dengan memperkirakan

jumlah bakteri- dalam suatu cairan suspensi yang dimaksudkan menggantikan
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perhitungan bakteri secara satu per satu dan untuk'-memperkirakan kepadatan sel

yang akan - digunakan  pada prosedur-. pengujian antimikroba . dengan

membandingkan kekeruhan biakan bakteri dalam medium cair. Larutan Mc.

Farland biasa digunakan sebagai acuan, hasil kepadatan ditemukan antara 1x10’
CFU/mI-1x10® CFU/ml. Standard Mc. farland digunakan karena menurut Aviany
dan Pujiyanto (2020), merupakan standar paling umum digunakan di laboratorium
mikrobiologi yang melakukan percobaan kerentanan antimikroba dan percobaan

hasil ‘biakan ' bakteri dengan alasan cukup mudah, murah, dan efektif untuk

<
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dilakukan.

&
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d. Pembuatan Ekstrak Kasar Daun Teh (Camellia sinensis)
Pembuatan ekstrak diawali dengan mempersiapkan simplisia daun teh
hijau (C. sinensis) dalam bentuk serbuk yang diperoleh dari UPT Materia Medika,

Batu ditimbang menggunakan neraca. digital sesuai. perbandingan, yakni 1 : 7,

| REPOSITORY.UB.ACID |

sebanyak 20 gram dan dilarutkan dengan etanol 70% sebanyak 140 ml untuk

direndam dalam_erlenmeyer. Erlenmeyer ditutup dengan alumunium_ foil lalu
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dimasukkan dalam shaker water bath dan didiamkan selama 24 jam. Hasil ekstrak

disaring dengan.vacum_buchner dan. dievaporasi: pada suhu. 60°C. Ekstrak

dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C. Ekstrak yang telah kering dilarutkan

l

kembali-dengan pelarut hingga diperoleh ekstrak cair menjadi 1 gr/10 ml (Asyarkia,
et'al., 2019).
Pembuatan ekstrak daun-teh hijau (C. sinensis) melalui beberapa tahapan

dan proses yang mengacu pada ekstraksi yang-dilakukan pada UPT Materia
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UNIVERSITAS

Medika, Batu seperti yang dijelaskan di atas; yaitu sebagai berikut:

1) Daun teh hijau diperoleh dari daerah Batu, Jawa timur, selanjutnya

A
‘."‘.-

ditimbang sebanyak 5 kg untuk dikeringkan selama dua hari hingga

didapatkan berat kering daun teh hijau sebesar 2,5 kg dan menghasilkan
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presentase berat kering yaitu 50%.

2) Setelah kering, daun teh hijau dihaluskan menggunakan blender dan

didapatkan hasil berupa serbuk.

< 3) Ekstrak dihasilkan dengan menggunakan metode maserasi. Perbandingan
P
< yang digunakan adalah 1: 7, 500 gram-serbuk daun teh hijau direndam
) -
< pe—
'f-; g menggunakan etanol 70% sebanyak 3500 ml selama 24 jam: pada suhu
G <
> ruang.
S
S| 4) Larutan +yang . diperoleh dari -maserasi- 'disaring- :dan dievaporasi

&
£

menggunakan rotary vacum evaporator dengan suhu 60°C untuk
menguapkan etanol, ketika sudah terbentuk pasta ekstrak sebanyak 45 g,

maka rendemen yang didapat sebesar 45%. Rumus serta cara perhitungan

| REPOSITORY.UB,ACID |

ekstrak dapat dilihat pada Lampiran:5.

5) Hasil dari ekstraksi disimpan dalam lemari pendingin dengan wadah botol

film suhu 4°C untuk mencegah kerusakan pada ekstrak. Kandungan bahan
aktif dalam daun teh hijau dapat diketahui dengan uji fotokimia esktrak

yang dapat dilihat pada Lampiran 4.
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e. Pembuatan Media

- Media PSA (Pseudomonas Selective Agar) .untuk Agar Miring

Media yang digunakan untuk peremajaan bakteri pada penelitian ini adalah

l

PSA (Pseudomonas Selective Agar), hal ini dikarenakan bakteri yang digunakan

§<t' adalah P. aeruginosa. Media PSA merupakan media yang selektif sehingga sesuai
,_2_ o untuk pertumbuhan bakteri P. aeruginosa. Proses pembuatan agar miring adalah
§ % sebagai berikut:
% m 1) Ditimbang ‘media PSA sebanyak 0,48 - gram ‘dengan -menggunakan
[ timbangan digital.
2) Media PSA dilarutkan dengan akuades sebanyak 10 ml dalam erlenmeyer.
r 3) PSA diaduk dengan menggunakan spatula hingga larut secara homogen.
| 4) Media “yang telah dihomogenkan ditutup kapas: dan aluminium - foil,

REPOSITORY.UB.AC.D |

kemudian di hot plate hingga mendidih.

5) Media yang sudah ' di hot plate kemudian. disterilisasi menggunakan
< autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm.
s E 6) Media ditunggu hingga hangat kemudian dituang ke dalam-tabung reaksi
§ § dalam kondisi steril
%é 7 Tabung reaksi dimiringkan dengan kemiringan 30° dan ‘ditunggu hingga
> padat.
o 8) Dilakukan streak bakteri secara zig-zag dan dalam keadaan steril.

T Media TSB (Tryptic Soy Broth) untuk Kultur Bakteri
Media TSB merupakan media yang digunakan untuk kultur bakteri.
Prosedur pembuatan media TSB (Tryptic Soy Broth) adalah sebagai berikut:

1) Media TSB ditimbang sebanyak 0,3 gram dengan menggunakan

| REPOSITORY.UB.ACID |

timbangan digital.
2) Media TSB dilarutkan dengan akuades 10 ml dengan bantuan spatula

dalam erlenmeyer.

26

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




REPOSITORY.UB.AC.ID |

3) Media yang sudah dihomogenkan dimasukkan kedalam tabung reaksi,

ditutup dengan kapas dan alumunium fail.

4) Media disterilisasi ‘menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15

l

menit. dengan tekanan 1 atm.
5) Media dibiarkan ‘dingin, sehingga bakteri tidak mati akibat diinokulasikan
pada keadaan media masih panas.

- Media TSB (Tryptic Soy Broth) untuk uji MIC

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Media TSB (Tryptic Soy Broth) digunakan sebagai media untuk uji MIC

(Minimum Inhibitoring Concentration). Prosedur pembuatan media TSB untuk-uji

A
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MIC adalah sebagai berikut:

1) Media TSB ditimbang sebanyak 2,4 gram menggunakan timbangan digital.
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2) Media dilarutkan dengan 80 ml-akuades pada Erlenmeyer.

3) Media pada Erlenmeyer dituang kedalam 8 tabung reaksi masing-masing

sebanyak 10 ml ditutup dengan kapas dan alumunium foil.

4) Media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit dengan tekanan 1 atm.

- MHA (Mueller Hinton Agar) untuk Uji Cakram

Media MHA (Mueller ‘Hinton Agar) digunakan sebagai media untuk uji
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cakram. Prosedur pembuatan media MHA adalah sebagai berikut;

&
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1) Ditimbang media MHA sebanyak 3,8 gram dengan timbangan digital.
2) MHA -dilarutkan -dengan  akuades 100 ml dalam erlenmeyer dengan

bantuan spatula hingga larut secara homogen.

| REPOSITORY.UB,ACID |

3) Setelah larut sempurna, erlenmeyer ditutup dengan menggunakan kapas

dan almunium foil.

4) Media yang sudah terhomogen di hot plate hingga mendidih.
5) Media yang sudah di hot plate kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm.
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6) Media ditunggu hingga hangat kemudian dituang ke dalam 5 cawan petri

masing-masing diisi +20. ml pada setiap cawan dan dilakukan dalam LAF
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(Laminary-Air Flow) untuk' menghindari kontaminasi, dan-ditunggu hingga

l

padat.
f. Peremajaan Bakteri Pseudomonas aeruginosa
Bakteri P.-aeruginosa diambil dari iselat murni untuk dilakukan peremajaan

dengan menginokulasikan pada media agar miring. Peremajaan bakteri dilakukan
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dalam keadaan steril-menggunakan jarum,ose yang telah-dipanaskan di atas

bunsen, kemudian isolat digores pada media PSA secara zig-zag. Tujuan dari

A
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penggoresan ‘adalah  untuk -menumbuhkan/membiakkan - bakteri: pada  media

(Lubis, et al., 2014). Media berisi isolat kemudian diinkubasi pada suhu 32°C
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selama 24 jam. Peremajaan bakteri bertujuan menumbuhkan bakteri dan memulai

metabolisme kembali- pada media yang baru dengan kebutuhan nutrisi yang

cukup, serta menjaga isolat murni dari kontaminasi (Yulianti dan Herawati, 2020).
g. Kultur Bakteri

Penanaman bakteri P. aeruginosa meliputi beberapa prosedur. Biakan
bakteri yang sudah diremajakan pada -media agar miring diambil sebanyak satu

ose dalam keadaan- steril. “Jarum ose yang telah berisi bakteri  kemudian
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dicelupkan dan dihomogenkan pada media TSB yang sudah dipersiapkan. Media

&
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disimpan pada inkubator dengan suhu 32°C selama 24 jam. Proses kultur bakteri
menurut. Ibrahim,; et al. (2015), dapat dilakukan dengan mengambil satu -koloni
bakteri murni dengan menggunakan jarum ose kemudian dilakukan kultur pada
media TSA dan diinkubasi -ke :dalam inkubator' selama 24 ‘jam. ‘Kemudian

dilanjutkan dengan kegiatan pemanenan bakteri dan pengukuran bakteri.

| REPOSITORY.UB.ACID |

h. Pembuatan Dosis Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis)
Ekstrak kasar daun teh hijau dalam bentuk 1000 mg pasta diencerkan

dengan pelarut DMSO 10% dan akuades. Dosis ekstrak kasar ditentukan dalam
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satuan ppm atau mg/L. Satuan ppm adalah mg ekstrak dibandingkan dengan liter

DMSO: 10%, satuan liter dikonversikan menjadi mililiter. Dosis ekstrak tertingggi

sebanyak ‘10 ml sebagai stok. Selanjutnya dosis yang lebih dibuat dengan cara

l

pengenceran. ekstrak. -Ekstrak. disimpan. pada lemari pendingin. Hasil serta

perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 6. Rumus pengenceran sebagai berikut:

V1N1 = V2N2

Keterangan:

V1 = Volume larutan stok (ml)

N1 = Konsentrasi larutan stok (ppm)

V2 = Volume larutan yang diinginkan (ml)

N2 = Konsentrasi larutan yang diinginkan (ppm)
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3.5.2  Pelaksanaan Penelitian
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a. Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration)

MIC dilakukan dengan beberapa tahapan. TSB steril dimasukkan kedalam

tabung reaksi sebanyak 8 ml. Ekstrak daun teh hijau ditambahkan dalam tabung
reaksi yang berisi TSB dengan dosis yang berbeda pada setiap tabungnya. Dosis
yang digunakan pada uji MIC berdasarkan uji deret ukur (penelitian pendahuluan)
yang dilakukan terlebih dahulu untuk penentuan dosis awal yaitu menggunakan

pengenceran yang dimulai dari dosis 1000 ppm, 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm, 0,1
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ppm, 0,01 ppm. Hasil uji yang didapat akan dibuat range lebih kecil untuk dilakukan

&
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uji MIC yang menggunakan kontrol positif yaitu dengan pemberian antibakteri
sintetis - (tetracycline) 30 ppm -dan kontrol-negatif tanpa -pemberian- ekstrak:

Tetracycline digunakan sebagai antibakteri dan kontrol positif karena tetracycline

| REPOSITORY.UB,ACID |

merupakan: salah satu -antibiotik yang: paling; sering digunakan -dalam budidaya

ikan yang bertujuan untuk mengontrol penyakit yang disebabkan bakteri

(Nurhasnawati, et al., 2016). Tetracycline mengandung antibakteri yang sangat
kuat karena sifat antibakteri  bakteriostatiknya dan spektrumnya. luas - yaitu

menghambat pertumbuhan bakteri gram positif dan negatif yang peka (Hafsari, et

29

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




REPOSITORY.UB.AC.ID |

al.,, 2015). Mekanisme kerja tetracycline menghambat sintesis protein dengan

menghalangi. terikatnya RNA  pada ribosomnya. selama pemanjangan. rantai

peptide, paling sedikit terjadi 2 -proses masuknya antibiotik ke dalam ribosom

l

bakteri gram negatif, (1) difusi.pasif melalui kanal hidrofilik (2) sistem transpor aktif,
setelah masuk ‘maka antibiotik “berikatan- dengan ‘ribosom dan menghalangi
masuknya komplek tRNA asam-amino pada lokasi asam amino. Setiap tabung

reaksi diberi isolat bakteri dengan kepadatan 9 x 108 CFU/mI hasil pengukuran
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pada media TSB (Tryptic Soy Broth) yang sudah dicocokkan dengan -metode Mc

Farland, lalu diinkubasi pada suhu 32°C selama 24 jam. Media diperiksa

A
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kekeruhannya menggunakan: spektrofotometer dengan panjang gelombang 620

nm, kemudian ditulis nilai absorbansi yang tertera pada monitor spektrofotometer.
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Uji'MIC juga didasarkan pada indikator kekeruhan pada media TSB: yang telah

ditanam bakteri beserta eksrak dengan dosis yang berbeda dan diinkubasi selama

24 jam. Dosis uji-MIC dapat didasarkan pada tabung yang memunculkan warna
bening pertama kali dan memiliki nilai absorbansi yang mendekati kontrol positif.
b. Uji-Cakram

Uji Cakram pada penelitian ini dilakukan untuk mengukur daya hambat

ekstrak terhadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa. Cawan petri berisi-media
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MHA sebanyak 25 ml disiapkan.. Kertas cakram steril-direndam dengan larutan
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ekstrak daun teh hijau dengan dosis yang berbeda. Perlakuan dosis berdasarkan
dari-uji MIC yang dilakukan terlebih dahulu dan-mendapatkan dosis yang sesuai

untuk perlakuan. Penanaman dilakukan pada LAF untuk menghindari kontaminasi.
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Bakteri ~diambil -sebanyak 1 ml dengan::menggunakan -mikropipet: dengan

kepadatan yang ditentukan dan disebar pada seluruh permukaan MHA dengan

menggunakan triangle. Setelah 10-15 menit kertas cakram direndam kemudian
diambil dengan. hati-hati dan diletakkan pada media agar bagian tengah. Media

yang telah ditanam bakteri dan diberi kertas cakram diinkubasi dalam suhu 30°C
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selama 18-24 jam. Media diamati dengan cara megukur diameter zona bening

yang 'terbentuk di sekitar. kertas cakram dengan menggunakan jangka sorong.

Daerah 'pada sekitaran ‘cakram menunjukkan kepekaan -mikroba “terhadap

l

antibiotik .atau. bahan -antimikroba yang. digunakan: sebagai: bahan  uji yang
dinyatakan ‘dengan -diameter. zona ‘bening dalam satuan millimeter  (mm)
menggunakkan ' jangka - sorong- dengan- cara - diukur. diameter- zona bening

horizontal ditambahkan dengan diameter zona bening vertikal lalu dibagi- dua.
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Kemudian zona bening yang telah diukur, dibandingkan berdasarkan pedoman

Davis dan Stout (1971).

A
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3.6 Parameter Uji Penelitian

Parameter “ujii - yang - digunakan  ‘dalampenelitian- ini - adalah hasil
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pengamatan zona bening yang terlihat pada sekitar kertas cakram yang sudah

ditumbuhi ‘oleh bakteri -P. 'aeruginosa. Hal ini ‘dapat dilakukan: dengan cara

mengukur diameter zona bening di sekeliling kertas cakram dari masing-masing
perlakuan yaitu konsentrasi maksimum-yang dapat menghambat pertumbuhan

bakteri.

3.7 Analisis Data
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Data yang diperoleh akan dianalisis secara statistik menggunakan Analysis
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of Variance (ANOVA) sesuai rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak
Lengkap (RAL) pada tingkat kepercayaan 95% (0=0,05). Uji ini dilakukan untuk

mengetahui pengaruh-perlakuan (variabel bebas) terhadap respon zona hambat

| REPOSITORY.UB,ACID |

(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. Untuk mengetahui hubungan antar
perlakuan dengan diameter zona hambat (zona bening) digunakan uji polynomial

orthogonal yang memberikan keterangan mengenai pengaruh keterangan terbaik.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

| REPOSITORY.UBAC.ID |

4.1 Uji MIC (Minimum Inhibitting Concentration)
Hasil yang diperoleh pada uji MIC didapatkan dari nilai absorbansi dan
warna yang mendekati kontrol positif yaitu 100 ppm, alat yang digunakan untuk: uji
MIC yaitu spektrofotometer. Hasil uji MIC menurut Andayani, et al. (2021), dapat

dilihat berdasarkan warna dengan memperhatikan tingkat kekeruhan (Gambar 5).
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Warna pada setiap tabung dibandingkan dengan kontrol positif. Warna tabung

yang mendekati kontrol positif merupakan perlakuan 'yang dapat menghambat

pertumbuhan bakteri, nilai yang diperoleh'dari uji MIC dapat dilihat pada Tabel 6.
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Gambar 5. Hasil Uji MIC (Minimum Inhibiting Concentration)

Keterangan: Tabung 1: Kontrol (), Tabung 2: Kontrol (+), Tabung
3: 0,01 ppm, Tabung 4: 0,1 ppm, Tabung 5:-1 ppm,
Tabung 6: 10 ppm, Tabung 7: 100 ppm dan Tabung
8: 1000 ppm.

: Htsosiibnihs.ai 1D
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Tabel 6. Hasil Uji MIC Menggunakan Spektrofotometer

; No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi Warna
1 K () 0,716 Keruh
L= 2 K (+) 0,210 Bening
3 0,01 0,710 Keruh
<L 4 0,1 0,593 Keruh
><- 5 1 0,524 Keruh
o 6 10 0,391 Bening
-
2 < 7 100 0213 Bening
ui 8 1000 0,178 Bening
=g o
oM Keterangan:
- Tabung 7 : Konsentrasi 100 ppm yang dapat menghambat bakteri
e Pseudomonas aeruginosa.
Kontrol (+) . Perlakuan dengan antibiotik tetracycline 30 ppm.
Kontrol (-) . Perlakuan tanpa pemberian ekstrak.

Berdasarkan tabel diatas menunjukkan bahwa ' dosis 100 ppm dapat
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menghambat pertumbuhan- bakteri P. ‘aeruginosa, hal ini dikarenakan  nilai

absorbansi- dengan spektrofotometer ‘menghasilkan ~warna kekeruhan  yang

mendekati kontrol positif. Hal tersebut dikarenakan ekstrak daun teh (C. sinensis)
memiliki' senyawa yang dapat menghambat-pertumbuhan bakteri. Berdasarkan
hasil uji fitokimia pada Lampiran 4 ekstrak daun teh (C. sinensis) mengandung
saponin, ‘flavonoid, tanin, dan alkaloid, yang dapat ‘memecah membran dari

bakteri. Kandungan kimia yang bersifat antibakteri menurut Fajar, et al. (2018),
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yaitu alkaloid, saponin, tannin, dan fenol. Teh hijau -memiliki kandungan fenolik
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berupa polifenol dan flavonoid sebagai antioksidan yang cukup tinggi pada ekstrak
daun teh hijau, semakin banyak senyawa flavonoid maka aktivitas antioksidan
akan semakin meningkat sehingga total flavonoid berbanding lurus dengan

aktivitas antioksidan.
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4.2 Uji Cakram
Uji- Cakram  dilakukan untuk mengukur daya hambat ekstrak terhadap

pertumbuhan bakteri P. aeruginosa. Uji cakram dilakukan didalam wadah cawan

34

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




REPOSITORY.UB.AC.ID |

petri yang berisikan media, bakteri, dan ekstrak yang akan diujikan dengan dosis

yang : berbeda-beda. Metode  difusi dilakukan pada :permukaan.media. padat.

Mikroba '‘ditumbuhkan ' pada“ permukaan media ‘kemudian -diinkubasi. Kertas

l

cakram -yang mengandung obat dengan konsentrasi tertentu diletakkan pada
media yang telah digores bakteri, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Penghambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh antibiotik terlihat sebagai

wilayah jernih sekitar pertumbuhan mikroorganisme (Wibawa, et al., 2018).
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Uji cakram dilakukan dengan menggunakan kertas cakram.-Kertas cakram

direndam menggunakan ekstrak dengan’ dosis tertentu dan diletakkan - di

A
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permukaan media. Cawan petri-yang-telah berisikan media steril, ditambahkan

bakteri P. aeruginosa dan diratakan dengan menggunakan bantuan triangle,

REPOSITORY,UB.AC.ID |

ekstrak daun teh hijau (C. sinensis) berisikan kertas cakram yang telah direndam

selama 15 menit diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi, dilakukan

pengamatan zona hambat yang terjadi di sekitar kertas cakram dan diukur
menggunakan jangka sorong. Dosis yang di gunakan untuk uji cakram yaitu 110
ppm, -120 ppm, 130 ppm, 140 ppm, dan 150 ppm, serta -kontrol positif
menggunakan tetracycline. 30 ppm sebagai antibakteri.karena dapat -mengontrol

penyakit yang disebabkan bakteri dengan mekanisme kerja menghambat sintesis
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protein pada ribosomnya,; paling sedikit terjadi 2. proses- masuknya antibiotik ke
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dalam ribosom bakteri gram negatif, (1) difusi pasif melalui kanal hidrofilik (2)
sistem transpor aktif, setelah masuk maka-antibiotik berikatan dengan ribosom dan
menghalangi masuknya komplek tRNA asam amino pada lokasi asam amino.
Kontrol negatif pada penelitian ini yaitu tanpa perlakuan untuk mengetahui hasil

zona bening dapat dilihat pada Gambar 6 dan Lampiran 7.
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Gambar 6. Hasil Uji Cakram

Keterangan:

A: Dosis ekstrak daun teh hijau 110 ppm, B: Dosis ekstrak daun teh hijau 120 ppm,
C: Dosis ekstrak daun teh hijau 130 ppm, D: Dosis ekstrak daun teh hijau 140 ppm,
E: Dosis ekstrak daunteh hijau 150 ppm

Zona bening yang terbentuk pada uji cakram dengan cawan petri-yang

sudah berisikan media, bakteri dan ekstrak dengan dosis yang berbeda-beda akan
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diamati selama 24 jam, disimpan pada inkubator untuk menghindari terjadinya
kontaminasi dari organisme lain, untuk melihat luasan zona bening yang terbentuk
dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7. Hasil Rerata Zona Bening Bakteri P. aeruginosa

Ulangan (mm)
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Perlakuan Jumlah _ Rerata +SD
1 2 3
A (110 ppm) 7,98 7,68 7,58 7,28 30,52 7,63 +0,29
B (120 ppm) 7,36 8,12 7,83 8,11 31,42 7,86+ 0,36
C (130 ppm) 8,42 8,79 8,34 8,35 33,90 8,48 + 0,21
D (140 ppm) 9,00 9,60 9,43 9,48 37,51 9,38+ 0,26
E (150 ppm) 10,67 10,32 9,99 10,08 41,06 10,27 +0,30
Total 174,41

Zona bening yang dihasilkan" dipengaruhi oleh besarnya dosis yang

diberikan dan daya serap kertas cakram pada saat proses perendaman, luas zona

: <FJ:U’OS-I'~TE)R‘|.’.UB.L‘44C 1D

bening berbanding lurus dengan dosis yang digunakan pada saat uji cakram

karena . semakin: tinggi konsentrasi dosis.ekstrak yang diberikan maka semakin
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banyak kandungan antimikroba sehingga zona bening ‘'yang terbentuk akan

semakin besar, hal tersebut didukung oleh Wibawa, et al. (2018), semakin tinggi

konsentrasi ekstrak yang diujikan pada media, maka semakin banyak ekstrak yang

l

berdifusi pada mikroorganisme, sehingga meningkatkan presentase daya hambat.
Hal ini-dikarenakan senyawa bahan aktif yang ada pada ekstrak semakin besar
sehingga dapat -menghambat. pertumbuhan -bakteri semakin- baik: Berdasarkan

hasil uji cakram ekstrak daun teh hijau terhadap P. aeruginosa selanjutnya
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dilakukan analisis: sumber ragam untuk - mengetahui pengaruh perlakuan ekstrak

daun teh hijau terhadap daya hambat bakteri P. aeruginosa. Data analisis sumber

A
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ragam dapat dilihat pada Tabel 9.

Adapun kategori untuk mengetahui besaran daya hambat yang dihasilkan
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disajikan pada Tabel 8 (Anita, et al., 2014)

Tabel 8. Kategori Respon Daya Hambat Bakteri P. aeruginosa

Diameter zona hambat Respon hambatan pertumbuhan
>20. mm Sangat Kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
<5'mm Lemah

Berdasarkan hasil yang didapat dari uji cakram menggunakan ekstrak daun

teh hijau pada bakteri. P. aeruginosa menggunakan 5 dosis yang berbeda-beda
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menghasilkan zona bening yang berbeda pula, pada perlakuan A diperoleh hasil
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rerata 7,63 mm, perlakuan B 7,86 mm, perlakuan C 8,48 mm, dan perlakuan D
9,38 mm tergolong sedang ‘karena diameter-zona hambat berkisar 5-10 ‘mm

sedangkan perlakuan E 10,27 mm tergolong kategori kuat karena diameter zona

| REPOSITORY.UB,ACID |

hambat berkisar 10-20 mm.

Luasan daya hambat dapat dipengaruhi oleh berbagai- faktor seperti

besarnya dosis dari kandungan yang ada pada ekstrak daun teh yang diberikan

pada perlakuan, seperti katekin, fenol,-dan antibakteri terkandung lainnya. Faktor
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lain seperti lamanya waktu penyimpanan atau inkubasi, media yang digunakan,

bakteri: (organisme. yang. .digunakan), lamanya media untuk: memadat dapat
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dipengaruhi-oleh jumlah -media yang digunakan dan-suhu- penyimpanan. Faktor

l

yang memungkinkan dalam penelitian .ini telah dibatasi agar perlakuan. dalam

<L

><' kondisi yang ‘homogen untuk mengetahui-pengaruh pemberian ekstrak terhadap
V) —
,_<£ E bakteri: dengan mengukur zona hambat selama penelitian.
%)
B < Tabel 9. Analisa Sidik Ragam Zona Hambat Bakteri P. aeruginosa
>
= % Sumber Keragaman Db JK Kt Fhitung . F5%
=

: Perlakuan 4 19,26 4,82 57,83* 3.06

s Acak 15 1,25 0,08
Total 19 20,51

Keterangan: (*) = berbeda nyata

Hasil yang diperoleh dari sidik ragam pada tabel 9. dapat dilihat nilai F
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hitung .lebih besar dari F5% vyaitu 57.83. Dapat disimpulkan. dari data diatas

bahwasannya pemberian ekstrak daun teh hijau berpengaruh nyata terhadap

bakteri. P. aeruginosa; -untuk mengetahui pengaruh antar perlakuan dengan dosis

§ yang berbeda, melakukan uji BNT (Beda'Nyata Terkecil) yang disajikan pada
9 g Tabel 10.
5=
2 = Tabel 10. Uji BNT Zona Hambat Bakteri P. aeruginosa
(58]

A B C D E :
= o Perlakuan Notasi
= o0 7,63 7,86 8,48 9,38 10,27
)

A (7,63) - - - - - a
e B (7,86) 0,225 - - - - a
C (8,48) 0,845* 0,62* - - - b
D (9,38) 1,7475*  1,5225* 0,9025* - - c
E (10,27) 2,635* 2,41* 1,79*  0,8875* - d

Keterangan: (*) = berbeda nyata
Berdasarkan hasil 'yang diperoleh  dari 'data diatas, ‘nilai ~uji' BNT

berpengaruh atau berbeda nyata terhadap pertumbuhan bakteri P. aeruginosa.
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Data diatas menunjukkan pada perlakuan E dengan dosis 150 ppm merupakan

dosis yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. aeruginosa dengan luasan
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diameter daya hambat yang paling tinggi, hal tersebut dikarenakan bahan aktif

yang terkandung didalam ekstrak daun teh hijau, oleh karena itu untuk mengetahui

hubungan dari-besaran zona hambat dengan perlakuan yang digunakan, adapun

hasil yang didapatkan dari grafik regresi yang diperoleh.disajikan pada Gambar 7.

E 12
) —
é rpe—— 10
5=
L <L E g
= = y=-0,110 + 0,068x
= z
=
<§: 6 R?=0,9366
x I
e <
= 4
Q
2
| 0
i 100 110 120 130 140 150 160

DOSIS PERLAKUAN (ppm)
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Gambar 7. Hubungan Antara Dosis dengan Diameter Zona Bening

Hasil yang diperoleh dari Gambar 7, sudah menjelaskan keterkaitan
hubungan antara ekstrak daun teh hijau. dengan zona hambat bakteri
menunjukkan pola linier dengan persamaan y=-0,110 + 0,068x dan koefisien R?=
0,9366 (hasil perhitungan uji statistik disajikan pada Lampiran 8). Nilai R?>= 0,9366

merupakan “nilai- koefisien ' determinasi  yang ‘menunjukkan: bahwa pengaruh

<
<
s
<
o
0

UNIVERSITAS

perlakuan terhadap respon sebesar 93,66%. Hubungan antara pemberian ekstrak

P
£

daun teh “hijau- dalam ‘menghambat pertumbuhan bakteri P. aeruginosa

menunjukkan bahwa respon meningkat seiring dengan penambahan dosis ekstrak

| REPOSITORY.UB.ACID |

dari 110 ppm dengan hasil daya hambat 7,36 mm, 120 ppm dengan hasil daya
hambat 8,04 mm, 130 ppm dengan hasil daya hambat 8,72 mm, 140 ppm dengan

hasil daya hambat 9,40 mm, dan 150 ppm dengan hasil daya hambat 10,08 mm.

Hasil tersebut. menunjukkan setiap kenaikan dosis sebanyak 10 ppm akan

menghasilkan besar daya hambat 0,68 mm. Semakin tinggi dosis yang diberikan
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jumlah luasan dari zona bening pun semakin besar hal ini dikarenakan kandungan

antimikroba semakin besar sehingga zona bening yang dihasilkan semakin besar

hal tersebut sesuai dengan Rahmawati, et al. (2014), semakin tinggi-konsentrasi

l

suatu antibakteri yang diberikan maka akan semakin besar daya antibakteri yang
dihasilkan. ‘Lamanya  waktu . bakteri- terbunuh - dipengaruhi oleh ‘tingginya
konsentrasi zat antibakteri yang digunakan.-Semakin banyak konsentrasi ekstrak

yang mengandung flavonoid, akan semakin banyak bakteri yang akan dihambat
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pertumbuhannya, karena konsentrasi-ekstrak yang diberikan-bersifat antibakteri

juga tinggi (Karim, et al., 2018). Adapun hasil perhitungan data hasil penelitian

A
‘."‘.-

dapat dilihat pada Lampiran 8.

Khasiat utama daun teh hijau terletak pada komponen bioaktifnya, yaitu
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polifenol 'seperti- flavonoid ' sebagai antioksidan alami yang bekerja dengan

mendonasikan proton atau atom -hidrogennya (Syah, 2006). Mekanisme

antibakteri ‘dari flavonoid ‘yaitu dengan ‘'menghambat ' sintesis asam nukleat,
menghambat fungsi membran sitoplasma, dan menghambat metabolisme energi.
Sitoplasma - dalam- sel- dibatasi membran- yang berperan ‘sebagai ' barrier
permeabilitas - selektif. dengan fungsi transport. aktif, kemudian mengontrol

komposisi internal sel. Makromolekul dan-ion akan keluar dari sel, kemudian sel
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rusak atau terjadi kematian -apabila fungsi.integritas-sel. membran: sitoplasma
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dirusak. Senyawa fenolik  mendenaturasi ‘dan menginaktifkan protein  seperti
enzim, serta -mengubah-permeabilitas' membran-sitoplasma-dan-menyebabkan

kebocoran bahan-bahan intraseluler. Mekanisme alkaloid = menghambat

| REPOSITORY.UB,ACID |

pertumbuhan bakteri -dengan: mengganggu ‘komponen: penyusun. peptidoglikan

pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan

menyebabkan kematian sel. Bakteri mempunyai lapisan luar yaitu dinding sel yang
berfungsi mempertahankan bentuk mikroorganisme dan pelindung. sel bakteri,

yang mempunyai tekanan osmotik internal yang tinggi, tiga hingga lima kali lebih
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besar pada bakteri gram positif dari pada gram negatif. Trauma pada dinding sel

atau penghambatan pembentukannya, menimbulkan lisis pada sel (Hafsari, et al.,

2015). Saponin sebagai antibakteri berdifusi-melalui membran luar dan dinding sel

l

yang  rentan,. lalu. mengikat. .membran. sitoplasma . dan mengganggu -dan
mengurangi ' kestabilan,  hingga mengakibatkan - senyawa -intraseluler keluar
(Ngajow, et al., 2013). Saponin berinteraksi-dengan kolesterol pada membran sel

dan menyebabkan modifikasi lipid yang akan mengganggu kemampuan bakteri
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untuk berinteraksi dengan membran yang sudah mengalami modifikasi tersebut;,

sehingga menyebabkan kemampuan bakteri untuk merusak atau berinteraksi

e

dengan host akan terganggu dan zat antibakteri akan dapat.dengan mudah masuk

kedalam sel dan akan mengganggu metabolisme hingga akhirnya terjadilah
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kematian bakteri (Karlina, et al., 2013). Kemampuan saponin sebagai antibakteri

didukung oleh pernyataan Pendit, et al. (2016), bahwa saponin menyebabkan

kebocoran protein dan enzim dari dalam sel yang mengakibatkan kematian sel,
dengan kata lain bersifat bakterisidal. - Tanin memiliki. aktivitas antibakteri ketika
dinding bakteri lisis’ akibat senyawa saponin dan flavonoid, tanin masuk dengan
mudah ke dalam.sel bakteri dan mengkoagulasi.protoplasma sel bakteri. Tanin

menghambat pertumbuhan bakteri dengan menginaktivasi adhesin mikroba,
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enzim, dan protein transport pada membran- sel.
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Waktu pengamatan yang dilakukan yaitu 1x24 jam untuk mengetahui sifat
dari- bakteri- P.-aeruginosa setelah diberi -ekstrak daun-teh hijau, akan terbentuk
zona bening di sekitar kertas cakram. Zona bening yang dihasilkan memunculkan

hasil terkecil pada perlakuan A dan luasan semakin meningkat setiap perlakuan
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selanjutnya hingga perlakuan E. Luasan zona bening dapat diamati pada

dokumentasi Gambar 8 berikut. Pengamatan dilakukan hingga 1x24 jam saja
dikarenakan penelitian bertujuan untuk mengetahui pengaruh. ekstrak daun teh

hijau pada bakteri P. aeruginosa, sehingga apabila dilanjutkan pada pengamatan
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2x24 jam, maka akan menunjukkan hasil dengan bentuk sifat bakteriostatik yang

dimiliki-ekstrak daun teh hijau terhadap bakteri.
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Gambar 8. Luasan Zona Bening Perlakuan

Bakteri- dapat tumbuh' dalam penelitian ini dengan suhu 32°C ditandai

dengan perubahan warna pada permukaan media agar. Bakteri P. aeruginosa

REPOSITORY.UB.AC.ID

menurut Widowati, et al. (2014), dapat tumbuh dengan baik dengan adanya unsur
N dan C dengan suhu 30°C-42°C. Hasil penelitian diperkuat oleh pernyataan Sine
dan Fallo (2016), bahwasannya bakteri yang tidak tumbuh disekitar kertas cakram
karena kertas cakram mengandung antimikroba yang berfungsi sebagai antibiotik

dimana bakteri pertumbuhannya terhambat oleh kertas cakram yang mengandung
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antimikroba.
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian Pengaruh Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis)
terhadap Daya Hambat Bakteri P. aeruginosa secara In Vitro.yang dilakukan dapat
disimpulkan bahwa ekstrak daun teh hijau berpengaruh terhadap daya hambat

bakteri P. aeruginosa, dimana semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang diberikan
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maka semakin besar pula zona hambat yang terbentuk.

4
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5.2 Saran

Berdasarkan penelitian Pengaruh-Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis)
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terhadap Daya Hambat  Bakteri P. aeruginosa secara In- Vitro, -disarankan

menggunakan ekstrak daun teh hijau sebagai alternatif pengobatan dengan dosis

100 ppm. Penggunaan dosis 100 ppm dinilai efisien, karena sebagai dosis
terendah sudah dapat menghambat pertumbuhan bakteri P. aeruginosa pada
sekitar cakram. Diharapkan adanya penelitian lanjutan dengan metode' In Vivo
untuk mengetahui keefektifan dosis terhadap biota budidaya perairan tawar seperti

ikan ‘mas ‘dan koi (Cyprinus ‘carpio), nila (Oreochromis: niloticus), gurami
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(Osphronemus goramy) dan ikan tawar bernilai jual tinggi lainnya. Pengamatan

P
£

sebaiknya lebih'dari 1x24 jam untuk mengetahui sifat yang ditimbulkan dari ekstrak

daun teh hijau terhadap bakteri.
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Cawan Petri
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Lampiran 2. Bahan Penelitian
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DMSO 10% Etanol 96%
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Lampiran 3. Hasil Uji Biokimia Bakteri P. aeruginosa

KEMENTERIAN KELAUTAN DAN PERIKANAN
DIREKTORAT JENDERAL PERIKANAN BUDIDAYA
BALAI BESAR PERIKANAN BUDIDAYA AIR PAYAU

LABORATORIUM UJI BBPBAP JEPARA

Alamat surat: PO Box 1 Jepara , Kantor: JI. Cik Lanang — Bulu Jepara 59418
Telp. : (0291) 591125, Faximili : (0291) 591724

kkp.go.id ; Email: bbpbapjpr@gmail.com

Hal
Asal
Alamat
Metode
Hasil

HASIL UJI BIOKIMIA

Uji biokimia [dentifikasi Bakteri

Lab. Mikrobiologi
BBAPAP Jepara
Cowan and stell’s,

Uji Bio Kimia

Gram

Manual for Identification of medical bacteria

Isolat

Pseudomonas aeruginosa

Bentuk
 Katalase
| Oksidase

Batang

| H2S

| Indol

| Citrate

| OF medium

| MR
I'SIA
Urea

{ Glukosa
Sukrosa
37°C

Lab. Mikrobiologi BBPBAP Jepara

Penyelia
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Sri Murti Astuti, SP
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Lampiran 4. Hasil Uji Fitokimia Daun Teh Hijau (Camellia sinensis)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN

UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDICA
Talan Lahor Mo.87 TelpFax (0341) 593386, Bara

EOTABATU 63313
< N omer SO074 /037 100.7-D7 2021
>_ Sifat : Biasa
< Parthal : Surat Keterangan Analisn Kualitaif
2 = Bersama ini keami sampaikan basil analisa berilo ind :
= ; 1. Idemtitas Pemobon
£ Nama NIM Instansi
T < Puimiadyi Syabaningrum 175080507111016 Faku'mas Perikaman dan Tipm
> Dita Nur Aeni 17502050711 1006 Eslagtan Universitas Branijaya.
= m Sandby Ivasa Astaghfimanda 175080500111016 Malang
— m 1. Idemtitas Sampel
Nama sampal : Teh Hijau
1% Nama latin : Camelfin simensis
Bagian sampel : Daun
Benmk samps] : Elnstrak
Pelana : Etanel T0Fa
Tangzal penermasm : 1 Februan 2021
Tangzal pemeriksaan : 1 Februari 2021
el 3. Hasil
|2 No | Mennfikasi Senyara | Paramster | Hasl
|8 Alkaloid
| é Meyer Endapan Purl pi;}u'
8 L - : &)
| E Drragendrof Endapan Fingza Pasitif
‘ Bouchardat Endapan Cokslar pi;}u'
S 2. | Flavomeid Timpza. Merah Bara Merah Muda, Merah Tua pi;}u'
< 3. | Tanin [ Fenal Caokelat Eshitaman, Biru Kebitaman {__} -
2 re— Posinf
= 4. | Saponin Eusa Permanen Fé;}nf
o
m < 4. Lampiram
Alkalpid
S 0 Nama Sampel
= — Mever Diragendrof | Bouchardat
S0
I'w Elztrak Daun Teh
Hyjau
Nama Sampel Flavonoid | Tamin/ Fenel Saponin
E - |
| J u |
| o Eksoak Dz Teh - |
|2 Hizan
| &
o
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v
(o]
o
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Lampiran 5. Perhitungan Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis)
e Perhitungan Presentase Berat Kering

Berat Kering Daun
Sefat Rering ~aun . 100%

Presentase Berat Kering = el aTAIN G e

_ 2,5Kg 0
< =R x100%
>-
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B <
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= o Presentase Rendemen = ———<2% % 400%
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Lampiran 6. Pembuatan Larutan Ekstrak Daun Teh Hijau (C. sinensis)
e _Perhitungan Stok Larutan Ekstrak

Ekstrak Larutan 1000 ppm = 1000 mg/L

: 1000mg (ekstrak)
~ 1000ml (Larutan Pengencer)

<L
P _ 0,1 (Ekstrak)
N S, " 100ml (Larutan Pengencer)
fE re—a
Z, B e Pengenceran Larutan
§ é Pengenceran Larutan dengan dosis 1000 ppm ke larutan 110 ppm, 120
=
o ppm, 130 ppm, 140 ppm, 150 ppm.
e
. a) 110 ppm
V1 § N1 = V2 . N2
V1.1000 =2.110
[ V1 =0,22 ml

0,22 ml larutan stok 1000 ppm + 1,78 ml larutan pengencer

e
J
-3
| @
| 2
| >
[
=)
=
v
o
a
=
=

, b) 120 ppm
: V1 . N1 = Vz L Nz
? V1.1000 =2.120
Vi =0,24 ml
§ 0,24 ml larutan stok 1000 ppm + 1,76 ml larutan.pengencer
7)) g c) 130 ppm
g § V1 . N1 = V2 4 Nz
& V1.1000 =2.130
S C<r Vi = 0,26 ml
% o) 0,26 ml larutan stok 1000 ppm +.1,74 ml larutan pengencer
<pw d) 140 ppm
V1 < N1 = V2 4 N2
V1.1000 =2. 140
V1 =0,28 ml

0,28 ml larutan stok 1000 ppm + 1,72 ml larutan pengencer

| REPOSITORY.UB.ACID |

e) 150 ppm
| VioND o = Vel Ng
| V1. 1000 =2.150
: V1 = 0,30 ml

0,30 ml larutan stok 1000 ppm.+ 1,70 ml larutan pengencer
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Lampiran 7. Hasil Uji Cakram
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Lampiran 8. Perhitungan Data Hasil Penelitian
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Perlakuan 3 Jlangan 5 Jumlah - Rerata stdv
i A 7,98 7,68 7,58 728 3052 7,63 0,29
B 7,36 8,12 7,83 8,11 31,42 7,86 0,36
C 8,42 8,79 8,34 8,35 33,90 8,48 0,21
D 9,00 9,60 9,43 9,48 37551 9,38 0,26
E 10,67 10,32 9,99 10,08 ' 41,06 ' 10,27 0,30

Total 174,41

e Perhitungan Sidik Ragam
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2
v’ Faktor Koreksi (FK) = %

")
%

= 174,412/20
= 1520,94
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v JK Total = (A12+A22+... +E4?) — FK

=(7,98%+7,68%+ ...+10,08%) = 1520,94

=20,51

(Exi)?

v JK Perlakuan = FK

TA? + TB? + TC? + TD? + TE?
= —FK

r

30,52+ 31,42 + 33,90 + 37,51 + 41,06

—=1520,94
2 520,9

=19,26
v JK Acak = JK Total — JK Perlakuan
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=20,51-19,26

=1,25

v"_Derajat Bebas (db) Total = (n x 1) =1
=(5x4)-1
=19
v Derajat Bebas (db) Perlakuan =n -1
=5=1
=4
v Derajat Bebas (db) Acak =5 x (r — 1)
=5x(4-1)
=15
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Lampiran 8 (Lanjutan)

JK Perlakuan
v = db Perlakuan
Kuadrat Tengah (KT) Perlakuan SIS

19,26
T
=4.82
<L
>- JK Acak
< v Kuadrat Tengah (KT) Acak =
V) m— db Acak
fE re—a
ke e 15
2 e
= =
Sm 0,08
e v F hitung = —roraxian _ 282 _ 57 83
KT Acak 0,08
¢ “Analisa Sidik Ragam
@ o Perhitungan Uji BNT
;é SED =\/2xK"l;Acak: \/2962,08 = 0.20406
I
" BNT 5% = T table 5% (db acak) x SED
< =2,131X0,20406
<
2 - = 0,435
=
2 ; e Tabel Uji BNT
w <L
=
= .
A B C D E Notasi
Spes Refala Perlakuan
Perlakuan
L 7,63 7,86 8,48 9,38 10,27
A 7,63 - - - - - a
B 7,86 0,225 - - - - a
C 8,48 0,845* 0,62* - - - b
D 9,38 1,7475* 1,5225* 0,9025* - - c
| E 10,27 2,635* 2,41* 1,79* 0,8875* - d

Keterangan: ns = tidak berbeda nyata

(*) = berbeda nyata

9
J
<
|
=
i
| &
| 0
e
v
o
a
v
&)

Berdasarkan hasil data diatas perhitungan, Uji Berbeda Nyata (BNT)
diketahui' yang mana hasil terbaik diperoleh pada perlakuan E yang kemudian

diikuti oleh D, C, B, dan A.
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Lampiran 8 (Lanjutan)

e ‘Tabel Polynomial Orthogonal
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Perbandingan (Ci)

Rellakiige Jiic Linier Kuadratik Kubik Kuartik
< A 30.52 2 2 1 1
o~ B 31.42 1 1 2 4
< c 33.90 0 2 0 6
) —
2L - D 37,51 1 A 2 4
% < E 41.06 2 2 1 1
wi <L Q=5 Ci*Ti 27.17 6.43 1,64 0,74
Z % kr=(3> Ci*2)*r 40 56 40 280
= IK=QN2/Kr 18 46 074 0.07 0,001956

4
\'?‘ 4

o JKRegresi Total = JK Linier + JK Kuadratik + JK Kubik

= 18,46+0,74+0,07= 19,26

r

e Analisis Sidik-Ragam Regresi

sumber

e
J
-3
| @
| 2
| >
[
=)
=
v
o
a
=
=

| " Db JK kt fhitung 5%
| eragaman
< perlakuan 4 19,26 3,06
> linier 1 18,46 18,46 221,61 *
" g kuadratik 1 0,74 0,74 8,87 *
e~ kubik 1 0,07 0,07 0,81 ns
% ; kuartik 1 0,001956 0,001956 0,02 ns
m < acak 15 1,25 0,08
S total 19 20,51
S0

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

P
£

Berdasarkan hasil data sidikragam regresi diatas diperoleh nilai

F5% dari regresi linear dan kuadratik yaitu berbeda nyata maka dapat

[l
'z menghitung R? dari setiap regresi sperti dibawah ini.
|2
8 > RZLinier = ——laumer
|8 JK Linier+JK Acak
i 18,46
T 18,46+1,25
=0,93658
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Lampiran 8 (Lanjutan)

JK Kuadratik
JK Kuadratik+JK Acak

» 'R% Kuadratik =

0,74
" 0,74+1,25

=0,371477

JK Kubik
JK Kubik+JK Acak

> 'R? kubik =

10,07
0,07+1,25

=0,051078

JK Kuartik
JK Kuartik+JK Acak

> R2 Kuartik=

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

0,001956

= ————=0,001563
0,001956+1,25

4
\'?‘ 4

Hasil Perhitungan R? menunjukkan bahwa nilai dar R? linier lebih besar

REPOSITORY.UB.AC.D |

daripada nilai-R? kuadratik; kubik serta. kuartik, sehingga menunjukkan -bahwa

kurva yang digunakan yaitu kurva linier yang kemudian dicari persamaan regresi

liniernya. Daosis yang digunakan-yaitu.sebagai sumbu X dan-nilai-rerata skoring

sebagai sumbu y sehingga diperoleh garis linier sebagai berikut.

§ e Tabel Sumbu XdanY
< Perlakuan - Dosis yang diberikan (X) - Daya Hambat (Y) XY X2
o Al 110 7,98 877,80 12100
[
= ; A2 110 7,68 844,80 - 12100
i A3 110 7,58 833,80 12100
% o A4 110 7,28 800,80 12100
S0 B1 120 7,36 883,20 14400
5 B2 120 8,12 974,40 14400
I
- B3 120 7,83 939,60 14400
B4 120 8,11 973,20 14400
c1 130 8,42 1094,60 16900
3] c2 130 8,79 1142,70 ' 16900
E c3 130 8,34 1084,20 1 16900
12 c4 130 8,35 1085,50 - 16900
I D1 140 9,00 1260,00 - 19600
| D2 140 9,60 1344,00 . . 19600
i D3 140 9,43 1320,20 19600
D4 140 9,48 1327,20 19600
P El 150 10,67 1600,50 22500
S
<
)
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Lampiran 8 (Lanjutan)

[ reposiToRY.UBACID |

; Perlakuan Dosis yang diberikan (X) = Daya Hambat (Y) XY X?
i E2 150 10,32 1548,00 22500
i E3 150 9,99 1498,50 22500
E4 150 10,08 1512,00 22500
< Jumlah 2600 174,41 22945 342000
o
e
e _nQxy)-xEy)
= ; Bty URnisiaws
(%)
o
ui =0,06793
=g o
>0 B0 = ENEH-E0Ew)
nyx4=(Xx)?
.':,_.
=-0,10975

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Berdasarkan data diatas diperoleh persamaan linier dari - BO dan:B1 yaitu

y=-0,110 + 0,68x.

<
<
s
<L
o
o0
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